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ای مهم از نظر غذایی )به عنوان منبع غنی از های دانهعدس یکی از لگوم

پروتئین( و صنعتی )مثل صنعت بیوپلیمر( است و عملکرد پایین این گیاه در 

ویژه خشکی است. ههای محیطی بایران نسبت به متوسط جهانی متأثر از تنش

های دخیل در مقاومت به خشکی در شناسایی نشانگرهای مولکولی مرتبط با ژن

های اصلاحی گیاهان مقاوم به نژادگران را در انجام برنامهتواند بهژنوم گیاه می

 EST-SSRخشکی کمک نماید. در این مطالعه هدف شناسایی نشانگرهای 

رود که از این دهنده به تنش خشکی بود که امید میهای پاسخپیوسته با ژن

نژادی های بههای مقاوم به خشکی در برنامهاسایی ژنوتیپاطلاعات به منظور شن

گلیکول استفاده شد و پس از پایان تنش اتیلنبهره برد. جهت اعمال تنش از پلی

های کل استخراج و کتابخانه RNAگیری از بافت برگ انجام شد. سپس نمونه

cDNA 16) 10547یابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که تعداد مورد توالی 

حدود  و را دارا بودند  EST-SSRحداقل یک توالی هاژندرصد( از یونی

برای آنها رابطه و در نهایت ها مستندسازی ژندرصد از این یونی 5/27

 3، 1های شناسی تعیین شد. بیشترین نشانگرها به ترتیب مربوط به تکرارستیه

بودند. نتایج مستند  درصد( 18/15و 25/37، 03/46نوکلئوتیدی )با فراوانی  2و 

ها به EST-SSRبیشترین تعداد ها نشان داد که ژنسازی کارکردی این یونی

، فرآیند 806، زیرگروه فعالیت کاتالیتیکی با 872ترتیب به زیر گروه اتصال با 

ژن اختصاص داشت. نتایج یونی 651های سلول با و بخش 755با  متابولیکی

شانگرها در اعمال حیاتی مهمی دخیل هستند و های دارای این ننشان داد که ژن

ها از جمله تنش های دخیل در تحمل به تنشژن ۀابزار مناسبی برای مطالع

 خشکی هستند.

 

 .EST-SSRعدس، نشانگر، ، تنش خشکی کلیدی:های واژه

 

Lentil (Lens culinaris) is one of the important grain 

legumes in feeding (as protein-reach food) and industry 

(such as biopolymer industry) and the problem of lower 

yield of this plant in Iran rather than average global yield  
is affected by exposure of plant to environmental stresses 

especially drought. Identification of molecular markers 

that closely linked to drought resistant genes help to 

implementation of breeding programs aimed at the 

production of drought tolerant plants. The gol of this study 

was identification of EST-SSR markers which closely 

linked to the genes involved in drought resistance and use 

of these information in identification of drought resistant 

genotypes in breeding programs. PEG was used for stress 

treatment, and after conduction of treatments, leaf samples 

were collected. Total RNA was extracted and cDNA 

libraries were sequenced. Results showed that 10546 

(16%) of uni-genes contained at least one EST-SSR and 

about 27.5% of these sequences were annotated. Among 

different SSR motif-classes, tri-nucleotide repeats 

(46.03%) were the most abundant followed by mono-

nucleotide repeats (37.25%) and di-nucleotide repeats 

(15.18%). The results of the functional annotation of these 

sequences, showed that the highest number of EST-SSRs 

were belonged to subgroups of binding (872), catalytic 

activity (806), metabolic processes (755), and cell 

components (651), respectively.The results showed that 

genes associated with these markers, involved in important 

biological functions and are an appropriate tool for study 

the genes involved in tolerance to stresses including 

drought stress. 
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 مقدمه

مین پروتئین مورد أامروزه علاوه بر اهمیت عدس در ت
درآمد در کشورهای در حال توسعه، اين نیاز مردم کم

ای در های مطلوب تغذيهگیاه به دلیل داشتن ويژگی
سطح جهانی مورد توجه قرار گرفته است. به عنوان 

های نبع غذايی غنی از کربوهیدراتمثال عدس م
های پروبیوتیک است که باعث رشد و فعالیت باکتری

چرب های مفید، اسیدهایشود. اين باکتریروده می
کنند و با تغییر وضعیت جذب کوتاه را ايجاد میزنجیره

زا باعث کاهش مواد از روده و کنترل عوامل بیماری
و اين  شودواگیر میهای غیرچاقی و بیماری

غذايی محبوب در  ۀخصوصیات عدس را به ماد
 ,.Siva et al) کندهای غذايی سالم تبديل میرژيم

امروزه علاوه بر مصارف خوراکی، از آرد  (.2017
مرها عدس در برخی صنايع مانند صنعت تولید بايوپلی

. (Aydogdu et al., 2018) شوداستفاده می
سطح زير افزايش تقاضا برای عدس سبب افزايش 

کشت و عملکرد جهانی اين گیاه شده است 
(Kumar et al., 2013 .) 

ان در دو يرا س دردير کشت عزمیانگین سطح 
ر بوده هکتا 224740، 1392منتهی به سال  ۀده

( و پس از نخود Sabaghpour et al., 2013است )
رود با اين حال شمار میدومین حبوبات کشور به

ان پاسخگوی نیاز کشور میزان تولید عدس در اير
درصد از عدس مورد نیاز کشور از  50نبوده و بیش از 

 (.Anonymus, 2012شود )طريق واردات تامین می
ن و سااخر، شرقینبايجا، آذربیلی اردهانتاــسا

ير زسطح رم تا چهااول تبه ره ترتیب ـبن تاـلرس
ير زصد سطح در 90از ند. بیش س را دارکشت عد
شود و کشت میيم ن به صورت دايرس در اکشت عد

متوسط عملکرد آن کمتر از متوسط جهانی است 
(Parsa and Baghery, 2008; Sabaghpour et 

al., 2013 و اغلب در دوران رشد رويشی و انتهای )
شود فصل رشد با تنش کمبود آب مواجه می

(Sarker and Erskine, 2006.) 

در کشورهای در حال مناطق نیمهخشک در 
و دلیل خشکی استقرار ضعیف گیاهچه بهعه، توس
کشاورزی مهمترين مشکلات  يکی ازآبیاری کم
. عدس يک گیاه (Hoseini et al., 2006)باشد می

( ولی Reda, 2015نسبتا مقاوم به خشکی است )
دهد که با وجود تحمل نسبی نتايج مطالعات نشان می

عدس نسبت به خشکی در بین حبوبات، کاهش 
درصد ظرفیت زراعی  50ک به کمتر از رطوبت خا

های مورفولوژيکی و عامل مهمی در کاهش شاخص
 Panahyan-e-Kiviباشد )عملکرد در اين گیاه می

et al., 2009; FAO, 2016.) 
نژادی گیاهی است های بهتنوع ژنتیکی پايه روش

گیرد. دو که با استفاده از نشانگرها مورد ارزيابی قرار می
رين و پرکاربردترين نشانگرهای مولکولی مورد از مهمت

 genome-wideدر مطالعات ژنتیکی جمعیت شامل 

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). 
است که  Simple Sequence Repeats (SSR)و 

يابی نسل جديد های مبتنی بر توالیتوسط تکنیک
نشانگر  (.Meyer et al., 2017اند )تعیین شده

SSR ر بسیار تکرارپذير، چندآللی و دارای يک نشانگ
طور يکنواخت و به مقدار کافی در همبارزی است و به

سطح ژنوم توزيع شده است و چون دارای چندشکلی 
کند. همچنین يادی تولید میبالايی است، اطلاعات ز

طور نظری و عملی به SSRوتحلیل نشانگر تجزيه
رهای دهی آسان نشانگخوبی شناخته شده و نمرهبه

SSR اين نشانگر را به يک نشانگر مفید تبديل کرده ،
 ;Gupta and Varshney, 2000است )

Guichoux, 2011; Li et. al., 2016 بعضی از .)
شامل الگوهای جهش  SSRهای نشانگر محدوديت

های نهفته پیچیده و احتمال وجود هموپلاستی و آلل
 (. Putman and Carbone, 2014است )

ارهايی هستند يزماهور EST-SSR ینشانگرها
و ممکن ند اگرفتهار قره ژن کدکنندت قطعاکه روی 

توانند در است با نواحی عملکردی مرتبط باشند و می
 ژنی که روی آن قرار دارند، کمکيابی تکامل ارز



 45 ... مرتبط با تحمل به EST-SSR زماهوارهير یتوسعه نشانگرهاحسینی و همکاران:  

 

 

بودن نواحی بالا و  ترشدهحفاظت طرفی کنند. از 
، اين نشانگر را در EST-SSRدست توالی پايین

نتیکی بین گونهها نسبت به ع ژسی تنوربر
زد مدتر میسارآنومی کااری ژيزماهوی رنشانگرها

(Luro et al., 2008; Jiang et al, 2018 با اين .)
پايین در چندشکلی  EST-SSRوجود يکی از معايب 

های اين نشانگر آنها است. يکی ديگر از محدوديت
های يگاد در پاموجوهای ESTمنابع دن بوود محد

يابی (. توالیShafiee et al., 2014ست )اده اد
RNA1 دست صرفه برای بهبهيک روش مقرون

برای گیاهان غیرمدل  ESTزيادی توالی آوردن تعداد 
و همکاران، از  Sathyanarayana ۀاست. در مطالع

 Mucunaگیاه باقلا مخملی ) RNAيابی توالی

pruriensمنظور شناسايی نشانگرهای( به EST-SSR 
آن نشانگر در ترانسکريپتوم  7493استفاده شد و تعداد 

 (. Sathyanarayana et al., 2017شناسايی شد )
 Lathyrusترانسکريپتوم گیاه خلر ) ۀدر مطالع

sativus L. شانگرهای  3204( تعدادEST-SSR 
 ۀ(. در مطالعHao et al., 2017شناسايی شد )

Chen  يابی از توالیو همکارانRNA اش گیاه م
(Vigna radiate L. به منظور شناسايی نشانگرهای )

EST-SSR  13134استفاده شد و تعداد EST-SSR 
بنابراين (. Chen et al., 2015aشناسايی شد )

ند امیتو RNAيابی ه از توالیمدآستدبهی هاداده
 EST-SSRی هانشناسايی مکاای منبع خوبی بر

از محدوديت اين نشانگر شود.  و سبب رفعباشد 
يابی های حاصل از توالیدر اين تحقیق از داده رواين

RNA  عدس در شرايط تنش خشکی به منظور
های دخیل های پیوسته با ژنEST-SSRدستیابی به 

 در تحمل به تنش خشکی استفاده شده است. 
 
 

                                                                     
1. RNA sequencing  

 هامواد و روش
 کشت گیاه و اعمال تنش

تحقیقات  ۀسسؤبذر عدس )رقم گچساران( از م
 يم کشور )ايستگاه گچساران( تهیه و درکشاورزی د

های حاوی شن، ورمیکولیت و پیت موس با گلدان
های مساوی کشت شدند )در هر گلدان سه بذر نسبت

ها به اتاق کشت با طور مستقیم کاشته شد(. گلدانبه
لوکس، دوره نوری  1200-1400شرايط شدت نوری 

 25ساعت تاريکی و دمای  ۸ساعت روشنايی و  1۶
ها تا زمان جوانه گراد منتقل شد. گلدانجه سانتیدر

زدن بذور با آب و بعد از آن تا زمان اعمال تنش، 
هوگلند انجام شد. با آبیاری و تغذيه با محلول نیم

)مانند اغلب خشک همناطق نیمتوجه به اينکه در 
مناطقی که در ايران به کشت حبوبات ديم اختصاص 

دلیل خشکی یاهچه بهاستقرار ضعیف گشود(، داده می
مهمترين مشکلات  يکی ازآبیاری ابتدای فصل يا کم

رو (، از اينHoseini et al., 2006کشاورزی است )
روزه به منظور اعمال  21های در اين تحقیق گیاهچه

تنش خشکی انتخاب شدند. به منظور اعمال تنش 
تصادفی با دو تیمار  طرح کاملاً ۀخشکی آزمايشی بر پاي

 5تکرار انجام شد که هر تکرار شامل  4اهد و تنش و ش
ها به دو گروه زدن بذور،  گیاهچهگلدان بود. بعد از جوانه

عنوان تیمار شاهد( با تقسیم شدند. گیاهان گروه اول )به
محلول نیم هوگلند تا رسیدن به ظرفیت زراعی مزرعه 

عنوان تیمار آبیاری و تغذيه شدند. گیاهان گروه دوم )به
محلول  به مدت سه روز )هر روز يک بار( با خشکی(

 PEGدرصد پلی اتیلن گلیکول  20هوگلند حاوی نیم

6000 (polyethylene glycol 6000)  آبیاری
 72شدند. با توجه به اينکه در گیاه عدس حدود 
های ساعت بعد از اعمال تنش خشکی، پاسخ

داری در مورفولوژيکی و فیزيولوژيکی به طور معنی
(، بر Muscolo et al., 2014شود )شاهده میگیاه م

ها با گلدان ساعت بعد از اولین آبیاری 72اين اساس 
PEG ها،اولین علائم تنش در گیاهچه ۀو با مشاهد 
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گیاهان برداشت و در ازت  ۀگسترد های کاملاًبرگ
درجه  -۸0داده شد و سپس در دمای  مايع قرار

 گراد نگهداری شد.سانتی

 
 RNAاستخراج 

 100کل از هر نمونه،  RNAمنظور استخراج به
ها که با استفاده از گرم از بافت برگ گیاهچهمیلی

هاون چینی و ازت مايع به خوبی پودر شده بود، 
با استفاده از محلول  RNAاستفاده شد. استخراج 

( طبق پروتکل شرکت سازنده Trizolترايزول )
(Invitrogen, life technologyانجام شد ) .

استخراج شده با استفاده از  RNAغلظت و کیفیت 
 1ها در ژل آگارز دستگاه نانودراپ و الکتروفورز نمونه

 RNA درصد مورد بررسی قرار گرفت و يکپارچگی

 Bioanalyzer (Agilent, 2100)با استفاده از  آن
 RIN (RNAدارای  RNAهای تعیین شد و نمونه

Integrity Number)  يابی ی توالیبرا 7بالاتر از
 انتخاب شدند.

 
 RNAیابی توالی

موجود در  RNAمنظور تعیین توالی قطعات به
)دو کتابخانه از  cDNAهای کتابخانه 4ها، نمونه
های تنش( با های شاهد و دو کتابخانه از نمونهنمونه

 Illumina  (San Technologiesاستفاده از کیت

Diego, CAت ( مطابق با روش پیشنهادی شرک
 Illuminaسازنده، سنتز شدند. در نهايت از پلتفرم 

HiSeq2500 ها استفاده يابی کتابخانهبرای توالی
جفت باز  150شد. قطعات از دو طرف و با طول 

 خوانش شدند.
 

های بندی نوپدید خوانشکنترل کیفیت و سرهم

 کوتاه

های دارای کیفیت پايین که يا حاوی آداپتور خوانش
داشتند  30کمتر از  Phred scoreانگین بودند و يا می
سپس (. Bokulich et al., 2013) حذف شدند

( de novo assemblyبندی نوپديد )سرهم
های دارای کیفیت مناسب )دارای میانگین خوانش

Phred score  و بالاتر از آن و فاقد  30معادل
 افزاربودند( با استفاده از نرم Nآداپتور و نوکلئوتیدهای 

Trinity (trinityrnaseq_r2012-05-18; 

http://trinityrnaseq.sourceforge.net)  با
 مساوی k-merپارامترهای پیش فرض )مانند طول 

های تکراری منظور حذف کانتیگ( انجام شد. به25
هايی که با )انتخاب بلندترين کانتیگ از بین کانتیگ

همولوژی بالايی دارند و حذف  NRيک پروتئین در 
 Geneافزاری ها( از مجموعه نرمه کانتیگبقی

Evidential (V2013.07.27 استفاده شد. در )
 bp200تر از های کوتاهنهايت ترانسکريپت

هايی که حدودا طولی کمتر از مجموع طول )کانتیگ
دو خوانش دارند و ممکن است که به اشتباه سرهم 

 Alves Carvallho etشده باشند( حذف شدند )

al., 2015.) 
 

 EST-SSRشناسایی نشانگر 

افزار شناسايی نشانگرهای ريزماهواره با استفاده از نرم
(http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/misa. 

html )MISA  انجام شد. حداقل تکرار برای
نشانگرهای يک، دو، سه، چهار، پنج و شش نوکلئوتیدی 

مشخص شد و همچنین  5و  5، 5، 5، ۶، 10به ترتیب 
اکثر فاصله بین دو مکان نشانگر روی يک توالی حد
bp100 ( تعیین شدDai et al., 2017 .) 

 
 هاژنشناسایی کارکرد یونی

منظور شناسايی کارکرد و تفسیر عملکردی به
های رونوشت ،EST-SSRهای حاوی نشانگر ژنيونی

( v2.6.0افزار )حاوی اين نشانگر با استفاده از نرم
NCBI Blast (Altschul et al., 1997)  در مقابل

 NCBIهای پروتئینی غیرتکراری توالی ۀپايگاه داد
(NCBI non-redundant (Nr) protein 

sequences databaseینی ئهای پروت( و داده 
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(، Arabidopsis thalianaگیاه آرابیدوپسیس )
 ( Medicago truncatulaيکساله ) ۀيونج

( از Cicer arietinumو نخود )
https://www.phytozome.jgi.doe.go  با 

5-10≤value-E  موردLocal BlastX  .قرار گرفت
آرابیدوپسیس يک گیاه مدل است که مطالعات 
ژنتیکی زيادی روی انجام شده و ژنوم آن تا حدود 

يکساله و نخود به  ۀزيادی اشباع است. انتخاب يونج
اين دلیل صورت گرفت که  میزان بالايی از شباهت 

اين دو گیاه با عدس گزارش شده  ارتولوگ ایهژن
(. آنالیز Gujaria-Verma et al., 2014است )

 Gene) هایسازی روابط هستی شناسی ژنغنی

Ontology(GO) Term enrichment با هدف )
های حاوی نشانگر در روابط بندی کارکرد ژندسته
GO  انجام شد. برای انجام اين کار نتايجBlastX 
 افزاربه نرم NR ۀها در برابر پايگاه دادژن يونی

Blast2GO (Conesa et al., 2005منتقل شد تا با ) 

map  شدن برعلیهGO Term ها، کارکرد آنها تعیین
به  FDR ≤ 0.05شود. از آزمون فیشر با حد آستانه 

سازی های غنیGO Termداری منظور بررسی معنی
افزاری نرم بسته) edgeRافزار شده استفاده شد. از نرم

Rهای عملکردی با ژن( برای شناسايی و تفسیر يونی
 بیان متفاوت استفاده شد.

 

 نتایج و بحث
 یابیتوالی

ها بررسی شد و يابی، کیفیت نمونهجهت انجام توالی
بالاتر  RINدارای  RNAهای با توجه به اينکه نمونه

 يابیها مورد توالی(، اين نمونه1بودند )جدول  7از 
 قرار گرفتند.

 

                                                                     
. Synteny  

ده از شاستخراج  RNAهای . کمیت و کیفیت نمونه1جدول 
 هدهای برگ گیاهان تحت تنش خشکی و شانمونه
 RIN (ng/ul)غلظت  تکرار تیمار

 4/7 ۸۶1 1 خشکی

 4/7 505 2 خشکی

 7 ۶09 1 شاهد
 7 99۸ 2 شاهد

 
تعداد cDNA  ۀکتابخان 4يابی در مجموع از توالی

 9/۶دست آمد که حدود ش بهخوان 1944۶0۸1۸
. در حذف شد 2طی فرآيند تريم هادرصد از خوانش

درصد( خوانش  1/93)حدود  1۸095۶09۶نهايت 
کوتاه با کیفیت مناسب باقی ماند که در ايجاد 

 کريپتوم استفاده شد.ترانس
 

 های تکراریبندی نوپدید و حذف رونوشتسرهم

فیت های دارای کیبندی خوانشسرهم ۀر نتیجد
رونوشت به دست آمد. بعد از  7۸432مناسب تعداد 

های دارای های تکراری )کانتیگحذف کانتیگ
( و NCBIدر NR  ۀداد توصیف مشابه در پايگاه

تعداد  bp 200تر از هايی با طول کوتاهکانتیگ
رونوشت باقی ماند. طول کل ترانسکريپتوم  ۶5013

با است که  Mbp 1/۶۶بندی ناشی از اين سرهم
بندی نوپديد ترانسکريپتوم حاصل از سرهم ۀانداز

های مختلف عدس های کوتاه مربوط به بافتخوانش
(Mbp 7/۶۶ تقريبا برابر است )(Sudheesh et al., 

با توجه به اينکه توالی ژنوم عدس به طور  (2016
يابی و مستند سازی نشده است، برای کامل توالی

در اين مطالعه، از  ارزيابی ترانسکريپتوم عدس حاصل
آن با ساير گیاهان ديپلوئید استفاده شد.  ۀمقايس
در ترانسکريپتوم گیاهان  تعداد رونوشت ۀمطالع

طور ديپلوئید مدل و غیر مدل که توالی ژنوم آنها به

                                                                     
. Trimming  
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دهد که تعداد ژن يابی شده است نشان میکامل توالی
يکساله  ۀدر يونج 25532در گیاهان ديپلوئید بین 

(Medicago truncatula)  در  ۶23۸۸و
 (.Brachypodium distachyon L) براکیپوديوم
ها در اين مطالعه نیز در . تعداد رونوشتمتغیر است

های اين محدوده قرار دارد. نتايج بلاست رونوشت
 ۀهای کوتاه در مطالعبندی خوانشحاصل از سرهم

درصد از  77نشان داد که  NRحاضر علیه پايگاه 
 ، دارایE 10.0≤value-E-5ها با حد آستانه رونوشت

و  Sudheeshبودند. نتايج مطالعه  NRدر پايگاه  رکورد
نشان داد که ترنسکريپتوم حاصل از  (201۶همکاران )

های مختلف های کوتاه از بافتبندی خوانشسرهم
تطابق دارد  NRدرصد با پايگاه  71عدس نیز 

(Sudheesh et al., 2016)اينکه تعداد  . با توجه به
برای  NCBI( در پايگاه داده 24۶9ژن )تنها کمی يونی

های عدس ثبت شده است، بررسی دقیق رونوشت
تواند در تولید اطلاعات بیشتر می حاصل از اين مطالعه

 ثر باشد.ؤدر مورد ترانسکريپتوم عدس م
 

  EST-SSR شناسایی نشانگرهای

تعداد  وپديد بندی نحاصل از سرهم هایژناز بین يونی
بودند.  EST-SSRژن دارای درصد( يونی 1۶) 1054۶

فقط حاوی  ژندرصد( يونی 05/۶۸) 7175از اين تعداد، 
درصد( از  25/20) 213۶بودند،  EST-SSRيک 
 1235و  EST-SSRها دارای بیش از يک ژنيونی

های ترکیبی )دو ژن دارای موتیفدرصد( يونی 7/11)
( 12(TC)43(C)هم مانند سرموتیف تکراری پشت

 EST-SSRمورد  13409بودند و در مجموع تعداد 
 يک نشانگر به ازای هر شناسايی شد و فراوانی آن 

kb 9/4 .نتايج مطالعه  طول ترانسکريپتوم بودSingh  و
را  EST-SSRنشانگر  9949وجود  (2017همکاران )

( Lens culinaris Medikusدر ترانسکريپتوم عدس )
  .(Singh et al., 2017) نشان داد

وجود  (2015و همکاران ) Chenنتايج مطالعه 
 درصد( رونوشت دارای نشانگر  ۶/20) 10053

EST-SSR ماش را در ترانسکريپتوم (Vigna 

radiate L.)  نشان داد(Chen et al., 2015a.)  با
موجود  EST-SSRتوجه به اينکه درصد نشانگرهای 
ه برخی از گیاهان در ترانسکريپتوم عدس نسبت ب

درصد( و  ۸/2درصد(، جو ) 41/7گندم ) زراعی مانند
 ,.Zheng et al) درصد( بیشتر است ۶0/7شبدر )

ممکن است اين افزايش به ساختار کلی ژنوم  (2013
 عدس مربوط باشد، چون اين گیاه دارای ژنوم بزرگ

Gbp)4درصد از  70تا  50که حدودطوری( است به
های تکراری ای عدس را توالیکل ژنوم درون هسته

  .(Sudheesh et al., 2016دهد )میتشکیل 
يابی ترانسکريپتوم و مطالعات زيادی توالی

های کوتاه حاصل از آن را روشی بندی توالیسرهم
رآمد برای گسترش نشانگرهای مولکولی معرفی کا

 ,.Zheng et al., 2013; Huang et al)اند کرده

2014; Chen et al., 2015a).  همچنین مطالعاتی که
در گیاهانی که  EST-SSRنشانگر منظور گسترش به

طور کامل تعیین نشده، انجام شده توالی ژنومی آنها به
است نیز کارآمدی اين روش در شناسايی نشانگرها در 

بندی نوپديد اين گیاهان ترانسکريپتوم حاصل از سرهم
 Chen et al., 2015a; Harmon et)کند می تأيیدرا 

al., 2017.) های تک نوکلئوتیدی )مونو( موتیف
درصد را در بین نشانگرهای شناسايی  25/37 فراوانی

و همکاران  Chen ۀ(. در مطالع2شده دارا بودند )جدول 
شده در شناسايی EST-SSR( در بین نشانگر 2015)

( با استفاده از ترانسکريپتوم .Vigna radiate Lماش )
 2/3۶های تک نوکلئوتیدی انی موتیفنوپديد، فراو
( و در بین Chen et al., 2015a)درصد بود 

 7/9۶حدود  A/Tتک نوکلئوتیدی فراوانی های موتیف
( بر 2015و همکاران ) Chen ۀدرصد بود. در مطالع
( نیز فراوانی Vigna angularisروی لوبیای آزوکی )

A/T  نوکلئوتیدی را های تکدرصد موتیف 99حدود
 (. (Chen et al., 2015bمل شده است شا

درصد را 1۸/15های دو نوکلئوتیدی فراوانی موتیف
(. 2در بین نشانگرهای شناسايی شده دارا بودند )جدول
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( در بین نشانگر 2015aو همکاران ) Chen ۀدر مطالع
EST-SSR ( شناسايی شده در ماشVigna radiate 

L. ،فراوانی ( با استفاده از ترانسکريپتوم نوپديد
 Chen et)درصد بود  ۸/13های دو نوکلئوتیدی موتیف

al., 2015aدونوکلئوتیدی فراوانی های (. در بین موتیف
AG/CT  ۀدرصد بود. در مطالع ۸/70حدود Chen  و

 Vigna( بر روی لوبیا آزوکی )b2015همکاران )

angularis نیز فراوانی )AG/CT  درصد از  ۶9حدود
 Chen)یدی را شامل شده است های دو نوکلئوتموتیف

et al., 2015bۀنتايج مطالع (. در Chen  و همکاران
(2015aبر روی ماش ) (Vigna angularis ) نیز

های دو نوکلئوتیدی موتیفبیشترين فراوانی در بین 
در (. Chen et al., 2015a)است  AG/CTمربوط به 

ر گ( بر روی نشان201۶و همکاران ) Gupta ۀمطالع
EST-SSR  در عدس، تعداد موتیفAG/CT  بیشترين

فراوانی را در بین نشانگرهای دو نوکلئوتیدی دارد 
(Gupt et al., 2016 مطالعات نشان داده است که .)

فراوانی بالايی دارد  UTR'51در  AGموتیف 
(Morgante et al., 2002; Mun et al., 2006 و )

 ,.Zhang et alاحتمالا در تنظیم بیان ژن نقش دارد )

طور فراوانی وجود به UTR'5نیز در  CT (. توالی2004
دارد و ممکن است نقش مهمی در تنظیم بیان ژن 

(. Jia et al., 2015; Wei et al., 2011داشته باشد )
ساله يک ۀبا وجود شباهت بالای عدس و يونج

(Medicago trancatula از نظر )synteny نواحی ،
3'UTR  5و'UTR و گیاه هم از نظر در ژنوم اين د

طول و هم از نظر توالی تفاوت زيادی دارند 
(Sudheesh et al., 2016)  و ممکن است دلیل اين

ساله به در عدس با يونجه يک UTR'5 ۀناحی تفاوت در
با توالی تکراری  EST-SSRدلیل وجود نشانگر 

AG/CT .باشد  

های تحقیق حاضر نشان داد که فراوانی موتیفنتايج

                                                                     
. 5'-untranslated regions  

درصد است و بیشترين فراوانی را  03/4۶ لئوتیدینوکسه
در بین نشانگرهای شناسايی شده دارا است و فراوانی 

CCG/CGG  های درصد موتیف 4/37حدود
 ۀ(. در مطالع2نوکلئوتیدی را شامل شده است )جدولسه

Chen ( بر روی لوبیا آزوکی2015و همکاران ) 
(Vigna angularis )ه های سنیز فراوانی موتیف

بود و بیشترين فراوانی را دارا بوده  ۸/39نولکئوتیدی 
ترين (. در مورد فراوانChen et al., 2015b) است

نوکلئوتیدی گزارشات متفاوتی در مقالات موتیف سه
بر روی  EST-SSRنشانگر  ۀوجود دارد. نتايج مطالع
( نتايجی .Elymus sibiricus Lنوعی چاودار وحشی )

 CCG/CGGحاضر داشت و توالی  ۀمشابه نتايج مطالع
 3های ( را در بین توالی4/33بیشترين فراوانی )

-ESTنوکلئوتیدی و بیشترين موتیف در بین تمام 

SSR ها بود(Zhou, et al., 2016 نتايج مشابهی در .)
در ارزن باتلاقی  EST-SSRفراوانی  ۀمطالع

(Seashore paspalum( گزارش شده است )Jia et 

al., 2015 .) 
نوکلئوتیدی به های چهار، پنج و ششفراوانی موتیف

با توجه به اينکه با  درصد بود. 3/0و  2۶/0، 97/0ترتیب 
ش افزايش طول توالی امکان تکرار آن در ژنوم کاه

وده ها مورد انتظار بيابد، کم بودن فراوانی اين موتیفمی
کنند یم تأيیدو نتايج ساير مطالعات نیز اين نتايج را 

(Chen et al., 2015a; Chen et al., 2015b .)
نوکلئوتیدی چهار، پنج و ششبیشترين فراوانی موتیف 

 AAAT/ATTT ،AAGAG/CTCTTترتیب به به
 مربوط است.  AAGAGG/CCTCTTو 

 EST-SSRمنظور مقايسه فراوانی نشانگرهای به
بندی حاصل از سرهم در ترنسکريپتوم عدس،

حاضر با فراوانی اين  ۀهای کوتاه، در مطالعخوانش
بندی های حاصل از سرهمنشانگرها در رونوشت

، NCBI ۀآمده از پايگاه داددستبه ESTهای توالی
ارائه شد. نتايج نشان  3فراوانی اين نشانگرها در جدول 

توالی اسمبل  1130عدس در  EST 10190داد که 
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مکان نشانگر  19۸توالی تعداد  17۸شدند که در 
 11مکان نشانگر و  1توالی بیش از  1۶ شناسايی شد.

توالی ديگر نیز دارای نشانگر ترکیبی بودند. در کل 
های تک نوکلئوتیدی به موتیف بیشترين فراوانی موتیف

A/T  ًانگرها( اختصاص يافت. درصد کل نش 70)تقريبا
 3نشانگرهای  ها بهدرصد از توالی1۸/1۸حدود 

گرهای دو درصد نیز به نشان11/11نوکلئوتیدی و 
نوکلئوتیدی اختصاص داشت. با توجه به اينکه در اغلب 

منابع از بیان فراوانی نشانگرهای تک نوکلئوتیدی 
شود نظر میيابی صرفدلیل خطای توالیبه
(Fungtammasan et al., 2015 و بیشتر به نسبت )

نوکلئوتیدی اشاره  3و  2های نشانگر فراوانی بین توالی
 3به اينکه فراوانی نشانگرهای شود و با توجه می

نوکلئوتیدی  2نوکلئوتیدی در هر دو منبع بیشتر از توالی 
در اين دو گروه  EST-SSRاست، نتايج بررسی نشانگر 

 کنند.می تأيیدداده همديگر را 
 

يد بندی نوپددر ترانسکريپتوم عدس در شرايط تنش خشکی با استفاده از سرهم EST-SSRتوزيع نشانگر . 2جدول 
 . RNAيابیهای حاصل از توالیتوالی

 تعداد  موتیف
 نوکلئوتیدی 1 نوکلئوتیدی 2 نوکلئوتیدی 3 نوکلئوتیدی 4 نوکلئوتیدی 5 نوکلئوتیدی ۶ جمع درصد تکرار

27.73 3719 31 30 101 3557 0 0 5 
16.78 2251 7 5 20 1538 681 0 6 
7.62 1022 1  5 663 353 0 7 
3.06 410 0  1 186 223 0 8 
2.15 289 1  1 91 196 0 9 

18.13 2431 1  1 38 142 2249 10 
6.99 938   0 24 59 855 11 
3.85 516   0 16 35 465 12 
2.28 306   0 13 24 269 13 
1.59 213   0 9 21 183 14 
1.3 174   0 9 17 148 15 

1.03 139   1 4 28 106 16 
0.9 124   0 5 23 96 17 

0.77 103   0 4 24 75 18 
0.63 85   0 4 22 59 19 
5.14 689   0 11 188 490 ≥20 
 جمع 4995 2036 6172 130 35 41 13409 100
 درصد 37.25 15.18 46.03 0.97 0.26 0.305 100 

 
 .NCBI ۀگاه دادموجود در پاي EST هایبندی توالیدر ترنسکريپتوم عدس با استفاده از سرهم EST-SSR. توزيع نشانگر 3جدول 

 تکرار
 موتیف

 درصد مجموع
 نوکلئوتیدی ۶ نوکلئوتیدی 5 نوکلئوتیدی 4 نوکلئوتیدی 3 نوکلئوتیدی 2 نوکلئوتیدی 1

5 0 0 28 - - - 24 12.12 
6 0 5 4 - - - 8 4.04 
7 0 1 1 - - - 3 1.5 
8 0 3 1 - - - 5 2.5 
9 0 2 1 - - - 2 1.01 

10 25 0 1 - - - 26 13.13 
11 10 0 0 - - - 10 5.05 
12 13 1 0 - - - 9 4.5 
13 6 1 0 - - - 9 4.5 
14 13 1 0 - - - 8 4.04 
15 4 0 0 - - - 3 1.5 
16 4 0 0 - - - 3 1.5 
17 2 1 0 - - - 3 1.5 
18 13 0 0 - - - 9 4.5 
19 17 0 0 - - - 13 6.56 
20 3 0 0 - - - 5 2.52 
21 4 0 0 - - - 2 1.01 
22 6 1 0 - - - 6 3.03 

≥23 20 6 0 - - - 31 15.65 
 100 198 - - - 36 22 140 مجموع
 100 - - - 18.18 11.11 70.7 درصد
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 های کوتاه.خوانش بندیسرهمم عدس حاصل از سکريژنوشده در ترانشناسايی EST-SSRهای نشانگر . فراوانی موتیف1شکل

  

 
های ESTبندی يژنوم عدس حاصل از سرهمشده در ترانسکرشناسايی EST-SSRهای نشانگر . فراوانی موتیف2شکل 

 .NCBI ۀدست آمده از پايگاه دادبه

 

 EST-SSRنشانگر  13409حاضر  ۀدر مطالع
حاضر، يک  ۀعشناسايی شد. فراوانی نشانگرها در مطال

طول ترانسکريپتوم است که  kb 9/4ازای هر نشانگر به
اين فراوانی خیلی بیشتر از فراوانی گزارش شده در 

ازای هر با يک نشانگر به (Medicago sativa) يونجه
kb 0۶/12نیلوفر آبی ، (Nilumbo nucifera)  با يک

 Glycine) سويا و kb 04/13ازای هر نشانگر به

max)  ازای هرنشانگر بهبا يک kb4/7  است. در
با فراوانی گزارش شده در  که اين فراوانی تقريباًحالی

( با يک نشانگر .Ricinus communis Lکرچک )

 ;Pan et al., 2009برابر است ) kb 5به ازای هر 

Qiu et al., 2010; Liu et al., 2013 در برخی .)
نشانگر  از منابع بیان شده است که میزان فراوانی اين

ژنوم گیاه دارای ارتباط است و با افزايش  ۀبا انداز
 Zhou etيابد )ژنوم، فراوانی نشانگر کاهش می ۀانداز

al., 2016فراوانی اين  ۀحال، نتايج مطالع(. با اين
( که دارای .Lathyrus sativus Lنشانگر در خلر )

است نشان داد که  Gbp 2/۸ژنومی بزرگ با طول 
است  kb 7/5ازای هر نشانگر به فراوانی آن يک

(Hao et al., 2017) .که فراوانی با توجه به اين
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تر و خلر نشانگرها در کرچک که دارای ژنومی کوچک
که دارای ژنومی بزرگتر از عدس هستند با فراوانی 
نشانگرهای شناسايی شده در عدس در تحقیق حاضر 

ر رسد عوامل ديگری مانند سايبرابر است به نظر می
افزارهای مورد خصوصیات ژنومی، روش مطالعه، نرم

استفاده در آنالیز اين نشانگرها و ساختار ژنوم در 
با  .تعیین میزان فراوانی اين نشانگرها نقش دارند

توجه به کاربرد اين نشانگر در تعیین روابط فیلوژنی و 
آنها در های ژنتیکی، بالا بودن فراوانی تکمیل نقشه

است.  مؤثرمربوط به ژنوم اين گیاه  افزايش اطلاعات
بالا بودن تعداد اين نشانگرها امکان پیدا کردن  ضمناً 

های دارای نشانگر دخیل در پاسخ به تنش ژن
 دهد.خشکی را افزايش می

 
 های حاوی ریزماهوارهتعیین کارکرد رونوشت

 EST-SSRهای دارای نشانگر بلاست رونوشت ۀنتیج
( با NRهای غیرتکراری )وتئینهای پرعلیه پايگاه داده

 1054۶نشان داد که از  E 1.0≤value-E-5 ۀحد آستان
 07/۸0مورد ) EST-SSR ،۸515رونوشت دارای 

بودند. همچنین  NR ۀداد درصد( دارای رکورد در پايگاه
 EST-SSRهای دارای نشانگر نتايج بلاست رونوشت

 Medicagoساله )های پروتئینی يونجه يکعلیه داده

truncatulaنخود ،) (Cicer arietinum)  و
نشان داد که  (Arabidopsis thaliana) آرابیدوپسیس

در  EST-SSRهای دارای نشانگر فراوانی رونوشت
در بلاست  NRعدس بیشترين رکورد را بعد از پايگاه 

 درصد و ۸0ساله با های پروتئینی يونجه يکعلیه داده

ه به شباهت بالای درصد دارد که با توج 5/79نخود با 
ژنوم اين دو گیاه از نظر ارتولوژی به عدس اين نتايج 

 ;Gujaria-Verma et al., 2014مورد انتظار است )

Sudheesh et al., 2016 .)5/7۶  درصد از اين
های پروتئینی ها در بلاست علیه دادهرونوشت

 آرابیدوپسیس رکورد دريافت کردند.
، EST-SSRرونوشت دارای نشانگر  10547از 
درصد از توالی بلاست شده(  3۶) 3۸51تعداد 

، 1مستندسازی شدند و در سه وضعیت فرآيند زيستی
شدند  بندیگروه 3و عملکرد مولکولی 2اجزای سلولی

 (. 3 )شکل
شناسی نتايج آزمون فیشر و نمودار تفسیر هستی

ها با تعداد EST-SSRنشان داد که بیشترين تعداد 
مولکولی قرار داشتند که زير  در گروه عملکرد 1۶04
و زيرگروه  ۸72( با GO:0005488اتصال ) گروه

ژن يونی ۸0۶ ( باGO:0003824فعالیت کاتالیتیکی )
های مربوط به گروه عملکرد ژنبیشترين يونی

 1157مولکولی را شامل شدند. گروه فرآيند زيستی با 
ها را به خود اختصاص ژنژن کمترين تعداد يونیيونی

( با GO:0008152و زيرگروه فرآيند متابولیکی ) داد
های بیشترين تعداد در بین زيرگروه ژنيونی 755

قرار  .اختصاص دادبه خود  گروه فرآيند زيستی را
ها در اين زيرگروه ژنگرفتن تعداد زيادی از يونی

تواند سبب شناسايی نشانگرهای دارای همبستگی می
سم شود که اين امر های دخیل در متابولیبالا با ژن

ها و که در تنش های ثانويهمتابولیت ۀتواند در مطالعمی
 Tian etباشد ) مؤثربه ويژه تنش خشکی دخیل هستند 

al., 2013 ژن در گروه اجزای سلول يونی 1255(. تعداد
( با GO:0005623قرار گرفتند که زيرگروه سلول )

 ( باGO:0044464) های سلولژن و بخشيونی ۶70
های مربوط به اين گروه ژنژن بیشترين يونیيونی ۶51

 .را شامل شدند
ر روی ب EST-SSRنشانگرهای  ۀنتايج مطالع

هايی ماش نیز نشان داد که بیشترين نشانگرها به ژن
های اتصال، فرآيند مربوط بودند که در زيرگروه

زای اج وسلولی، فرآيند متابولیک، فعالیت کاتالیتیکی 
که اين ( Chen et al., 2015aاشتند )سلول قرار د

 کند. می تأيیدحاضر را  ۀنتايج، نتايج مطالع
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های های مختلف شامل زيرگروه. بخشEST-SSRنشانگر های حاوی ژنبندی کارکردی يونینمودار دسته. 3شکل 

  ولیعملکرد مولک  و (Cellular Component)(، اجزای سلولی biological processفرآيندهای بیولوژيکی )
(Molecular Function) .است 

 

 
 



 (57-43) 1397 پائیز، وسومبیستشماره  ،هشتم سال، فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زيست مجله 54

 

 

 
 

 

مرتبط با تنش در بادام  EST-SSR ۀدر مطالع
( بیشترين نشانگرها به Arachis hypogaeaزمینی )

های کارکردی اتصال، هايی مربوط بودند که در گروهژن
 Bosamiaداشتند )فرآيند سلولی و اجزای سلول قرار 

et al., 2015aهای (. مطالعۀ کارکرد احتمالی ژن
 Trifoliumدهنده به تنش خشکی در شبدر قرمز )پاسخ

pratense L.فرآيند متابولیکی  ( نشان داد که زيرگروه
به همراه زيرگروه انتقال يون بیشترين تعداد ژن را هم 
در رقم حساس و هم در رقم مقاوم دارد. همچنین با 

فرآيند متابولیکی هم تعداد  توجه به اينکه در زيرگروه
دهنده به تنش خشکی و هم تعداد زيادی ژن پاسخ

شناسايی شده است، احتمال  EST-SSRزيادی 
شناسايی نشانگرهای کارآمدی که همبستگی بالايی با 

های مربوط به فرآيند متابولیکی دارند، وجود دارد ژن
(Yates et al., 2014.) 

دلیل داشتن ژنوم بزرگ و پیچیده عدس به گیاه
کمتر مورد مطالعه قرار گرفته است و نسبت به بقیه 

گیاهان زراعی اطلاعات ژنتیکی محدودی از آن در 
های ژنتیکی موجود است. با استفاده های دادهپايگاه

يابی نسل جديد امکان توسعه بیشتر از توالی
رهای گردد. نشانگفرهم می EST-SSRنشانگرهای 
EST-SSR تواند شده در اين تحقیق میشناسايی

منبع مهمی برای مطالعات پايه ژنتیکی و تهیۀ 
. مقايسۀ تعداد نشانگرهای های ژنتیکی باشدنقشه

ی موجود در پايگاه هاESTبندی حاصل از سرهم
بندی و نشانگرهای حاصل از سرهم NCBI ۀداد

حاضر شده در مطالعه يابییهای کوتاه توالخوانش
يابی نسل جديد در کارآمدی بالای توالی ۀدهندنشان

است و شناسايی  EST-SSRپیدا کردن نشانگر 
ژنومی کمک  ۀنشانگرهای بیشتر به تعیین نقش

هايی که در رونوشت EST-SSRکند. شناسايی می
دهنده به تنش خشکی قرار دارند به های پاسخژن

يا  بندی ارقام عدس براساس میزان تحمل وگروه
 کند.مقاومت به خشکی کمک می
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