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 چکیده
 نيو همچن شودیها مصرف میرانیروزمره ا ییغدا میدر رژ اهيگ نیت. دانه ااس رانیا یبوم اهانيگ نیاز مهمتر یرانیا اهيس رهیز   

وجود دارد. در  اهيگ نیا یمولکول یدر مورد ژنوم و نشانگرها یمعطر است. متاسفانه اطلاعات کم باتيو ترک ییخواص دارو یدارا
( SSR Markersی )هازماهوارهید و بعد از استخراج رش یابییتوال یبنددر مرحله دانه یرانیا اهيس رهیز پتومیترنسکرپژوهش،  نیا

با  یابییشدند. توال یابیی، توالRNAبعد از استخراج  اهيگ نیو ساقه ا نیآذها پرداخته شد. گلنآ ريبه تفس یمرحله رشد نیمرتبط با ا
افزارهای مختلف یابی توسط نرمالیهای حاصل از توداده. انجام شدانتها -جفت باز و بصورت جفت 150و طول قطعات  گيگ 6عمق 

افزار انجام شد. استخراج نشانگرهای ریزماهواره توسط نرم Trinityآناليز شدند. بازچينش رونوشت زیره سياه ایرانی توسط نرم افزار 
MISA .توسط پایگاه داده  های دربرگيرنده ریزماهوارهدر نهایت تفسير عملکردی توالی انجام شدWEGO ميزان انجام شد .GC 

های درصد ژن 11منفرد حاصل شد. حداقل ژن 45146نشانگر ریزماهواره از  8389درصد بود. تعداد  50تا  47ی مختلف هانمونه
اهواره را در برداشتند. در ميان مبيشترین درصد نشانگرهای ریز AG/CTو  A/Tمنفرد حاوی ریزماهواره بودند. نوکلئوتيدهای 

نتایج تفسير  را به خود اختصاص داد. هاماهوارهبيشترین فراوانی ریز AAG/CTTو  ATC/ATGی، ی سه نوکلئوتيدتکرارها
ی بيولوژیکی گياه زیره سياه ایرانی را هاتيفعالنشانگرهای ریزماهواره طيف وسيعی از  های منفرد حاویعملکردی نشان داد که ژن

این تحقيق برای اولين بار به بررسی نشانگرهای  الایی از بيان را دارند.ی درگير در تکامل و رشد دانه، حد بهاژنو  دهندیمپوشش 
های اصلاحی و تواند در پيداکردن نشانگرهای مختلف برای برنامهریزماهواره گياه زیره سياه ایرانی پرداخته است. نتایج این تحقيق می

 .توسعه ارقام با اهداف مختلف مفيد باشد
 

 تفسير عملکردی بازچينش، ،نشانگر یابی،توالینسل جدید  :ی کلیدیهاواژه
 

 مقدمه
 اهيگ كی (Bunium persicum) زیره سياه ایرانی اهيگ   

و تعداد  Apiaceaeو متعلق به خانواده  ییچندساله دارو
 et (Sheidai است 14آن  ديپلوئید كيسومات یهاکروموزوم
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1996) ,al. .زیره  ره،یمانند کله ز یمختلف یهابا نام گونه نیا
 رهیو ز یرانیا رهیز ،زیره سياه ایرانی اه،يس رهیز کوهی،
طور گسترده در مناطق به اهيگ نی. اشودیم گذارینام کرمانی

 دهید یمعتدل تا خشك و در مناطق کوهستان ییآب و هوا
و در  یریسرد کو یاتپه یهادر دامنه یعيطور طب. بهشودیم

. کندیمتر رشد م 3500تا  1800از  یبا ارتفاع ییهادامنه
 یهااست، برگ ريمتر متغسانتی 80تا  30اه از يارتفاع گ

 یهانیآذکوچك دارد و در سال سوم پس از کاشت بذر، گل
) et al.Sofi,  کندیم ديتول ديمرکب با گلچه سف یچتر

2009).  
 شیباعث فرسا طبيعتاز  اهيگ نیارویه برداری بیبهره 

قرار  معرض انقراضو آن را در  است شده ی این گياهکيژنت
 یبرا ی آنتجارتوسعه ، کشت و نیبنابرا ه است.داد

 است ازين مورد عتياز طب این گياه یآوراز جمع یريجلوگ
2003) ,et al.(Ved  .در  یاگسترده یکياز تنوع ژنت گياه نیا

 یرا برا خوبی یکيسراسر جهان برخوردار است و تنوع ژنت
ارائه  اصلاحی یهاخاب و شروع برنامهانت قیبهبود از طر

 مرحلهمشکل مانند  نی. چند).Mittal et al, (2006 دهدمی
 قابليتخفته و  یشی، خواب بذر، مرحله رویطولان یجوان

 سياه ایرانیزیره  کشت تجاری بادر رابطه  نیيعملکرد پا
( کورم) زیرزمينی دارای غده سياه ایرانی زیره وجود دارد.

 گياه زایشی و رویشی مراحل تکميل سئولباشد که ممی
 کشت از) ساله 7 جوانی دوره و بذر خواب واقع، در. است
است.  کاسته آن کردن اهلی به تمایل از ،(کورم تکوین تا بذر

 به بذرهاشود که سبب می کرمانی زیره بذرهایدر  خواب
 بذرها خواب بر باید زنیجوانه برای و نزنند جوانه راحتی

 از ميوه توليد برای لازم زمان مدت جوانی دوره کرد. غلبه
این دوره در این گياه طولانی  که باشدمی سال 4-7 دانهال

 اهلی و کشت به عانزار تيترغ از مانع موضوع ایناست و 
 Maziah و Emamipoor .استسياه ایرانی  زیره کردن

 گياهی رشد هایکنندهتنظيم کمك باکه  کردند ثابت( 2014)
سياه  زیره بذرهای خواب بر توانمی سرمادهی رتيما و

 کرد فراهم را بذرها زنیجوانه %97 تا و غلبه ایرانی
Maziah, 2014) &Emamipoor ). شکستن نینابراب ،

عملکرد  توسعه ارقام با و یشیرو مرحلهخواب بذر، کاهش 
 یهااز اهداف برنامه یبالاتر برخ ییغذا تيفيک بالا با

 یادیتا حد زاین  زیره سياه خواهد بود ودر  ندهیآ اصلاحی
بهتر  یهاارائه انتخاب یبرا یکيبه در دسترس بودن تنوع ژنت

 . Kumar& (Singh ,(2021 دارد یبستگ
 رييمختلف، تغ یهاتيجمع نيدر مورد تنوع در ب مطالعات 

، بهبود و یسازیدرک عملکرد اهل یپلاسم براژرم یکيژنت
مطالعات  همچنين ست.یضرور دهایبريو ه دیجد ارقامتوسعه 

و  یدر سطوح مختلف مولکول یکيتنوع ژنت یابیدر مورد ارز
تنوع  یابی، مطالعات در مورد ارزحالنیمهم است. باا یپيفنوت
است و  زيناچ اريدر زیره سياه بس DNAدر سطح  یکيژنت

شده مطالعات گزارش شتريدر دسترس است. ب یکم یهاگزارش
 RAPD یمولکول یبر اساس نشانگرها یکيدر مورد تنوع ژنت

 (2009) و همکاران Pezhmanmehrمطالعه  شده است.انجام
 ینشانگر مولکول 15با استفاده از  یکيتنوع ژنت یابیدر ارز

RAPD  نشانگر 17و AFLP زیره  یرانیا تيجمع 20 نيدر ب
 دهندهاین موضوع نشاننشان داد.  یی رابالا یچندشکل ،سياه

 در این گياه استفرد به متنوع و منحصر یکيژنت نهيزم كی
2009) et al., Pezhmanmehr(. ای دیگر با استفاده در مطالعه

، روابط ژنتيکی و MS-GCاز نشانگرهای ریزماهواره و روش 
شده از کرمان و یزد بررسی آوریهای جمعفيتوشيميایی گونه

های بررسی شده نتایج با پراکندگی جغرافيایی گونهشد. 
های های دارویی مشترک بين گونهمطابقت داشت و ترکيب

 (. saadatfarJafari &2020 ,) مختلف شناسایی شدند

علوم  یهاهمه شاخه یبرا ژنومی یتوال یآشکارساز
 (1NGSی )نسل بعد یتوال نيياست. تع یاتيح یستیز

که تحول  یاگونهبه ،است نهيزم نیمتفاوت در ا یکردیرو
 یهاکرده و جنبه جادیا یشناستسیدر علوم ز یبزرگ

ژنوم و متاژنوم را یمختلف مطالعات سطح ژنوم، رونوشت، اپ
 ليبه دل یسنت یهابا روش سهیدر مقا NGSدهد. پوشش می

تك جفت بازها و از تك نييمناسب، تع یپوشش ژنوم نيتأم
 عنوانسنگر( به یتوال نيينسل اول )تع یتوال بیبردن معا نيب

                                                           
 

1 Next Generation Sequencing 
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 یاطلاعات ژنوم ليوتحلهیتجز یبالا برا ییایك روش با کار
 یتوال نيي، تعراًياخ .شودیدر نظر گرفته م كيپتومیو ترانسکر

RNA رشد و  یندهایهای مرتبط با فراژن ییشناسا یبرا
مختلف  یهاآنها در پاسخ به تنش انيب ینمو و الگوها

مختلف و مراحل  یها، در اندامیکیولوژيب ريو غ یکیولوژيب
 نی. ارديگیاستفاده قرار م در موجودات مختلف موردرشد 

 زیژن، تما انيب زانيتا م کندیبه دانشمندان کمك م
کوچك و  هایRNA صيها، تشخمختلف ژن یهافرمزویا

، ی، عناصر تکرارفيوژن هایژنتشخيص  نيهمچن
در را  هاریزماهوارهو  هاSNPها، UTRها، ژن هایاگزون

) et al.Zhang, (2012 ری انجام دهندوسعت و کارایی بالات

با بررسی ( 2018و همکاران ) Bhartiتحقيقی در  .
موفق به  MISAترنسکریپتوم زیره سبز توسط پایگاه داده 

و  Jieنشانگر ریزماهواره از این گياه شدند.  8086استخراج 
گياه  نمایه تظاهریابی روی با انجام توالی( 2016همکاران )

Boehmeria nivea افزار و در ادامه با استفاده از نرمMISA 
. در کردند شناساییرا مکان ریزماهواره  4230در مجموع 

های های استخراج شده توالیميان ریزماهواره
بيشترین تعداد را شامل  نوکلئوتيدینوکلئوتيدی و تریدی
 نمایه تظاهربررسی ( با 2016و همکاران ) Hui. شدندمی

افزار نرماستفاده از با  (cannabinus sHibiscu) کنف گياه
MISA در ندریزماهواره شد 9324به استخراج وفق م .

ها مشخص شد عدد از این ریزماهواره 100با بررسی  ،ادامه
برخوردار هستند و توانایی تفکيك و  بالاییکه از کيفيت 

et al., Hui ) را دارند کنف های مختلفتمایز بين گونه

2016). 
گياه  1ی برای بررسی ژنوم و ترنسکریپتومالعهمطا تاکنون

است و بررسی ترنسکریپتوم این  نشده انجام زیره سياه ایرانی
روی این گياه  ترقيعمشروعی برای مطالعات  تواندمیگياه 

این گياه های نمایه تظاهر ژن تحليلباشد. در این مطالعه به 
شده است.  یابی پرداختهبا انجام توالی بندیدانهدر مرحله 

موجود  2همچنين منبع ارزشمندی از نشانگرهای ریزماهواره
                                                           
1 Transcriptome 

2 SSR marker 

در ترنسکریپتوم این گياه استخراج، معرفی و تفسير 
 عملکردی گردیده است. 

 
 هاروشمواد و 

 ی:ریگنمونهی و آورجمع
از ارتفاعات  زیره سياه ایرانیهای هوایی گياه قسمت  

که درحالی 3991سال  خردادماهکوهپایه کرمان در اوایل 
آوری شدند. سه بلوغ بودند جمعیند افر مرحلهدر  هاوهيم

عدد بوته که شرایط رشدی مشابهی داشتند برای مراحل 
آوری ت جغرافيایی منطقه جمعختصابعدی انتخاب شد. م

E ′1157 و N ′3030.آوری های جمعدر نهایت نمونه بود
 شده بلافاصله به ازت مایع منتقل شدند.

 
 RNAخراج است
انجام  ايآستوسط کيت استخراج زیست  RNAاستخراج    

ها از دستگاه RNA و کميت تيفيگيری کاندازه یبرا. شد
NanoDrop .استفاده شد 

 
 یابیتوالی

 ovogeneNشرکت یابی به توالی برای RNA یهانمونه   
ها کتابخانه RNAیيد کيفيت أ، بعد از ترسال شدنداچين 

cDNA روش شرکت نووژن و به دستورالعملطبق  آنها
RNA depletion  توسط دستگاه  پایانساخته شد و در

lluminaI باز و  -جفت 150انتها با طول -صورت جفتهو ب
 یابی شدند. گيگابایت داده، توالی 6یابی عمق توالی

 
 پیرایش و بازچینش کنترل کیفی،

و بعد از یابی، قبل های حاصل از توالیکنترل کيفيت خوانش  
و در FastQC (Version 0.11.6 )افزار ویراش توسط نرم

. بعد از بررسی نتایج انجام شدعامل لينوکس  محيط سيستم
FastQCافزار ها توسط نرم، ویرایش خوانشmaticommriT 

(Version 0.36 ) 3. آداپتورهاگردیدو در محيط لينوکس انجام 

                                                           
3 Adaptor 



 بررسی ترانسکریپتوم زیره ... 4

 

از پارامترهای  کيفيت پایين حذف شدند. های باو خوانش
LEADING:3، TRAILING:3 ،

LIDINGWINDOW:4:15  وINLEN:36M  برای پيرایش
ها برای اطمينان از کيفيت بعد از پيرایش خوانش استفاده شد.

از لحاظ کيفيت توسط نرمدوباره ها عمل انجام شده، خوانش
به دليل عدم وجود ژنوم مرجع  .شدندبررسی  FastQCافزار 

های ، ژنوم نوپدید برای خوانشسياه ایرانی زیرهبرای گياه 
 بازچينشساخته شد. برای  trinity افزارموجود توسط نرم

ی آن در پارامترهااستفاده و بقيه  32 1مر-کی ها ازخوانش
 حالت استاندارد قرار داده شد.

 

 2عملکردی و تفسیر مستندسازی
، KEGGداده  عملکردی توسط سه پایگاه مستندسازی

KOG  وNr انجام شد .Nr 3های پروتئينی غيرزاید)توالی 
NCBI) های رسمی های توالی پروتئينپایگاه دادهNCBI 

،  GenBankیاست که شامل اطلاعات توالی پروتئين
PDB،SwissProt ،PIR  ،PRF است.  و غيرهKOG (گروه

های ژن های ارتولوگ یوکاریوتی( براساس روابط ارتولوگ
. با توجه به روابط است NCBI موجود در پایگاه داده

های مختلف ژنهای همولوگ را از گونه KOG ،تکاملی خود
کند. مجموعه های مختلف ارتولوگ تقسيم میبه خوشه

KOG  خوشه ارتولوگ است که شامل  4852فعلی شامل
های ارتولوگ که ژنیی پروتئين است. ازآنجا 59838

توان از میعملکردی را  مستندسازیعملکرد یکسانی دارند، 
 برای اعضای دیگر به اشتراک گذاشت. KOG هایخوشه
ی ابیآستانه ارزها ها در این پایگاه دادهدادهاری ذبارگبعد از 

 قرار گرفت. 1e-5 برای هر سه پایگاه داده روی
 هااستخراج ریزماهواره

توسط  MISAافزار نرم بوسيله هاماهوارهریز استخراج  
بندی همسرپس از  جام شد.انفرض های پيشپارامتر

تایی، یك یتکرار یهافيموت یها براگيکانت ،هاخوانش

                                                           
1 K-mer 

2 Functional Annotation 

3 Non-redundant 

با حداقل تایی شش وتایی پنج ،چهارتایی، تاییسه، دوتایی
 شدند.  یغربالگر 7و  6، 5 بيترتتعداد تکرار به

 
 های منفرد حاوی ریزماهوارهتفسیر عملکردی ژن تحلیل

رد حاوی ریزماهواره های منفبعد از مشخص شدن ژن  
، شماره اختصاصی هر ژن منفرد از MISAافزار توسط نرم

های منفرد استخراج شد، سپس فایل اصلی حاوی تمام ژن
ی ریزماهواره توسط پایگاه هایتوالهای منفرد حاوی ژن

تفسير عملکردی شدند. از پارامترهای  4WEGOداده 
 استفاده شد. تحليلفرض برای انجام پيش

 
 ج و بحثنتای

 یابی:های حاصل از توالیکنترل کیفی و اصلاح خوانش   
 2به همراه  نیآذتکرار از گل 4در این مطالعه ترنسکریپتوم 

های یابی شدند. خوانشتکرار از بافت ساقه و برگ توالی
افزار یابی بعد از کنترل کيفيت توسط نرمحاصل از توالی

FastQC 94 بيش ازدر  ند.از کيفيت بالایی برخوردار بود 
 یابییتوال یخطا زانيم تکرارهاهای همه درصد خوانش

و  ونيليم 220ها حدود مجموع خوانش .بود %1/0کمتر از 
(. بعد از 1ميليون خوانش بود )جدول  40 باًیتقرهر نمونه 

افزار تریموماتيك، حذف ها با نرمویرایش کردن خوانش
تورها مراحل بعدی های با کيفيت پایين و حذف آداپخوانش
شده  نمایش داده 1طور که در جدول انجام شد. همانتحليل 

. بوددرصد  50تا  47ی مختلف هانمونه GCاست، ميزان 
دهنده کيفيت مورد قبول فرایند ها، نشانکيفيت بالای خوانش

باعث افزایش اعتماد به نتایج  موضوعیابی است و این توالی
. نتایج بررسی کيفيت شودیمحاصل از آناليزهای بعدی 

ی مختلف این مطالعه هاگروهی حاصل نشان داد که هاداده
 اند.یابی شدهبا کيفيت بسيار بالایی توالی

                                                           
4 Web Gene Ontology Annotation Plot 
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 های مختلف بعد از ویرایش توسط نرم افزار تریموماتیکنتایج کنترل کیفیت گروه -1جدول 

Table 1. Quality control results of different groups after trimming by Trimmomatic software 

 هاگروه

Groups 
 هاخوانش

Reads 

های باقيماندهخوانش  
 بعد از ویرایش )%(
Obtained reads 

 after trimming 

20Q (%) 30Q (%) GC (%) 

 1-آذینگل
Inflorescence-1 

45646308 95.73 98.44 94.89 48.19 

 2-آذینگل
Inflorescence-2 

40126114 98.37 98.02 94.13 48.89 

 3-آذینگل
Inflorescence-3 

45262073 9634 98.13 94.40 50.07 

 4-آذینگل
Inflorescence-4 

41679726 95.66 98.35 94.73 47.10 

 1-ساقه
Stem-1 

42950712 98.62 98.50 95.37 49.55 

 2-ساقه
Stem-2 

47193724 98.90 98.87 95.27 50.55 

GC20. تيدهای گوانين و سيتوزین تشکيل دهنده توالی: درصد نوکلئوQ :30. 1%کمتر از  یابییتوال یخطا زانيمQ :1/0%کمتر از  یابییتوال یخطا زانيم. 
GC: percentage of guanine and cytosine nucleotides in the sequence. Q20: Sequencing error rate less than 1%. Q30: Sequencing error 
rate less than 0.1%. 

 

 
 زیره سیاه ایرانینوپدید ترنسکریپتوم  بازچینشتوزیع طول قطعات حاصل از  -1شکل 

Figure 1. The length distribution of the fragments resulting from the De novo sequencing of Persian black cumin 
transcriptome 

 
  



 بررسی ترانسکریپتوم زیره ... 6

 

بررسی  :1لکردیعم مستندسازیو بازچینش نوپدید 
تواند اطلاعات ترنسکریپتوم گياهان در مراحل مختلف می

تری از ارزشمندی را در اختيار بگذارد تا به فهم دقيق
های دخيل در فرایندهای مختلف بيولوژیکی آن گياه ژن

سازی های با کيفيت بالا وارد مرحله یکپارچهبرسيم. خوانش
شدند و ژنوم  Trinity (: 32 mer-k)افزار نوپدید توسط نرم

ساخته شده نشان داد  contigساخته شد. بررسی  آنهامرجع 
 50)طول حداقل  50Nبا  2ژن منفرد 45161که در مجموع 
حاصل شده است  1558های بازچينش شده( درصد از توالی

 15709باز و بلندترین قطعه -جفت 301قطعه  نیترکوتاهکه 
 (. 1شکل داشتند )باز طول -جفت

عدد قابل قبولی است و نشان از کيفيت  50Nيزان این م
 ها دارد. در مطالعهسازی نوپدید خوانشمناسب یکپارچه

و همکاران روی گياه زنيان که از سلطانی هویزه 
شده گزارش  50N ،1200است ميزان  Apiaceaeخانواده
. در مطالعه ( et al.,Soltani Howyzeh 2018)است 

Sadeghi ( 2018و همکاران)  روی گياه زیره سبز
. بود 1136حاصل  50Nژن منفرد حاصل شد و  45917

 Apiaceaeاین دو گياه متعلق به خانواده کهییازآنجا
در این دو تحقيق با نتایج این  آمدهدستبههستند نتایج 

. ميزان )et al., Sadeghi (2018مطالعه همخوانی دارد 
وم مرجع های مختلف با ژنهای نمونهخوانش 3ردیفیهم

بالای  باًیتقری هاگروهشده بسيار خوب بود و همه ساخته
افزار شده توسط نرماز نو ساخته مرجعدرصد با ژنوم  87

Trinity  (.2)جدول  دادندهمپوشانی بالایی نشان 

 
 Trinityافزار ی مختلف با ژنوم بازچینش نوپدید توسط نرمهاگروههای ردیفی خوانشمیزان هم -2جدول 

by Trinity  assembled transcriptomeof alignment of the reads of different groups with the  amountThe  .able 2T
software 

 هاگروه

Groups 
 هایمجموع خوانش

 شده)%( ردیفهم

Total aligned reads 

 مر -کی

k-mer 
 های خوانش

 نشده)%( ردیفهم

Unpaired reads 

 بار فقط یك

 شده)%( ردیفهم

Only one time aligned 

 بار بيش از یك

 شده)%( ردیفهم

More than on time aligned 
 1-ساقه

Stem-2 

86.96 32 13.04 51.29 35.67 

 2-ساقه
Stem-2 

87.69 32 12.31 53.45 34.24 

 1-آذینگل
Inflorescence-1 

87.10 32 12.9 52.76 34.34 

 2-آذینگل
Inflorescence-2 

87.86 32 12.14 53.56 34.03 

 3-آذینگل
Inflorescence-3 

86.98 32 13.03 53.01 33.97 

 4-آذینگل
Inflorescence-4 

88.89 32 11.11 52.78 36.11 

 

( الف مشخص 2شکل طور که در همان عملکردی: تفسیر
تفسير های حاصل از است نتایج توزیع شباهت داده

زیره يشترین شباهت گياه بکه  دهدمینشان  Nr عملکردی
درصد است. این نتيجه  8/85با هویج به ميزان  سياه ایرانی

 و  Sadeghiیابی گياه زیره سبز توسط برخلاف نتایج توالی
_______________________________________________ 

1 Functional annotation 

2 Unigene 

3 Mapping 
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ژنوم درصد شباهت با 15است که حداکثر ( 2018)همکاران 
هویج از . )et al., Sadeghi (2018 دهدیمهویج را نشان 

شده  انجام نآ ژنومیابی توالی است که Apiaceaeخانواده 
زیره سياه خانواده بودن این گياه با است. با توجه به هم

دهنده نزدیك این ميزان شباهت ترنسکریپتوم نشان ایرانی
ی بيولوژیکی این دو گياه است. نتایج حاصل هاتيفعالبودن 

و همکاران روی گياه زنيان نيز سلطانی هویزه از مطالعه 
 دهدرنسکریپتوم این گياه را با هویج نشان میشباهت بالای ت

(2018 et al.,Soltani Howyzeh ) تفسير. بررسی 
نشان داد که  KOGها توسط پایگاه داده عملکردی خوانش

در مرحله  زیره سياه ایرانیدهنده گياه ی تشکيلهاژنبيشتر 
تغييرات پس از ترجمه و "ی هاتيفعالتشکيل دانه مربوط به 

برداری و ساختار رونوشت"، "ی عمومیهاتيفعال"، "ترجمه
نقل و "و  "توليد انرژی"، "RNAویرایش "، "ریبوزومی

های ب(. از ميزان کل ژن-2)شکل  است "انتقالات سلولی
های منفرد در درصد از کل ژن 23 برابرعدد  10547منفرد، 

عملکردی شدند. این طيف از  تفسيراین پایگاه داده 

مرتبط  احتمالاًشده در این پایگاه داده،  ی حاصلهاتيفعال
با شرایط رشدی دانه است و نياز شدید گياه به توليد 

یمدر شرایط نموی رخ  معمولاًکه  دهدیمپروتئين را نشان 
آذین در مرحله تشکيل دانه ی گلهانمونهکه و ازآنجایی دهد

. از رسدیمطبيعی به نظر  موضوعگيری شدند این نمونه
 34 برابرعدد ژن منفرد  15417های منفرد ل ژنميزان ک

 تفسير KEGGهای منفرد در پایگاه داده درصد از کل ژن
عملکردی با پایگاه  تفسيرعملکردی شدند. نتيجه حاصل از 

KEGG  نشان از فعاليت بالای گياه در توليد  اًتقریبنيز
های بيان شده را در و حدود ده درصد ژن داردپروتئين 

سازی مشخص کرده است. در رتبه بعدی ژنئينقسمت پروت
ها و انتقال سيگنال های مرتبط با متابوليسم کربوهيدرات

های مرتبط با درصد(. ژن 8حدود  یكهرقرار دارند )
هم  ها باهای ثانویه و ترپنوئيدفرایندهای توليد متابوليت

را تشکيل  زیره سياه ایرانیدرصد از ترنسکریپتوم  6حدود 
 ج(.-2 )شکل دهندمی

 

 

  
  

 الف
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بندی شده یابی شده. ب( تفسیر عملکردی رونوشت سرهمهای توالیالف( بررسی شباهت ترنسکریپتوم زیره سیاه ایرانی با ژنوم -2شکل 
 .KEGGبندی شده نوپدید توسط پایگاه داده . ج( تفسیر عملکردی رونوشت سرهمKOGنوپدید زیره سیاه ایرانی در پایگاه داده 

Figure 2. a) Examining the similarity of Persian black cumin transcriptome with sequenced genomes. b) 
Enrichment of the De novo assembled transcriptome of Persian black cumin in the KOG database. (c) 

Enrichment of De novo assembled transcriptome by KEGG database. 
 

 ج

 ب
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زیرره سرياه   آناليز ترنسکریپتوم  :ریزماهوارهنشانگر  استخراج
انجام شرد.   MISAافزار با نرم هابرای پيدا کردن ریزماهواره ایرانی

عرردد نشررانگر   8389ژن منفرررد حرردود   45146از مجمرروع 
ژن منفررد حراوی یرك     6946ریزماهواره شناسایی شد. تعرداد  

عدد ژن منفررد بريش از یرك     2119نشانگر ریزماهواره بودند و 
 15دهرد حردود   ( که نشران مری  3)جدول  داشتندنشانگر را دربر 

های منفرد حاوی نشرانگرهای ریزمراهواره بودنرد. در    درصد ژن
درصرد   11ترا   6تحقيقات پيشين نشان داده شده است که حدود 

های ترنسکریپتومی دارای نشرانگرهای ریزمراهواره هسرتند    توالی
2002) ,l.et aVarshney (.  درصررد کررل  15بنررابراین ميررزان

دهنده تنوع بالای ایرن نشرانگر در ژنروم گيراه     ترنسکریپتوم نشان
اسرت و ایرن موضروع از اهميرت برالایی بررای        زیره سياه ایرانی

اصلاح نژاد این گياه برخوردار اسرت. البتره در بعضری مطالعرات     
اینرد  نشانگرهای مونونوکلئوتيدی را به دليرل امکران خطرا در فر   

. ) et al.Fungtammasan, (2015 کننرد یرابی لحراظ نمری   توالی
های این مطالعره بسريار برالا برود،     یابی نمونههرچند کيفيت توالی

هرای مونونوکلئوتيردی را هرم در ایرن     حال اگر این نشرانگر بااین
ی اهرای منفررد ایرن گيراه دار    درصرد ژن  11تحقيق لحاظ نکنيم 

 ند که ميزان بسريار مناسربی اسرت   ای هستنشانگرهای ریزماهواره
و  Grubisha ،در مطالعره مشرابهی روی زیرره سربز     (.3جردول  )

عدد ریزماهواره از ژنوم این گيراه   8086( تعداد 2018همکاران )
کرره بسرريار نزدیررك برره تعررداد ریزمرراهواره وردنررد آبرره دسررت 

ی دوترایی بيشرترین   ها. ریزماهوارهبودتحقيق این آمده در دستبه
بره خرود    3467را برا تعرداد    زیره سياه ایرانیدهنده يلتعداد تشک

در مطالعات مشابه دیگر نيرز بيشرترین تعرداد     دادند.اختصاص می

).et al,  ;2014دوتررایی بررود هررایریزمرراهوارهمربرروط برره 

2018) ,et al.2015; Bharti  ,et al.Fungtammasan  از . بعرد 
 1878و  0329ترایی برا تعرداد    ی تکری و سره  هاریزماهواره ،آن

یمر را تشرکيل   زیره سرياه ایرانری  های بيشترین تعداد ریزماهواره
ترایی  تایی و شرش ی چهارتایی، پنجهاریزماهوارهپایان، ادند. در د

(. ایرن نترایج مشرابه    4ادند )جردول  دیمکمترین ميزان را تشکيل 
، انگرور و  Arabidopsisمطالعات دیگر در گياهران زیرره سربز،    

) et al.2008; Bharti  ,et al.Senthilvel,  زمينری اسرت  برادام 

برود. در مطالعرات    A/T. بيشترین تکرار تك نوکلئوتيدی (2018
انجام شده روی کلزا و عدس نيز این موتيرف بيشرترین تکررار را    

در ميران   .) et al.2017; Sohrabi  ,et al.Chen, (2018داشرت  
 آنو پرررس از  AG/CTی دی نوکلئوتيررردی تکررررار تکرارهرررا

/ATAT  (. 3)شرکل   دهدیمبيشترین تکرار را به خود اختصاص
هرای دوترایی   گياه زیره سبز بيشترین تکرار در بين ریزماهواره در

بيشرترین تعرداد    AG/CTبرود و بعرد از آن    AT/ATمتعلق بره  
) et al.Bharti,  های دوتایی را به خود اختصاص دادریزماهواره

شرده   با این تحقيق حاصل. در مطالعات دیگر نتيجه مشابه (2018
را  هرا ماهوارهدهنده ریزبيشترین درصد تشکيل A/Tتوالی  است و

) Mukhopadhyay& Kumpatla, خود اختصاص داده است به

2017) ,et al.2014; Chen  ,et al.2005; Grubisha   در ميران .
بيشترین  AAG/CTTو  ATC/ATGی سه نوکلئوتيدی تکرارها

طرور کره   . همران ندرا به خود اختصاص داد اهماهوارهفراوانی ریز
هرای ریزمراهواره برا    فراوانری موتيرف   نمایان است، 4در جدول 

و این موضوع در مطالعات قبلری   ابدییمکاهش  آنهاافزایش طول 
 (. et al.,Hosseini 2018) شده است هم دیده
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 MISAتوسط شده های استخراج آمار کلی ریزماهواره -3جدول 

General statistics of microsatellites extracted by MISA .Table3 
   Evaluated statistics آماره بررسی شده

 

  number تعداد

 شدهی منفرد بررسیهاژنتعداد  

The number of examined unigenes  
45146 

 جفت باز() شدهی بررسیهایتوالطول نهایی مجموع 

The final length of the sum of the examined sequences (paired base) 
54646521 

 شدهی ریزماهواره شناسایینشانگرهاکل 

Total identified microsatellite markers  
8389 

 ی حاوی یك ریزماهواره هاتعداد توالی

Number of sequences containing a microsatellite 
6946 

 زماهوارهی حاوی بيش از یك ریهایتوالتعداد 

Number of sequences containing more than one microsatellite 
1192 

 ی ترکيبیهاتعداد ریزماهواره
Number of combined microsatellites 

793 

 

 سازی نوپدید زیره سیاه ایرانیهای ترانسکریپتوم حاصل از یکپارچهفراوانی ریزماهواره -4جدول 

 assembled transcriptome e novoDicrosatellites of the transcriptome resulting from the Frequency of m .4 Table
black cumin Persianof  

 تکرار

Repeats 
 یدينوکلئوت مونو

Mono-

nucleotide 

 یدينوکلئوت ید

Di-

nucleotide 

 یدينوکلئوت یتر

Tri-

nucleotide 

 یديتترا نوکلئوت

Tetra-

nucleotide 

 یديئوتپنتا نوکل

Penta-nucleotide  
 یديهگزا نوکلئوت

Hexa-nucleotide  
 مجموع

Total 

5 0 0 1107 34 15 36 1192 
6 0 1080 434 9 14 10 1547 
7 0 616 177 5 0 7 805 
8 0 466 67 1 0 9 543 
9 0 307 47 0 0 3 357 

10 990 196 13 0 0 0 1199 
11 477 138 3 0 1 2 621 
12 334 97 4 13 0 0 448 
13 237 93 11 0 0 0 341 
14 191 111 3 0 0 0 305 
15 126 72 4 0 0 0 202 
16 100 36 0 0 0 0 136 
17 94 32 3 0 0 7 136 
18 66 38 0 0 0 0 104 
19 60 21 0 0 0 0 81 
20 40 29 0 0 0 0 69 

≥ 21 180 125 0 0 0 0 305 
Total  2903 3467 1878 62 30 74 8392 
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 هاها بر اساس فراوانی موتیفریزماهوارهبندی طبقه -3ل شک

Figure 3. Classification of microsatellites based on the frequency of motifs 
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. الف( طبقه بندی کارکردی ترنسکریپتوم حاوی WEGOدر پایگاه داده  MISAی حاصل از هاتفسیر عملکردی ریزماهواره -4شکل 

 های منفرد حاوی ریزماهواره با فرایندهای ملکولیزماهواره. ب( میزان ارتباط ژنری

derived microsatellites in the WEGO database. A) Functional -of MISA Enrichment analysisFigure 4. 
 dual genes containingssociation of indiviAtranscriptome. b) containing -microsatelliteclassification of 

microsatellites with molecular processes 

 ب
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 :های منفرد حاوی ریزماهوارهبررسی عملکردی ژن
در  ریزماهواره های منفرد حاوینتایج بررسی عملکردی ژن

نشان داد که بيشترین ميزان تکرار  WEGOپایگاه داده 
ترتيب در قسمت اجزای سلولی، به هاریزماهواره

ی بيولوژیکی قرار ندهایفرا آخرلکولی و در وملکردهای مع
دارند. در قسمت اجزای سلولی بيشترین تعداد مربوط به 
سلول، بخش سلول، بخش داخل سلولی، داخل سلولی، 

های مربوط به اتصال غشایی بودند. در ارگانل، ارگانل
لکولی بيشترین درصد مربوط به وی مهاتيفعالقسمت 

ی بيولوژیکی هاتيفعالليکی بود. در قسمت ی کاتاهاتيفعال
ی بيولوژیکی بود هاتيفعالبيشترین ميزان مرتبط با تنظيم 

الف(. بررسی فعاليت عملکردی توسط پایگاه داده -4)شکل
WEGO یابی ترتيب جایگزینی غشایی، مکاننشان داد که به

تنظيم زیستی سلولی و ی سلولی هاتيفعالسلولی، تنظيم 
 دهندیمداری را به خود اختصاص ان معنیبيشترین ميز

های ب(. نتایج تفسير عملکردی نشان داد که ژن-4 )شکل
نشانگرهای ریزماهواره طيف وسيعی از  منفرد حاوی

یمی بيولوژیکی گياه زیره سياه ایرانی را پوشش هاتيفعال
ها که نتایج تفسير عملکردی کل خوانشو ازآنجایی دهند

سکریپتوم زیره سياه ایرانی در مرحله که ترن دهدیمنشان 
ی درگير در تکامل هاژن احتمالاًو نموی تشکيل دانه است 

در  موضوعاین  و رشد دانه حد بالایی از بيان را دارند و
ی اصلاحی برای کمك به اصلاح ژنتيکی هاطرحریزی برنامه

انجام شده روی این  تحقيقاتاین گياه مفيد خواهد بود. در 
های ریزماهواره شناسایی شده در گياهان نشانگراز  ،گياه
 et Soltani Howyzeh) خانواده آن استفاده شده استهم

2018 al.,) . استفاده از نشانگرهای ژنتيکی و ارتباط آنها با
تواند در انتخاب گياهان با صفت های مورد نظر میصفت

توانند با دقت بيشتری دلخواه کمك کننده باشد و محققان می
 یتوسعه نشانگرها یند اصلاح گياه را پيش ببرند.افر

بر، زمان موضوع كی یکتابخانه ژنوم قیاز طر ریزماهواره
 ینسل بعد یتوال نيي، اما تعاست پرهزینهپرزحمت و 

(NGSباعث توس )یتر نشانگرهاتر و ارزانسریع عه 
با  سهیدر مقا . et al.,(Zhang (2012 شده است ریزماهواره

 انتخاب محققانماهواره زیر هایگرها، نشانگرنشاندیگر 
چند  و وراثت غالب دارای رایز ،هستند اصلاح گياهان یبرا
 et (Liبيشتری دارند  یریو تکرارپذ یفراوان ی هستند وآلل

2002) al.,.  
 

 گیرینتیجه
 سياه در زیره ایریزماهوارهنشانگر  چيتا به امروز، ه   

 یور تحقيق بتهالاست،  استخراج و گزارش نشده
) et al.Bharti,  شده است انجام نشانگرهای دیگر این گياه

 یغربالگر قیاز طر ماهوارهزیر ی. توسعه نشانگرها(2018
 نهیگير و پرهزنسبتاً وقت ندیافر كی ریزماهوارهکتابخانه 

 با استفاده از تحقيق نیا. ) et al.Wei, (2011 است
رزشمندی از بانك ا جادیباعث ا RNAیابی توالی

نتایج این  شد. زیره سياه ایرانیبرای  ماهوارهزیر ینشانگرها
که رونوشت این گياه از تنوع بالایی داد تحقيق نشان 

های کدکننده این درصد توالی 11برخوردار است و حدود 
با توجه به اهميت  گياه دارای نشانگرهای ریزماهواره هستند.

نظر  به این گياه، دیکاربریندهای اصلاحی برای توسعه افر
آمده در این مطالعه دستلکولی بهونشانگرهای م رسدیم

تر این مفيد باشد و با بررسی دقيق ندهیآبرای مطالعات 
توان به شناسایی نشانگرهای مرتبط با صفات نشانگرها می

با توجه به نياز  برد. پی و اقتصادی این گياه داروییکليدی 
 توانیم ،ین گياه ارزشمند بومیاساسی و فوری برای نجات ا

یند اصلاح و توسعه ااز اطلاعات این تحقيق برای کمك به فر
ی اصلاحی استفاده کرد. نشانگرهای ریزماهواره هابرنامه

ی بين ژنی هایتوالشونده نسبت به ی بيانهایتوالحاصل از 
اصلاحی  یهابرنامهریزی از اهميت بالایی در طرح

های کارکردی مرتبط با ژن طور مستقيمهبرخوردارند، زیرا ب
 .  et al.,(Li (2002 هستند
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Abstract 
Persian black cumin is one of the most important endemic plants to Iran. Its seed is used in the 

daily diet of Iranians and also has medicinal properties and aromatic compounds. Unfortunately, 

there is little information about its genome and molecular markers. In this study, the 

transcriptome of Iranian black cumin was sequenced in the granulation stage and after 

extracting the microsatellites (SSR markers) related to this growth stage, their interpretation was 

done. After RNA extraction, the inflorescences and stems were sequenced. Sequencing depth 

and length were 6 GB and 150 bp pair-end, respectively. Sequencing data were analyzed using 

different softwares. De-novo assembly of Persian black cumin was performed by Trinity 

software. Microsatellite markers were extracted using MISA software. Finally, the functional 

interpretation of the microsatellite-containing sequences was performed by the WEGO database. 

The GC content of different samples was 47 to 50%. 8389 microsatellite markers were obtained 

from 45146 unigenes. At least 11% of unigenes contained microsatellites. A/T and AG/CT 

nucleotides had the highest percentage of microsatellite markers. Among the three nucleotide 

repeats, ATC/ATG and AAG/CTT had the highest frequency of microsatellites. The results of 

functional interpretation showed that unigenes containing microsatellite markers cover a wide 

range of biological activities of Persian black cumin and the genes involved in seed 

development and growth have a high level of expression. This study is the first report of 

microsatellite markers of Persian black cumin. The results of the present study can be useful in 

finding different markers for breeding programs and developing cultivars with different goals. 
 

Keywords: Next Generation Sequencing, Marker, Denovo Assembly, Functional Annotation  
 


