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Abstract 
Objective 

Gall oak (Quercus infectoria), is one of the extraordinary tree species and a valuable medicinal 

plant for its products, including galls and tannins. It is one of the most important species of the 

Quercus genus, which has been recognized and utilized as a medicinal plant since ancient times.  
Despite the importance of this species, limited basic genetic information has hindered research 

on this species. EST-SSR molecular markers, due to their high number of polymorphic loci, can 

provide specific genetic information. In this study, EST-SSR markers were identified in the Q. 

infectoria transcriptome generated through de novo assembly of RNA-Seq reads. 

Materials and methods 

The RNA sequencing technique was used for de novo transcriptome assembly and sequencing 

was performed by Illumina HiSeq 2500 platform. De-novo assembly was performed for high-

quality reads using CLC Genomics Workbench (v7.5.0) software. For identification of 

microsatellite markers, MISA (Microsatellite searching Tool) was used. In this study, the 

microsatellites from mono-nucleotide to hexa-nucleotide were detected. To functionally group 

genes, GO analysis was performed. Also, mapping against the Plant Reactome pathway databases 

was performed to the identification of biological pathways associated with EST-SSR-containing 

unigenes. 
Results  

From 96,225 transcripts in the Q. infectoria transcriptome, 20,505 EST-SSR markers were 

identified across 13,368 unigenes, with 4,355 unigenes containing more than one marker locus. 

Among all types of repeats, mononucleotide repeats (11394, 55.57%) were the most abundant, 

followed by dinucleotide and three- nucleotide repeats with 23.92 and 18.82%, respectively. The 

highest percentage of mono-nucleotide motifs was A/T type, the highest percentage of di-

nucleotide motifs was AG/CT type (68.46%), and the highest percentage of 3, 4, and 5 nucleotide 

motifs were AAG/CTT, AAAT/ATTT, and AAAAG/CTTTT type, respectively. Identification of 

biologically active pathways associated with SSR-containing unigenes was carried out using a 
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plant database. Most unigenes were linked in signal transduction, protein metabolism, cell cycle, 

and gene expression (transcription) pathways. Analysis of the enriched pathways with SSR-

containing unigenes also showed that the highest abundance was related to the membrane, 

nuclear, and metabolic pathways of compounds containing nucleobases.  

Conclusions  

This study provides valuable set of EST-SSRs for Q. infectoria and can provide the way for 

further functional and comparative genomic research on this species.  
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Introduction 

Gall oak (Quercus infectoria), is one of the extraordinary tree species and a valuable 

medicinal plant for its products, including galls and tannins. Q. infectoria is widely distributed in 

several regions of the Middle East and Mediterranean areas and plays an important ecological and 

medicinal role.It is one of the most important species of the Quercus genus, which has been 

recognized and utilized as a medicinal plant since ancient times. The galls produced on this 

species are rich in tannins and other bioactive compounds that have long been used in traditional 

medicine, pharmaceutical preparations, and industrial applications. Despite the importance of this 

species, limited basic genetic information (genomic and transcriptomic resources) for this species 

remain limited compared with other model plants. The development of molecular markers derived 

from expressed sequences can therefore provide an effective tool for understanding the genetic 

structure and functional diversity of plant species. EST-SSR markers, which originate from 

expressed regions of the genome, are particularly valuable because they are often associated with 

genes that participate in biological processes and metabolic pathways. These markers are also 

known for their relatively high transferability among related species and their usefulness in 

comparative genomic studies. Totally, EST-SSR molecular markers, due to their high number of 

polymorphic loci, can provide specific genetic information. Hence, in this study, EST-SSR 

markers were identified in the Q. infectoria transcriptome generated through de novo assembly 

of RNA-Seq reads. Therefore, identifying and characterizing EST-SSR loci in the transcriptome 

of Q. infectoria can contribute to the development of genetic resources that support future research 

on diversity, evolution, and functional genomics in this medicinal oak species.  

Materials and methods 

RNA sequencing (RNA-Seq) technology was employed to generate transcriptomic data for 

Quercus infectoria and to facilitate de novo transcriptome assembly. Sequencing was carried out 

using the Illumina HiSeq 2500 platform, which provides high-throughput sequencing capacity 
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and reliable read quality for transcriptome analysis. Raw reads obtained from sequencing were 

subjected to quality control procedures to remove low-quality sequences and potential 

contaminants. The resulting high-quality reads were then used for de novo assembly using CLC 

Genomics Workbench (v7.5.0). This assembly approach enabled the reconstruction of transcript 

sequences without relying on previously available genomic information, which is particularly 

important for non-model plant species with limited genomic resources. Following transcriptome 

assembly, the assembled sequences were used as the input dataset for the identification of simple 

sequence repeats (SSRs). Microsatellite loci were detected using the MISA (Microsatellite 

Identification Tool) software, which allows systematic scanning of nucleotide sequences for 

tandem repeat motifs. In this study, SSRs with motif lengths ranging from mono-nucleotide to 

hexa-nucleotide repeats were identified across the assembled transcripts. The detection of these 

repeat motifs provided a valuable set of EST-SSR markers derived from expressed regions of the 

genome. To further investigate the functional relevance of the identified SSR-containing 

sequences, functional annotation and classification analyses were performed. Gene Ontology 

(GO) analysis was conducted to categorize the unigenes according to their associated biological 

processes, molecular functions, and cellular components. In addition, pathway mapping was 

performed using the Plant Reactome database to identify metabolic and regulatory pathways 

associated with the EST-SSR-containing unigenes. This integrated analytical workflow enabled 

the identification of potential molecular markers while also providing insights into the biological 

roles of the genes represented in the transcriptome of Q. infectoria. 

Results 

From 96,225 transcripts in the Q. infectoria transcriptome, 20,505 EST-SSR markers were 

identified across 13,368 unigenes, with 4,355 unigenes containing more than one marker locus. 

Among all types of repeats, mononucleotide repeats (11394, 55.57%) were the most abundant, 

followed by dinucleotide and three- nucleotide repeats with 23.92 and 18.82%, respectively. The 

highest percentage of mono-nucleotide motifs was A/T type, the highest percentage of di-

nucleotide motifs was AG/CT type (68.46%), and the highest percentage of 3, 4, and 5 nucleotide 

motifs were AAG/CTT, AAAT/ATTT, and AAAAG/CTTTT type, respectively. Identification of 

biologically active pathways associated with SSR-containing unigenes was carried out using a 

plant database. Most unigenes were linked in signal transduction, protein metabolism, cell cycle, 

and gene expression (transcription) pathways. Analysis of the enriched pathways with SSR-

containing unigenes also showed that the highest abundance was related to the membrane, 

nuclear, and metabolic pathways of compounds containing nucleobases. The distribution pattern 

of SSR motifs in the transcriptome revealed that short repeat units were the most frequent, which 

is consistent with the SSR profiles reported for many other plant species. The predominance of 

A/T-rich motifs indicates that these sequences are highly represented within the expressed regions 

of the genome. In addition, the presence of dinucleotide and trinucleotide motifs within coding 

sequences may contribute to the development of informative genetic markers that can be used in 

population genetic studies and molecular breeding programs. The identification of thousands of 

SSR loci across a large number of unigenes highlights the richness of the transcriptomic dataset 

generated in this study. Functional annotation results indicated that a considerable proportion of 

the SSR-containing unigenes were involved in fundamental cellular activities. Many of these 

genes were associated with transcriptional regulation, protein synthesis, signal transduction 

pathways, and cell cycle control. These processes play central roles in plant growth, development, 

and responses to environmental stimuli. The pathway enrichment analysis further revealed that 

several SSR-associated genes participate in metabolic processes related to nucleobase-containing 
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compounds, cellular membranes, and nuclear functions. Such findings suggest that microsatellite 

loci are frequently located in genes that contribute to essential biological functions, highlighting 

their potential relevance for functional genomics studies. 

Conclusions 

This study provides valuable set of EST-SSRs for Q. infectoria and can provide the way for 

further functional and comparative genomic research on this species. The identification and 

characterization of a large number of EST-SSR markers from the Q. infectoria transcriptome 

significantly expands the available molecular resources for this medicinal oak species. The 

EST-SSR markers developed in this study can therefore serve as valuable tools for a wide range 

of applications, including genetic diversity analysis, population structure studies, germplasm 

characterization, and comparative genomic research within the genus Quercus. Overall, the 

dataset generated in this study provides an important foundation for future research aimed at 

understanding the molecular basis of biologically important traits in Q. infectoria. Consequently, 

the EST-SSR resource reported here represents a useful genomic platform that can support both 

fundamental and applied studies in plant biotechnology, conservation genetics, and molecular 

breeding of Quercus species. 
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  چکیده

بلوط:  هدف حاوی گا   از   (Quercus infectoria)  زاگا  دارمازو یا   از   یکی گیاه  این. است  هاتانن و  هادرختان دارویی ارزشمند 

 این  فراوان  اهمیت  وجود با. است  شده  شناخته  دارویی گیاه  یک  عنوان به  قدیم  هایزمان  از  که  است  Quercus جنس  هایگونه

 دلیل به  ،EST-SSR  مولکولی  نشانگرهای.  است  کرده مشکل  دچار   را  آن  مورد  در   مطالعات ژنتیکی،  اطلاعات  محدودیت  گونه،

  EST-SSR  نشانگرهای مطالعه، این  در . دهد  ارائه  را  ایویژه  ژنتیکی اطلاعات  تواندمی چندشکلی،  هایمکان  بالای تعداد داشتن

 .شدند شناسایی شده، ایجاد  RNA-Seq  از   حاصل هایخوانش  نوپدید  بندی سرهم  از   که  Q. infectoria  ترنسکریپتوم در  موجود

تکن: مواد و روش استفاده و  سرهم  به منظور ایجاد RNA یابییتوال یکاز  نوپدید  پلتفرم  یابییتوالبندی   Illumina توسط 

HiSeq 2500     .بسرهمانجام شد نوپدید  ک  یهاخوانش  یرابندی  نرم یفیتبا  از  استفاده  با   CLC Genomics افزار بالا 

Workbench (v7.5.0)     .یزماهواره از ر  ینشانگرهاتعیین نواحی   به منظور انجام شدMISA (ر  یابزار جستجو)استفاده  یزماهواره

نوکللوتی  هایزماهوارهمطالعه، ر   ینشد. در ا نوکللوت  یدیتک  آنالیز ها،  ژن  یعملکرد  یبندگروه  یشدند. برا  ییشناسا  یدیتا شش 

برابر پا داریبرنقشه  ین،انجام شد. همچنها  هستی شناسی ژن   یرهای مس  ییشناسا  به منظور  Plant Reactome داده  هاییگاهدر 

با تک یولوژیکیب  .انجام شد EST-SSR یحاو یهاژنمرتبط 

های حاصل بندی نوپدید خوانشدر ترانسکریپتوم دارمازو که از سرهم EST-SSRدر این مطالعه، نواحی حاوی نشانگرهای :  نتایج

-ESTمورد ناحیه نشانگر    20505دارمازو،  ترانسکریپتومژن از یونی  96225با بررسی   به دست آمده، شناسایی شدند.  RNA-Seqاز 

SSR   شد که از این تعداد  یونی  13368در بین نشانگرها، یونی  4355ژن شناسایی  بودند. در  نشانگر را دارا  بیش از یک مکان  ژن 
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تک )مونو( نوکللوتیدی )تکرار    82/18و   92/23ترتیب با های دو و سه نوکللوتیدی بهدرصد( و پس از آن تکرار   57/55،  11394های 

های ، بیشترین موتیفA/Tهای تک نوکللوتیدی از نوع  درصد دارای بیشترین فراوانی بودند. در مطالعه حاضر، بیشترین درصد موتیف

نوع  5، و 4،3های  درصد( و بیشترین موتیف  46/68)  AG/CTدی نوکللوتیدی از نوع  ،  AAG/CTTنوکللوتیدی نیز به ترتیب از 

AAAT/ATTT    وAAAAG/CTTTT    ب  یرهایمسبودند. شناسایی با  کیولوژیفعا   نشانگرژنیونیی مرتبط  دارای  با   های 

 سلولی، و بیان ها، چرخهپروتلین  سیگنا ، متابولیسم  ها در مسیرهای انتقا ژنبیشتر یونیانجام شد و   گیاهی داده  گاهیپا استفاده از 

با یونیقرارگرفتند  (رونویسی)  ژن غنی شده  مسیرهای  بررسی  مربوط ژن.  بیشترین فراوانی  داد که  نشان  نیز  نشانگر  حاوی  های 

 مسیرهای غشا، هسته و فرآیند متابولیکی ترکیبات حاوی نوکللوبازها است.

 ایمقایسه و  عملکردی زمینه تحقیقات  تواندمی و  کندمی  ارائه را  های مفیدEST-SSR  از   ایمجموعه  مطالعه  ایننتیجه گیری: 

کند. بر روی را ژنومی بیشتر  دارمازو فراهم 

 EST-SSR ،RNA-Seqنشانگر دارمازو،  کلمات کلیدی: 

 پژوهشی.: نوع مقاله

نواحی حاوی نشانگرهای ( 1405جودکی فروغ، اسماعیلی احمد، سهرابی سید سجاد ) استناد: در ترنسکریپتوم    EST-SSRشناسایی 

 .44-23(، 4)18، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. RNA-Seqآوری ( با استفاده از فنQuercus infectoriaبلوط دارمازو )
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 مقدمه

یا دارمازو (  Amilah et al., 2022)  اغلب با نام بلوط گالزا کههای فراوان  گیاهی با شاخه  Quercus infectoria  گونه

(Alaaddin Ahmed et al., 2022شناخته می )متعلق به خانواده    دارویی گیاه  شود، یکFagaceae  یونان، در  عمدتاً است که 

های آذربایجان غربی، های زاگرس به ویژه استان. در ایران، جنگل(Shrestha et al., 2014)شود  می یافت  ایران و صغیر آسیای

زیستگاه از  به شمار میکردستان و لرستان  این گونه علاوه بر مزایای   (. Askari et al., 2020)رود  های اصلی این گونه گیاهی 

اجتماعی مختلفی نیز میزیست محیطی، دارای ارزش  استفاده  ابزارها  از  بسیاری ساخت  برای آن  چوب  مثا  از  عنوان بهباشد. های 

ومی  شودمی  استفاده  سرپناه  ساخت  برای  تابستان  در   آن  هایشاخه  از   و  دام  خوراک  عنوان  به  زمستان  در   آن  هایبرگ  از   شود 

(Alaaddin Ahmed et al., 2022  .) شود. قسمتمی  استفاده  مختلف  هایبیماری درمان در   جهان  نقاط از  بسیاری  این گیاه در-

 و هافلاونوئیدها، تانن  آلکالوئیدها،  مانند متنوعی شیمیایی ترکیبات  حاوی و  بوده  دارویی و  معطر خواص  دارای ای مختلف این گیاهه

ترکیب دو یا نوع از این  هستند بطوریکه   1افزاییهم  هستند. مطالعات نشان داده است که این ترکیبات دارای اثرات ترکیبات فنولیک

کاربرد هرکدام بهتر یا متفاوتتر، گستردهمتابولیتها، اثری قوی (.  Amilah et al., 2022)  تنهایی ایجاد می کندتر از مجموع اثرات 

دارمازوگا   و  2لرزش ضد دیابت،  ضد هایبه دلیل فعالیت این گیاه  دارویی  هستند و ارزش فنولی  ترکیبات ها وتانن  از   سرشار   های 

 
1 synergistic effects 
2 anti tremorin 
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قارچی ترکیبات آن است  ضد  و  ویروسی ضد باکتریایی، های ضدفعالیت  مانند  میکروبی ضد خواص از   ایگسترده  طیف و التهاب ضد

به  میکروارگانیسم  ضد متنوع  هایفعالیت. است  شده  برجسته  هاگا   درمانی  هایپتانسیل  عنوان  که به گیاه  آنویژه گا این   های 

روی آن تشویق  را  محققان بلوط بر خلاف  . به طور کلی گونه(Zin et al., 2019)  است کرده  به مطالعه بیشتر بر  مختلف  های 

 گرفته قرار  توجه کمتر مورد  ژنتیکی  مطالعات در   جنگلی درختان  سایر  با مقایسه ارزش اقتصادی و اهمیت زیست محیطی که دارند در 

بیشتر  بررسی برای پتانسیلی مولکولی رویکردهای جمله از  اصلاحی  هایاستراتژی  .( Alaaddin Ahmed et al., 2022)اند   های 

در جهت   شوند،نامیده می  3NGSعنوان  اای بطور گستردهکه به پر بازده  یهاآوریفندهند. دانشمندان از می ارائه های گیاهیگونه

 ,.da Fonseca et al)کنند  استفاده می  یکیفاقد اطلاعات ژنت  ایکم   یکیاطلاعات ژنت با  ییهامد  و گونه ریغ  یهاگونه مطالعه

بالا  قیدق  صورتبه  هاداده دیتولو با   4گسترده ترنسکریپتوموتحلیل  تجزیه قیپرکاربرد از طر  کیتکن  این(.  2016   ینش یب  ،و با توان 

 و  تجزیه  برای  مهم  رویکرد  یک  عنوان به  گسترده  طور  به RNA  یابیتوالی   حاضر، از   حا  در   دهد.میارائه   موجود زنده  در مورد

 نه  5پربازده  ترنسکریپتوم یابیتوالی  . (Zhou et al., 2022)  شودمی استفاده  مولکولی  نشانگرهای توسعه و  ژن بیان سطح  تحلیل

شده به منظور توالی  هایداده  از  عظیمی حجم  دلیل تولید  به  تنها نشانگرها، یابی   نشانگرهای  که دلیل  این بیشتر به بلکه  شناسایی 

به دلیل تسهیل در   نشانگرهایی  چنین. باشند  نشانگرهایی  چنین  توسعه  برای  برتری  تواند منابعهستند می ژن بر مبتنی شده کشف

هستند  ژنتیکی  مطالعات  در   عملکردی  تنوع  تشخیص  فن(. Torre et al., 2014)  سودمند  این  برایاستفاده از   توسعه  آوری 

بسیاری دارد ژنوم بدون غیرمد  و  هایگونه برای ویژهبه  مولکولی  نشانگرهای   نشانگرهای  (.Zhou et al., 2022) مرجع مزایای 

SSR هم  نشانگرهای( نشانگرها هستند.  یوکاریوتی  هایژنوم  از  بسیاری  در   فراوان هایچندشکلی  با  (codominantتوان    به  این 

 ارزیابی ژنتیکی، پیوند برداری  نقشه  ،DNA نگاری  انگشت مانند  ژنومی  و  ژنتیکی  آنالیزهای برای  عمده  محصولات در  گسترده  طور 

  که کوتاه هم  سر پشت این تکرارهای  (. Wang et al., 2020)شوند می استفاده  ژن  استخراج  و  QTL برداری  نقشه  ژنتیکی، تنوع

 استفاده مورد  ژنتیکی مطالعات برای انتخابی  مولکولی نشانگرهای عنوانبه  گسترده طور  به شوند ومی  شناخته  هاریزماهواره عنوانبه

 باز   جفت شش تا  یک  با کوتاه  DNA  هایموتیف هم  سر  پشت تکرارهای  (،Mohammadabadi et al., 2010گیرند )قرار می

  نشانگرهای  . (Zhou & Zhu, 2020)  شوندمی  یافت  هاپروکاریوت از   برخی در   و همچنین  هایوکاریوت  در  گسترده طور   به  هستند که

SSR از جمله ماهیتداشتن ویژگی دلیل به  توجهی قابل اهمیت  زیاد،  فراوانی و  ژنومی وسیع  پوشش  تکرارپذیری،  آللی،  چند هایی 

نشانگرو    (Liu et al., 2018) اندکرده پیدا  گیاهان اصلاح  و  ژنتیک  در  بهیکی از پرکاربردترین   Sohrabi et) روندشمار میها 

al., 2018).  شودمی  تنظیم  چندبعدی  کنترلی  هایمکانیسم  طریق  از   مکانی  و  زمانی  صورتبه  یوکاریوتی  هایژن  بیان 

(Hajalizadeh et al., 2021  )همچنین گردد.می  بیان فعا  صورتبه  بافت  نوع هر در   ژنوم  کل از  محدودی یزیرمجموعه  تنها  و 

  اختصاصی  صورتبه هایوکاریوت در  ژن بیان الگوهای بنابراین،( Khabiri et al., 2025)است  وابسته رشد مراحل به هاژن بیان

علاوه بر این، سطوح (.  Farahvashi et al., 2026) دهدمی نشان خود از   متمایز  ژنی بیان بافت هر و شوندمی  تنظیم  محور بافت

بافتمحصولات ژنی سنتز شده در یک بافت معین، و همچنین آن طور جمعی بیان ژن شوند، بههای دیگر تأمین میهایی که توسط 

کنند که از طریق آن عوامل عنوان مکانیسمی حیاتی عمل میژنتیکی بهتغییرات اپی  (. Shokri et al., 2023)  کنندرا تنظیم می
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بر ژنوم به جا می باشند و بر نسلاین تغییرات می.  گذارندمحیطی اثری ماندگار  بعدی بدون تغییر در توالیتوانند ارثی   DNA های 

با نام از نشانگرهای ریزماهوارهگروهی  (.  Mohammadabadi et al., 2025) تأثیر بگذارند در نواحی کدکننده  ،  EST- SSRای 

گرفته یژن مرتبط  که    اندقرار  با نواحی عملکردی  دارند  باشند وممکن است  آن قرار  تکامل ژنی که روی  باشند   در ارزیابی  موثر 

(Hosseini et al., 2018; Sajad Sohrabi et al., 2018)  .EST- SSR   بهها نشانگردر انتخاب  بالایی کارایی    هاوسیله 

تر بودن نواحی بالا و پایین دست توالی آنها، این نشانگرها را در بررسی از طرفی حفاظت شدهو  (Sohrabi et al., 2018) داشته

می  تنوع ژنتیکی بین گونه ای ژنومی کارامدتر  ریزماهواره  نشانگرهای  نسبت به سایر    برای(.  Hosseini et al., 2018)  سازدها 

نقشه ژنومی  که توالی  هاییگونه نیست، فیزیکی آنها و یا   برای عملی  ایوسیله ها  ESTاز  آمدهدستبه اطلاعات از آنها دردسترس 

ترنسکریپتوم    یابیتوالی  .(Pereira-Leal et al., 2014)  است هاآن  عملکرد ژنوم  و  فیزیولوژی کردن  روشن برای راهی  و  ژن  کشف

  (. Sun et al., 2023) کرد مرجع ارائه  ژنوم بدون هایگونه برای  ویژهبه ،EST-SSR توسعه  برای سازنده و  صرفهبه مقرون روشی

 ایو ترنسکریپتوم نوپدید مجموعه  RNAیابی های حاصل از توالیبا استفاده از داده  Camellia japonicaبر روی گیاه    مطالعه در 

نتایج اطلاعات SSR  نشانگرهای  از  شد که این  بیشتر از جمله مطالعات تاکسونومی، تجزیه و  مطالعات  برای  را  ضروری  شناسایی 

 ,.Li et al) کرده است  فراهم  کاملیا  گیاهان را در  SSR  و MAS  بر  مبتنی  7همبستگی ژنتیکی  برداری  و نقشه  6تحلیل گوناگونی

2021)  .Sohrabi et al  (2018 )  های حاصل از  از دادهRNA-Seq  های در جهت شناسایی نشانگرEST-SSR  در گیاه عدس

در   8905تحت تنش سرما استفاده کردند و در نتیجه  شناسایی شد. مطالعه بر ژن حاصل از توالییونی  7211مکان ریزماهواره  یابی 

نشانگر  یونی  10547باعث شناسایی    8روی گیاه عدس حاوی حداقل یک توالی   SSR-ESTشد و در شناسایی   SSR-ESTژن 

که ژن دادند  نشان  نتایج  خشکی  به تنش  تحمل  با  مرتبط  نقش دارند های  حیاتی مهمی  اعما   در  نشانگرها  این  حاوی  های 

(Hosseini et al., 2018 )  نشانگرها در گیاه بررسی  با استفاده از توالیبه  9رودومیرتوس.  زینتی  یابی عنوان یک گیاه دارویی و 

نشانگر  به شناسایی  نهایت منجر  انجام شد که در  شدژنو یونی  SSRترنسکریپتوم  نشانگرها  این  دارای    3541  آنها  در  که  های 

انجام شده   نیز  Quercusهای  . بررسی نشانگرها در برخی از گونه( Sun et al., 2023)بودند  SSR  یک از  بیش  حاوی  ژنیونی

بلوط چوب پنبه به منظور  ر مطالعهاست. د بر روی  نشانگرهای    10DNAو انگشت نگاری    تعیین رابطه ژنتیکیای  این درختان از 

SSR    وISSR  استفاده شد (López-Aljorna et al., 2007). یابیتوالی  RNA  نوپدید  بندیسرهم  و  ایلومینا  پلتفرم  از   استفاده  با 

 نشان برگ  بافت در   شدهبیان  هایتوالی  مورد  در   کاملی  اطلاعات   Quercus pubescensگونه هایبرگ از   حاصل هاینمونه برای

روی   بر  11RNAیابی  توالی  (.Torre et al., 2014)شد    SNPنشانگر   18425و   SSRنشانگر   14202داد که منجر به شناسایی  

شد که   انجام قدیمی و جدید یساقه و ریشه ،برگ هایبافت ادغام  با  Q.kerrii  و  Q.austrocochinchinensis دو گونه بلوط

کند  می  ارائه  Quercus  زیرجنس روی ژنومی  ایمقایسه و عملکردی به منظور تحقیقات را SSR  نشانگرهای  از   ای مفیدمجموعه

(An et al., 2016  .)یابی  های حاصل از توالیبا توجه به اینکه دادهRNA  تواند منبع خوبی جهت شناسایی میEST-SSR  ،باشد
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برایارزشمند    یپتومیمنبع ترنسکر  کیاین تحقیق  بار   وکرده   فراهم  آینده  ایمقایسه و  عملکردی مطالعات  و پایه ای   برای اولین 

 .دهدیارائه م  Quercus infectoria مهم  ییگونه دارو یبرا را EST-SSRی نشانگرهانواحی حاوی از   یامجموعه

 

 هامواد و روش

های برگ و ریشه از درختان دارمازو در منطقه شینه قلایی آوری نمونهجمعیابی:  ، توالیRNAمواد گیاهی، استخراج  

واقع در بخشاز جنگل   های دو ساله حاصل از کاشت بذر درختان این منطقهالشتر و نها   شهرستان فیروزآباد از توابع های زاگرس 

نهالستان گرفت. خرم  در  برای توالی 6در مجموع  آباد صورت  به طوریکه هرنمونه از دو بافت برگ و ریشه  انتخاب شد   از   یک  یابی 

مورد نیاز به روش جمی   RNAسپس  تشکیل شده بود.   مختلف  نمونه و هر تکرار از ادغام پنج  تکرار   3 شامل  ریشه  و  برگ  هایگروه

چائو   با نمونه  تیو کم تیفیکستخراج شد.  ( اDJAMI-TCHATCHOU & STRAKER. 2012)چات  های استخراجی 

از   ژ    Pico200 Microliter اسپکتروفتومتراستفاده  الکتروفورز  از    1و  گرفت.  قرار  بررسی  مورد   Agilent Bioدرصد 

Analyzer 2100    یهاکتابخانهها استفاده و کیفیت نمونه  دییتأبه منظور cDNA    با کمک کیتTruSeq RNA Library 

Preparation Kit    کیفیت کتابخانه سازنده  شرکت  طبق دستورالعملو  Agilent Bioanalyzer 2100ها توسط  ساخته شد. 

system   نهایت فرآیند در  و  گرفت  قرار  بررسی  با استفاده از  یتوالمورد  موسسه و  Illumina HiSeq2500  پلتفرمیابی  در 

 شد. انجام( نی)پکن، چ Novogene کیوانفورماتیب

 افزار نرمهای خام از ، به منظور فیلتر خوانشیابیاز توالی  پسهای کوتاه:  بندی نوپدید خوانشکنترل کیفیت و سرهم

FastQC در حذف خطاهای احتمالی  نرم  شده  ایجاد  هایتوالی  ، برای  توالو  RCorrector  افزار از  از   یهایحذف   ابزار   آداپتور 

Cutadapt (v.0.9.5) خوانش  شد. ستفادها نرمتمام  با استفاده از  کبه v0.11.6نسخه   FastQCافزار  ها    تی ف یمنظور کنتر  

شدند نرم.  پردازش  ( 30کمتر از    Phred scoreبا میانگین )  هاداده  شیرایپ یبرا   Trimmomatic   (v.0.36)افزار  سپس از 

خوانشاستفاده شد کیفیت سنجی  کوتاه. پس از  نوپدیدسرهم  12های  با استفاده از   یهاخوانشبرای    13بندی   افزار نرم  باکیفیت بالا 

CLC Genomics Workbench (v7.5.0)  انجام شد.  

نواحی حاوی نشانگرهای  نشانگر  MISAافزار  از نرم:  SSRشناسایی  استفاده و های ریزماهوارهدر جهت شناسایی  ای 

برای نشانگر 5و   5، 5،  5، 6،  10های  حداقل تکرار  حداکثر  به ترتیب  نوکللوتیدی تعیین شد.  های مونو، دی، تری، تترا، پنتا و هگزا 

 در نظر گرفته شد.  bp100فاصله بین دو مکان نشانگر روی یک توالی 

با استفاده   EST-SSRهای حاوی نشانگرهای ژنشناسایی کارکرد و تفسیر عملکردی یونیها:  ژنشناسایی کارکرد یونی

نرم و یونی NCBI Blast (v2.6.0)افزار  از  توالیژنانجام شد  داده  مقابل پایگاه  در  نشانگرها  حاوی این  پروتلینی های  های 

معاد    با در نظر گرفتن حد آستانه  NCBI  (NCBI non-redundant (Nr) protein sequences database)غیرتکراری  

5-≤10 Value-E  مورد  Local BlastX    .ژن  یشناسیهستقرار گرفتند( ها انجام شد. بندی کارکردی ژنگروه  منظور ( بهGOها 

به   NRداده  گاهیها( از پاگاهیموجود در پاهای  توالیموردنظر و    یهایتوال  نیب  یهم تراز  نیبهتربلاست ) نیمنظور، بهتر  نیا یبرا
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Blast2GO  با یونیکیولوژیب  یرهایمس  .وارد شد حاوی  ژنی فعا  مرتبط  برداری این ژن  EST-SSRهای  نقشه  برابر ها  با  در 

 ند.شد ، شناساییPlant Reactomeداده  گاهیپا

 

 نتایج و بحث

های پس از حذف خوانششد.    جادیخوانش ا  Illumina HiSeq 2500،  292972048توسط پلتفرم   یابییتوالاز  یابی:  توالی

طی فرآیند پردازش کیفیت پایین در  نمونه  بیبه ترت تیفیخوانش باک  133130410و    159841638،  14با  ر   هایاز  و    شهیبرگ و 

 هیپا  تیفیکه ک ددا  نشان هارونوشت  تیفیک  یبه دست آمد. بررس شتریب  لتحلیوهیتجز  یبرا زیخوانش تم  276،852،255درمجموع  

برابه  است. Q30  از  بالاتر هادرصد از خوانش 94 یطور متوسط 

نوپدید:  سرهم برای ایجاد یک ترنسکریپتوم مرجع استفاده شد.   دینوپدبندی  به دلیل عدم وجود ژنوم مرجع، سرهمبندی 

جفت باز   176/961سط طو  متو،  درصد  636/45معاد    GC یبا محتوا  ژنیونی  96225  ،یو تکرار  یاضاف  هاییپس از حذف توال

باز تول1197  با طو   N50  پارامترو    kbاز  شتریب  ژنیونی 5  طو  و بود  kb  1از  شیب  هاژنیونی  درصد  80/35شد. طو     دیجفت 

یونیترین و طولانی. کوتاهبود  10 به ترتیب  ژنترین  برای برخی 1)جدو  دبو  باز   جفت  24056و   200ها  (. پروفایلی از ترنسکریپتوم 

بلوط تهیه شده است که تعداد یونیاز گونه  Q. brantii  ،56743 (Safari etدست آمده در آن مطالعات برای گونه بههای  ژنهای 

al., 2022 )  یگونه و برای  Q. rubera  ،52662  (Soltani et al., 2020)  های حاصل از ژنژن بوده است. تعداد یونییونی

پلتفرم ا  Q. ilex یبرا  دینوپد  بندیمسره  Guerrero-Sanchez et) بودژن  یونی  77159 یتینیو مونتاژ کننده تر  نایلومیتوسط 

al., 2019)شده در سرهم برای دو گونه  . تعداد رونوشت ایجاد  نوپدید  به   Q. kerriiو    Q. austrocochinchinensisبندی 

بندی سرهم جیتابا ن  قیتحق نیآمده در ادستبه  N50ها و  تعداد رونوشتمقایسه    (.An et al., 2016)  بود  81921و  79312ترتیب 

 .استفاده کرد های بعدیلیتحلوهیتجز یاز آن برا توانیقبو  بوده و مآمده قابلدستبه جیهای مشابه نشان داد که نتاگونهنوپدید 

غیرتکراری و هستی  های¬پروتئین هایداده پایگاه مقابل  درترنسکریپتوم مرجع دارمازو    x بلاست  نتایج

یونی برابر پایگاه داده پروتلینژننتایج بلاست یونیها:  ژنشناسی  )ها در  -( نشان داد که از مجموع یونیNRهای غیرتکراری 

بهنژ به   NR بندی در مقابل پایگاهنتایج بلاست سرهم .ژن دارای رکوردی مشابه در این پایگاه بودندیونی  64084دست آمده،  های 

  15بلوط قرمز اروپایی  یهابا گونهبه ترتیب  شباهت   زانیم  نیشتریببه دارمازو نشان داد که   هایی با بیشترین تشابهمنظور شناسایی گونه

ها نیز بیشترین میزان شباهت . پس از آنمشابه مشاهده شد ژنیونی  12210  با  Quercus lobataگونهمشابه و  ژنیونی  16780با  

چهار با  میزان شباهت   نیشتریب(.  1بود )شکل   Quercus rubraو    Carpinus fangiana،  Quercus suberهای  با گونه

تعلق دارد،  راش  که به راسته  C.fangianaو همچنین با   بلوطگونه    باشد.  شدهانجامبندی  سرهم  درستیبر   یلیتواند دلمیسانان 

  5678شامل: ترانسفراز ) یمیکلاس آنز  7در  هامیآنز . اینشدند  17نویسیحاشیه 16آنزیم  ونیسیبا شماره کم رونوشت  15964درمجموع 

)ترنسلوکاز ،  (2513)  دوردوکتاز اکسی  ،(5353)  درولاز ی(، هژنیونی معرفی (، 563)  هااز یل ( و595)  هازومراز یا(، 601)ها  (، لیگاز 661ها 
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  (. Kaur et al., 2004)است    قرارگرفته موردبررسی  مختلف  مطالعات در  دارمازو در   مختلف  ثانویه هایمتابولیت  وجود  (.2)شکل  شدند

نشانمی  اکسیدوردوکتازها  و  هیدرولازها  ،  فرازها  ترانس  آنزیمی  کلاس  سه وجود  آنزیمی،  توزیع  در   با  مرتبط  هایدهنده ژنتواند 

 (.Torre et al., 2014)باشد  ثانویه هایمتابولیت بیوسنتز مسیرهای

 

 ترنسکریپتوم بندیسرهم کیفیت ارزیابی معیارهای و ساختار. 1 جدول

Table  1. Assembly structure and the evaluation metrics of transcriptome assembly quality  

 Parameters    پارامتر Value   ارزش

 Number of  transcript in the assembly   های موجود در سرهم بندی رونوشت تعداد 96225

 Number of bases included in the assembly    بازهای اسمبلی تعداد 92491328

 Shortest transcript     (bpرونوشت ) ترینکوتاه 200

 Largest transcript   (bpبزرگترین رونوشت ) 24056

 nt     Mean length of the transcript (nt) رونوشت طو  میانگین 961.17672

 b 1000    transcript >1000 (bp) از بیشتر رونوشت تعداد 34455

 b 10000       transcript transcript >10000 (bp) از بیشتر رونوشت تعداد 5

74651 
 Number of transcript that had an open reading     (orfباز ) خوانش قاب دارای  رونوشت تعداد

frame 

490 N90 

1197 N50 

1655 N30 

2674 N10 

 %GC            GC محتوای  درصد 45.636

 

یافته شده در بلاست  توزیع گونه .1شکل   بیشترین شباهت  مقابل پایگاه سرهم Xهایی با  مرجع در  بندی 

 Nrهای  پروتئین

Figure 1. The results of species distribution by BLAST Top-hit based on BLASTX against 

the Nr-database 
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 بندی در هفت کلاس آنزیمیهای آنزیمی و گروه. توزیع کد 2شکل 

 Figure 2. Enzyme code (E.C.) class distribution and grouping into enzyme classes 

 

عنوان ا ب  یاصلبخش  در سه ها  ژنو یونی  انجام شد  GO  یعملکرد  18یسینوهیحاش  ها،ژنیونی  یعملکرد  فیمنظور توصبه

اند. نتایج آزمون فیشر و  نشان داده شده 3که در شکل   بندی شدندطبقه  21یمولکول  یهاو عملکرد20یء سلولاجزا  ،19یکیولوژیب ندیفرآ

هستی اینترنتی نمودار  داد در بخش فرآیند AgriGOشناسی  متابولیک   ندیفرآ"به    مربوطغالب    هایی گروهکیولوژیبهای  نشان 

-. در رده عملکرد مولکولی زیرگروهبودند  (GO: 0008152)  "23های ماکرومولکو کیمتابول  ندیفرآ"و    )GO:0044238)"22اولیه

و "25ترانسفراز  فعالیت  "،"24آلی حلقوی ترکیب  اتصا "ایه پروتلین"،  به خود اختصاص دادند. ژنبیشترین یونی "اتصا   را   در ها 

 "سیتوسو "و    "سیتوپلاسم"،  ( GO:0005622) "26سلولی  داخل تشریحی ساختار "  متعلق به هاژنیونی  شتریب  ی نیزسلول  یرده اجزا

راشده  تعریف اصطلاحات  شناسیهستی  بودند. پروژه  را  حوزه  3 داده و  نشان  را ژنی  محصولات  هایویژگی که  دهدمی  ارائه  ای 

 محصو  یک  عنصری  هایفعالیت) مولکولی  عملکرد  ،(آن سلولی خارج  محیط یا سلو   یک از  هاییبخش) سلولی  دهد: جزءمی پوشش

 پایان  و  شروع با  مولکولی  هایرویداد  از   ایمجموعه  یا عملیات)  بیولوژیکی  فرآیند و  ،(کاتالیز  یا اتصا  مانند  مولکولی، سطح  در  ژن

موجودات  و هااندام  ها،بافت  ها،سلو   ای مثلیکپارچه زنده هایواحد عملکرد  به  مربوط  هایی هستند کهمشخص(، که در واقع فعالیت

زیرگروه    در بخش فرآیند  GO آنالیز  در   (.Kim KiUk et al., 2013)  شوندمی  در   "27سلولی  متابولیک  فرآیندهای"بیولوژیکی، 

بودندژنبا یونی  هاییگروه  میان بالا  رشد  تواندکه می های  برگ  گسترده متابولیکی  هایفعالیت  و  سریع  به  بهدر  برگها  های ویژه 

 
18 Annotation 
19 Biological Process: BP 
20 Cellular Component: CC 
21 Molecular Function: MF 
22 Primary metabolic process 
23 Macromolecule metabolic process 
24 Organic cyclic compound binding 
25 Transferase activity 
26 Intracellular anatomical structure 
27 Cellular metabolic processes 
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های مستند سازی ها نشان داد که کارکردهای اصلی رونوشتاین یافتهطور کلی به  (.Palumbo et al., 2018)جوان مرتبط باشد 

بودند  .شده مسلو  تنظیم اساسی بیولوژیکی و متابولیسم رایج در گیاهان 

 

(، عملکرد های BPها در سه گروه اصلی فرآیند بیولوژیکی )ژنها. طبقه بندی یونیشناسی ژنهستی  .3شکل 

 (CC(و اجزاء سلولی )MFمولکولی )

Figure 3. Gene Ontology (GO) functional classification. Unigenes were classified in three 

major classes as biological process (BP), molecular functions (MF), and  cellular component 

(CC) 

 

نشانگرهای   نواحی حاوی  نشانگر: و تعیین کارکرد رونوشت EST-SSRشناسایی  طور کلی بههای حاوی 

نشانگر   20505تعداد  را ژندرصد از کل یونی  89/13ژن  شناسایی شد که این تعداد یونی  ژنیونی  13368در  EST-SSRمورد  ها 

)  42/67 شوند. از این تعدادشامل می بیش از یک مکان یونی  4355بودند و   EST-SSRژن( حاوی تنها یک یونی  9013درصد  ژن 

بودند. از مجموع کل یونی شناسایی شده حاوی ژننشانگر را دارا  های پیچیده ژن حاوی موتیفیونی  2968، تعداد  EST-SSRهای 

 زیادی تعداد آوردن دست  به برای موثر  روش یک عنوان  به  غیرمد  و  مد   گیاهان در   گسترده  طور   به  RNA-Seqو ترکیبی بودند.  

در مطالعه برروی    (. Wang et al., 2019)است   ضروری های مولکولینشانگر توسعه برای  و است  شده  استفاده EST  هایتوالی از 

 که منجر به شناسایی انجام گیاهی  مختلف هایبافت در   EST-SSR  آوردن  دستبه برای ترنسکریپتوم  یابیتوالی  رودومیرتوسگیاه  

  . ( Sun et al., 2023)بودند  SSR  یک  از  بیش حاوی  ژنیونی  3541 آنها  در  ژن شد کهیونی  14132  در  SSR  نشانگر  18879

با استفاده از فن نشانگر شد   9567ژن حاوی یونی 8306منجر به شناسایی  28مگنولیادر گیاه    Seq-RNAآوری بررسی ترنسکریپتوم 

 
28 Magnolia wufengensis 
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 (. Wang et al., 2019)  کردند ارائه را  ترکیبی هایرونوشت موتیف 653 و  داشتند SSR یک از   بیش ژنیونی (%12.6)  1044که  

بر در آنالیز   که  شد  شناسایی شده  مونتاژ رونوشت  96006  در   SSR  14202 مجموع  در   Q.pubescens گونه های  گترنسکریپتوم 

نشان داده شده است. در  2های مختلف در جدو  فراوانی موتیف  (.Torre et al., 2014) بودند  ترکیبی SSR  3366  تعداد،  این از 

)مونو( نوکللوتیدی بیشترین فراوانی را در بین نشانگرها به خود اختصاص دادند )این میان، موتیف درصد(   57/55،  11394های تک 

نوکللوتیدی بهو پس از آن موتیف بودند. در مطالعه   82/18و   92/23ترتیب با  های دو و سه  بیشترین فراوانی   Torreدرصد دارای 

et al.  (2014)    بر رویQ.pubescens  نوکللوتیدی  های دونوکللوتیدی، بیشترین فراوانی برای موتیف  6تا   2های  و بررسی موتیف

نوکللوتیدی  2های  نوکللوتیدی، موتیف 6تا   2های  نیز در بین موتیف مگنولیادر گیاه   (.Torre et al., 2014)درصد(    3/49بود )

  به ترتیب  Q. kerriiو    Q. austrocochinchinensis. در دو گونه  ( Wang et al., 2019) (8/50) بیشترین فراوانی را داشتند

فراوانی بالایی  نوکللوتیدی 2های شد که بعد از حذف نشانگرهای تک نوکللوتیدی، موتیف  شناسایی  SSR جایگاه  13430و   13762

 Q. mongolica،  16608و    Q. liaotungensis(. در بررسی ترنسکریپتوم در دو گونه بلوط An et al., 2016را نشان دادند )

کتابخانه ترکیبی از یونی10744در    SSRنشانگر  در یک  شدکه در این مطالعه نیز بیشترین تعداد ژنتوالی  دو گونه شناسایی  های 

نیز با استفاده    29ردودندرونها برروی گیاه   SSR. مطالعه  (Sun et al., 2019)نوکللوتیدی بود  2های  نشانگرها مربوط به موتیف

نوکللوتیدی تا    RNA-Seqآوری  از فن نشانگرهای  6انجام شد و نشانگرهای تک  بررسی  نوکللوتیدی شناسایی شدند که در این 

به خود اختصاص دادند نشانگرها را  بیشترین میزان فراوانی   79/98در مطالعه حاضر،  .  ( Zhou & Zhu, 2020) مونونوکللوتیدی 

درصد( و نادرترین  46/68)  AG/CTهای دی نوکللوتیدی از نوع  ، و بیشترین موتیفA/Tهای تک نوکللوتیدی از نوع  درصد موتیف

نوع   بیشترین موتیف CG/CGآنها از  نوع    5و  4،3های  بود.  به ترتیب از  نیز  و   AAG/CTT ،AAAT/ATTTنوکللوتیدی 

AAAAG/CTTTT    (. در مطالعه برروی دو گونه 4بودند )شکلQ.austrocochinchinensis  و  Q.kerrii    نیز نتایج مشابه

نوع  نوکللوتیدی و نادرترین آن 2های دیده شد و بیشترین موتیف به ترتیب از  (.  An et al., 2016بود )  CG/CGو   AG/CTها 

چای گیاه  نشانگرهای    30در  موتیف  2نیز  و  داشتند  نشانگرها  سایر  به  نسبت  بیشتری  فراوانی  ،  AG/CTهای  نوکللوتیدی، 

AAT/ATT  و ،AAAT/ATTT  نوکللوتیدی شناسایی شده بودند 4و   2، 3های ترین نوع موتیفرایج  (Liu et al., 2018 .)    در

موتیفنیز فراوان  31رودومیرتوسگیاه   نوع ترین   ,.Sun et al) بود  AAAT/ATTT، و  A/T ،AG/CT ،AAG/CTTها از 

 توزیع هااینترون و  ها  UTR  پروتلین،  غیرکدکننده  مناطق در   تصادفی  غیر  طور   به  ها SSR  که  دهدمی  نشان  فراوانی  شواهد(.  2023

  )تغییر  جهش طریق از   ژن عملکرد دادن  دست از  یا  افزایش  به  منجر  تواندمی  پروتلین  کنندهکد  مناطق ها در   SSR  شوند. گسترشمی

(. با توجه به مطالعات پیشین برروی گیاهان مختلف بیشترین تعداد Li et al., 2004شود )  مضر  mRNA  یا تولید در چهارچوب(

برخی از مطالعات بررسی   3و   2های نشانگرها مربوط به موتیف نادیده گرفته شده که  نوکللوتیدی بود. در  مونوکللوتیدی  تکرارهای 

 Taheri)  تشخیص مونونوکللوتیدها از پلی آدنیلاسیون باشد یابی و یا مشکل بودنتوانند ناشی از خطاهای توالیعلت این امر می

et al., 2018) . 

 

 
29 Rhododendron molle 
30 Camellia sinensis 
31 Rhodomyrtus tomentosa  
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 دارمازو ترانسکریپتوم در EST-SSR نشانگرهای مختلف هایموتیف /تکرارها  . توزیع2 جدول

Table 1.  Distribution of different repeat/motifs of EST-SSR markers in the transcriptome of 

Q.infectoria  

Repeats 
تعداد 
 تکرار

Mono- 
تک 

 نوکلئوتیدی 

Di- 
دو 

 نوکلئوتیدی 

Tri- 
سه 

 نوکلئوتیدی 

Tetra- 
چهار 

 نوکلئوتیدی 

Penta- 
پنج  

 نوکلئوتیدی 

Hexa- 
شش 

 نوکلئوتیدی 

Total 
 جمع کل

% 
 درصد

 

5 - - 223 10 3 3 2205 10.75 

6 - 220 122 2 2 1 2176 10.61 

7 - 130 84    1298 6.33 

8 - 77 38    954 4.65 

9 - 72 33 1 1  656 3.20 

10 2666 33 14  1  3137 15.30 

11 1645 29 7    2008 9.79 

12 1163 15 2    1436 7.00 

13 928 16     1143 5.57 

14 930 8 2    1107 5.40 

15 856 10     1007 4.91 

16 729 7 1    827 4.03 

17 620 5     687 3.35 

18 435 6 1    482 2.35 

19 312   1   346 1.69 

20 245 3     263 1.28 

21 198      216 1.05 

21> 667 4274 3335 176 55 88 557 2.72 

Total 11394 4905 3862 190 62 92 20505  

% 55.57 23.92 18.83 0.93 0.30 0.45 100.00  

 
 های نشانگر ریزماهواره شناسایی شده در ترنسکریپتوم دارمازو. توزیع فراوانی موتیف4شکل 

Figure 4. Frequency distribution of microsatellites marker motifs in Q. infectoria based on 

motif sequence type 
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 دهد. برمی نشان را ( فراوانی بالاتریATسایر تکرارها ) به نسبت AG/CT و غلات تکرار   Arabidopsis thaliana در 

 ,.Sun et al) هستند مرتبط  ژن بیان  با  متیلاسیون یا  رونویسی شروع  بر تأثیر  با  SSR  هایموتیف از   برخی  مطالعات پیشین،  اساس

2023.)  EST-SSR  تر  مناسب  گیاهی هایجمعیت  در  فنوتیپی  و  عملکردی  تنوع  ارزیابی  برای  ها،رونوشت  از   شده  مشتق  های 

  که کرده  تبدیل  مولکولی  نشانگرهای  پرکاربردترین به  آنها را فنوتیپی تغییرات با  ها SSRارتباط   . (Zhou et al., 2022) هستند

 قرار   استفاده  مورد ژنتیکی نشانگر  کمک به  انتخاب  و ژن  برداری نقشه  گیاهان، ژنتیکی  اصلاح جمله  از  مختلفی  کاربردهای  برای

-ESTحاوی های  ژنیونی  ییمنظور شناسابه  یکیولوژیب  یهاریبر مس  یمبتن  لیحلتویهتجز  .( Zhou & Zhu, 2020)گیرند  می

SSR  انجام  یکیولوژیفعا  ب یهایرمس  ییها و شناساژن یکیولوژیب یهاعملکرد یابیجهت ارز  یوسنتزیمختلف ب یهاریدر مس ریدرگ

حاوی  ژنیونی شد. در مسیرهای بیولوژیکی مختلفی قرار گرفتند. بیشتر    Plant Reactomeداده  در مقابل پایگاه   EST-SSRهای 

)پروتلین ، متابولیسم32ژن(یونی  916سیگنا  ) ها در مسیرهای انتقا ژنیونی )  ، چرخه33ژن(یونی  481ها  ، و  34ژن(یونی 402سلولی 

)شکل 35ژن(یونی 353 ) (رونویسی) ژن بیان  (. 5قرارگرفتند 

 
ب  یهاریدر مس  EST-SSRهای حاوی  ژنیونیتوزیع   .5شکل   فعال   یهایرمس  ییو شناسا  یوسنتزیمختلف 

 Reactome pathway databasesبا استفاده از پایگاه داده  یکیولوژیب

Figure 5. Distribution of EST-SSR containing unigenes in different biosynthetic pathways 

and identification of biologically active pathways using Reactome pathway databases  

 
32 Signal Transduction 
33 Metabolism of proteins 
34 Cell Cycle 
35 Gene expression (Transcription) 
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حاوی  ژنآنالیز هستی شناسی یونینتایج آزمون فیشر و  نشان داد که    36شدهبرای شناسایی مسیرهای غنی SSR-ESTهای 

غشازیرگروه و فعالیتیونی  1406با   38هسته  ،ژنیونی  2186با    37های  نوکللوبازهاژن  حاوی    1347با    39های متابولیکی ترکیبات 

 (.6در این مطالعه بودند )شکل EST-SSRهای حاوی ژنشده با یونیهای غنیترم DNA و سپس اتصا ، ژنیونی

 

 
 EST-SSRهای حاوی ژنیونیبا  شدهغنی یکیمتابول هایریمس عیتوز .6شکل 

Figure 6. Distribution of enrichment metabolic pathways of unigenes containing EST-SSRs 

 

 Filiz) که در عملکرد و رشد آنان نقش دارند  قرار دارند  رزندهیزنده و غ  یهااز تنش  یدر معرض انواع مختلف  عتیدر طب اهانیگ

& Kurt, 2021 .)  هایتنش  به  پاسخ  و درک برای  سیگنا   انتقا  هایمکانیسم انواع از   گیاهان  جمله از   زنده به طور کلی موجودات 

ی تشخیص سلول یمختلف غشا  یحسگرها  لهیوسبه  یطیمح   یهامحرک.  (Hong et al., 2013)کنند  مختلف استفاده می  محیطی

شوند میها ژن  انیدر ب  رییتغ  اعثب تیتنش به هسته و درنها یهاگنا یسو انتقا    هیثانو  یهارسانامیفعا  شدن پکه باعث    داده شده

(Filiz & Kurt, 2021  .) تکرارهای  حضور SSR  تکراری هاینسخه تنوع و مهم بیولوژیکی هایپروتلین هایکلاس در SSRها 

 هستند  تغییر حا  در  مداوم طور  به شودکهمی  بیرونی و درونی های محیط با مواجهه در   ارگانیسم  کل و  سلو   پذیریانعطاف   موجب

(Ahmadi & Ahmadikhah, 2022.)  مطالعات نشان داده که تعداد  SSR همبستگی ژن  بیان  با  اغلب  '5ناحیه در  موجود های 

  تنظیم ترجمه و رونویسی بر  تأثیر  با را ژن  بیان  تواندمی  ها  'UTR-5در    SSR  .  تغییرات( Sharopova, 2008) داشته است  مثبت
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بیشتر حضور داشته     40سیگنا   انتقا   و  رونویسی  به  مربوط  تنظیمی هایژن  در   سه نوکللوتیدی  های  SSR.( Li et al., 2004)  کند

به پروتلین  هایژن  در   درحالیکه دادند  ساختاری  هایمربوط  نشان  را  که  (.Li et al., 2002)  حضورکمتری  حالی است    این در 

با رونوشت مرتبط  سطوح با  اغلب  UTR-'5ناحیه   در  بیشتر  یا  نوکللوتید  4  نشانگرهای  در    (.Sharopova, 2008)  بودند  پایین 

از مسیرهای اشباع  "های متابولیکی ترکیبات حاوی نوکللوبازهافعالیت"مطالعه هستی شناسی و شناسایی مسیرهای غنی شده، مسیر 

های حاوی ژنشناسایی یونی  .( Kalra et al., 2013)گسترده در گیاه دخیل هستند  متابولیکی  فعالیت  و  سریع شده بود که در رشد

SSR  است مختلف  مسیرهای  مولکولی در جهت شناسایی  نشانگرهای این  از   استفاده  برای  خوبی پتانسیل  شناسی،هستی سطح در. 

بر  توالی اطلاعات و یا گیاهانی با غیرمد   گیاهان  در   Seq-RNAامروزه از    طور  به  41کدگذاری  ناحیه روی محدود، به دلیل تمرکز 

  ژنتیکی، تنوع  تحلیل  و  تجزیه  برای  توانمی  را  RNA-Seq با کمک شده  های شناسایی  EST-SSRشود.  استفاده می  گسترده

  هدف صفات  با  مرتبط  کاندید  هاینژ  اساس بر EST-SSR نشانگرهای توسعه .کرد  استفاده  عملکردی  مطالعات و  جمعیت ساختار 

بالایی  از   ها  SSR  استخراج  از فواید  متابولیکی  و مسیرهای  فیزیولوژیکی فعالیت فنوتیپ، با  مرتبط  های SSRتوسعه  دارد.   ارزش 

 (.Satya et al., 2017) است  ترانسکریپتوم داده پایگاه

 و برگ  هایبافت  از   رونویسی  هایداده  ادغام با مطالعه  این  مرجع  ترنسکریپتوم  آینده:  اندازهایچشم و  هامحدودیت

 در  ژن بیان  هایتفاوت  دقیق  بررسی  از   مانع اما  رساند،می  حداکثر به  را  کلی ژنی  پوشش اگرچه  رویکرد،  این. است شده  ایجاد  ریشه

 است ممکن( دارند مختص بافت بیان که آنهایی  ویژه  به) هاSSR  از  برخی  شناسایی دقت و صحت  نتیجه،  در . شودمی بافت سطح

 نظر  در   ژنی مجموعه  کل از  تخمینی عنوان  به باید هاSSR توزیع و فراوانی  به  مربوط هاییافته بنابراین،.  باشد گرفته  قرار   تأثیر تحت

شود که تحقیقات آینده بر مواردی از گردند. از این رو پیشنهاد می  تفسیر بافتی  اختصاصی بیان از   دقیق بازتابی لزوماً نه  و شده گرفته

بافت با  هایSSR  و اعتبارسنجی بافتهر  شده از  تحقیقات بیان ژن تفکیکجمله  مولکولی متمرکز   هایروش  از   استفاده ویژه هر 

 شوند.

گیری از   نشانگرهای:  نتیجه    در  ژنوم  سطح  کل  و  خاص  هایجایگاه  در  ژنتیکی  چندشکلی  تشخیص   ابزارهای  مولکولی 

  اصلاحی  و  ژنتیکی هایبرنامه  در  نشانگرها  ترینمهم از  یکی ها  SSR  مختلف،  مولکولی نشانگرهای  بین در .  هستند گیاهی هایگونه

می مختلف شناختهگونه  برای  آنان  از   محدودی  تعداد  حا ،  این  با.  آیندبه شمار  باعث محدودیت  شده های    رویکردهای   است که 

و کشف تنوع آنان با کمک تکنیک توالیریزماهواره  شناسایی .شده است  اصلاحی  تر شده است. در ( آسانNGSجدید ) نسل  یابیها 

با عنوان  RNAیابی  از توالی  استفاده  حاضر،  حا   ،SSR  سنتی توسعه  فرآیندهای  با  مقایسه  شناخته شده، در   RNA-Seq، که 

وسریع تبدیل شده  SSR  نشانگرهای  از  توجهی قابل تعداد توسعه و  شناسایی در   قوی و اعتماد قابل  ابزار  بوده و به یک  ترآسان تر 

ژن یونی 96225ها برای ایجاد یک ترنسکریپتوم مرجع از دارمازو استفاده شد. در مجموع یابی رونوشتدر مطالعه حاضر از توالی  است.

این تعداد  به دارای  یونی  13368دست آمد که از  نشانگر  20505ژن  آن موتیفبودند.    SSRمورد  نوکللوتیدی و پس از  های تک 

، و بیشترین A/Tهای تک نوکللوتیدی از نوع  های دو و سه نوکللوتیدی دارای بیشترین درصد فراوانی بودند. بیشترین موتیفموتیف

بودند.    AAAAG/CTTTTو    AG/CT،  AAG/CTT  ،AAAT/ATTTنوکللوتیدی به ترتیب از نوع   5و  4،   3،  2های موتیف

کارکرد یونی نشانگر نشان داد که اکثربررسی  با اعما  اصلی و حیاتی در گیاه در حاشیه  هایرونوشت ژن های دارای  نویسی شده 
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را در دارمازو منبع  یک  نتایج  این ارتباط هستند. از ترنسکریپتوم  بررسی ژنکرده است که می  ارائه  با ارزش  برای  از آن  های  توان 

 آن استفاده کرد. مرتبط با سنتز ترکیبات خاص

ما را در اجرای هرچه دانشنگاه    یاز معاونت محترم پژوهشن   سپپاسپگزاری: لرسنتان که به خاطر پشنتیبانی مالی و تجهیزاتی 

  .شودیم  یسپاسگزار  یاری کردند، پژوهش حاضربهتر 
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