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 ( 1401/ 10/ 12تاریخ پذیرش:  -  1401/ 08/ 26)تاریخ دریافت:  
 

الطيب منبع ترکيبات دارويي مؤثر براي درمان اعصاب، صرع و مشکلات خواب  سنبل   گياه دارويي

ها در ترپنوئيدها( هستند که مسير بيوسنتزي آنها )سزکوئيت عمدتاً از دسته ترپناست. اين ترکيبا

الطيب تا حد کمي شناخته شده است. نظر به فقدان توالي ژنومي اين گياه، مطالعات مبتني بر  سنبل 

 rnaSPAdesو    Trinityکريپتوم حايز اهميت است. در اين مطالعه، دو ابزار  ترانس  de novoمونتاژ  

مونتاژ  ب ساخت  داده   de novoراي  و    SRRهاي  از روي  ادامه  در  انجام شد.  گياه  اين  موجود در 

شامل  به  کمکي  ابزار  بهينه،  مونتاژ  تعيين  اوليه    CD-HIT-ESTو    CAP3منظور  مونتاژهاي  روي  بر 

قبيل،   از  کيفيت  سنجش  ابزار  نتايج  به  توجه  با  شد.  و    rnaQUST  ،SeqKit statisticsاعمال 

BUSCO  ابزار دو  ترکيبي  اعمال   ،CAP3    وCD-HIT    روي لحاظ Trinity  (T-CAP-CDبر  از   )

گياه  ابزار  با  انتولوژي  مرحله  در  شد.  بهينه  مونتاژ  توليد  به  منجر  مختلف  ويژه،  -پارامترهاي 

 T-CAP-CDهاي مونتاژ  درصد از ژن  Hayai-Annotation Plants  ،78/57العاده سريع و جامع  فوق

، تعداد  KEGGشد. در بررسي مرتبط با بازسازي مسير  نويسي( حاشيه BP, MF, CCه )در سه زير گرو

و    30 ترپنوئيدها  بيوسنتزي  فقرات  ستون  مسير  در  ژني  مسير    7ارتولوگ  در  نيز  ژني  ارتولوگ 

سزکوئي خانواده بيوسنتز  فراواني  بيشترين  شد.  شناسايي  رونويسي  ترپنوئيدها  فاکتورهاي  هاي 

  درصد( بود. 6/6) MYBدرصد( و   3/7) NACدرصدbHLH  (5/9  ،)ه ترتيب متعلق ببه 

 

های کلیدی واژه  
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سنبل دارویی  )گیاه  به  Valeriana officinalisالطیب  متعلق   )

از    Caprifoliaceaeخانواده   بیش  شیمیایی   150و حاوی  ترکیب 

آن مهمترین  که  والپوتریاتاست  و  اسید  والرنیک  شامل  ها  ها 

سال(Zamini et al. 2016)باشد  می طول  در  ریزوم  .  از  ها 

بخشی در اضطراب الطیب برای درمان اعصاب، صرع و آرام سنبل

والرنیک اسید   .(Nandhini et al. 2018)  عصبی استفاده شده است 

سزکوئی نام  به  ترپنوئیدها  از  گروهی  زیر  به  ترپنوئیدها متعلق 

(Pyle et al. 2012)    خویشاوند جنس  دو  در  تنها  و  بوده 

Valeriana    وCentranthus   بافت در  اساساً  و  و  ریشه  های 

میگل تولید  بهآذین  اسید  والرنیک  بیوسنتز  مسیر  کامل  شود.  طور 

( موالاونات  مسیر  طی  اما  نشده  پیرو  MVAشناخته  فارنسیل  و   )

( میFPPفسفات  ساخته  تمایل .  (Wong et al. 2018)شود  ( 

یا   شیمیایی  مواد  از  جدید  داروهای  توسعه  به  روزافزون 

های دارویی و درمانی بالقوه  های ثانویه گیاهی با فعالیت متابولیت 

و نیز داشتن حداقل عوارض جانبی منجر به تحقیقات متمرکز بر  

است   شده  سنتی  طب  در  استفاده  مورد  گیاهان  روی 

(Cherukupalli et al. 2016)  .  گیاهان در  موجود  شیمیایی  مواد 

مسیرهای   از جمله  متنوعی  بیوسنتزی  مسیرهای  طریق  از  دارویی 

شوند. در هر موالونات، شیكیمیک، اسید استیک و غیره ساخته می

کننده سرعت وجود دارد که  های محدودیک از این مسیرها، آنزیم

پیشواکنش تبدیل  مسیر  در  کلیدی  را  های  محصولات  به  سازها 

میکا آنزیمتالیز  قبیل  این  شناسایی  بیوسنتز  کنند.  مسیر  در  ها 

ها گام های کدکننده آنهای ثانویه و همچنین بررسی ژنمتابولیت 

های موجود در مسیرهای  مهمی در راستای شناسایی و رفع گلوگاه

دارویی   گیاهان  اصلاح  متعاقباً  و  این خبیوسنتزی  در  بود.  واهد 

توالی بعزمینه،  نسل  ترانسNGS) 1  دییابی  به  (  منجر  کریپتوم 

های  تر مسیرهای ساخت متابولیت تر و کاوش عمیقشناخت دقیق

حوزه   در  کاربردی  ژنومیكس  تحقیقات  در  پیشرفت  و  ثانویه 

است   شده  دارویی   .Younessi-Hamzekhanlu et al)گیاهان 

2022)  . 

ترانستوالی زیرا  یابی  است؛  ضروری  دارویی  گیاهان  در  کریپتوم 

مدل  غیر  گیاهان  زمره  در  دارویی  گیاهان  از  توجهی  قابل  تعداد 

 
1 Next Generation Sequencing 

ژن مورد  در  کافی  تحقیقات  و  ژنومی  اطلاعات  و  های  بوده 

مكانیسم و  آن عملكردی  ژنتیكی  در  های  نیست.  دسترس  در  ها 

رین رشته تحقیقاتی و  تهای مختلف اومیكس، گستردهمیان گرایش

ترانس به  بررسی    کاربردی  امكان  زیرا  دارد؛  تعلق  کریپتومیكس 

افتراقی  ژن بیان  و  عملكردی  می (DEG)2های  فراهم  کند را 

(Junda Guo et al. 2021).   اسمبلی یا  کریپتوم ترانس  3مونتاژ 

ثانویه  به متابولیسم  تحلیل  و  تجزیه  برای  ضروری  فناوری  عنوان 

. بسته به وجود یا  (Tripathi et al. 2016)گیاهی ظهور کرده است  

ترانس مونتاژ  مرجع،  ژنوم  وجود  میعدم  را  دو  کریپتوم  به  توان 

( نو  از  مونتاژ  یا  و  مرجع  ژنوم  توالی  بر  مبتنی  عمده   deگروه 

novo  مدل غیر  دارویی  گیاهان  زیادی  تعداد  نمود. چون  تقسیم   )

با مشكل روبرو خواهد  توالی مرجع  بر  مبتنی  وجود دارد، مونتاژ 

ای از  مونتاژ  شد.  رو،  برای    de novoن  مناسب  مونتاژ  روش  تنها 

 .  (Junda Guo et al. 2021) گیاهان دارویی غیر مدل است 

توالی مونتاژ  امروزه  حاشیه  de novoیابی،  یک  4نویسی و 

میرانست را  آزمایشگاهکریپتوم  از  بسیاری  در  سهولت  با  ها  توان 

می کار  جریان  حال،  این  با  داد.  باشد.  انجام  برانگیز  چالش  تواند 

های مربوطه آشنا باشند، بلكه محققان این زمینه نه تنها باید با رویه

مونتاژ   برای  اختصاصی  ابزار  مجموعه  بین  از    de novoباید 

 ;Bushmanova et al. 2018; Chang et al. 2015)کریپتوم  ترانس

Henschel et al. 2012; Kannan et al. 2016; Liu et al. 2016; 

Peng et al. 2013; Robertson et al. 2010; Xie et al. 2014)  ،

کنند. در مرور   انتخاب  نیز  این منظور  منابع انواع مناسب را برای 

تحقیقات   با  پردازش  RNA-seqمرتبط  مراحل  و  ابزار  تنوع   ،

از طرف دیگر،های حاصله مشاهده میداده یک    RNA-seqشود. 

نیز  منابع محاسباتی  با  آشنایی  کار محاسباتی فشرده است و عدم 

به  می زیادی  مطالعات  اخیر،  سالیان  در  باشد.  بزرگی  مانع  تواند 

ترا مونتاژ  ابزار  بین  پرداختهنسمقایسه   .Chen et al)اند  کریپتوم 

2011; Geniza and Jaiswal 2017; Voshall and Moriyama 

دارند؛ (2018 مشترک  نظر  نكته  بر یک  مطالعات  این  تمام  البته،   .

داده تمام مجموعه  برای  بهینه  مونتاژ  ابزار  -RNAها  امروزه، هیچ 

Seq   د ندارد  وجو(Hölzer and Marz 2019) برخی ابزار مناسب .

 
2 Differential Gene Expression 
3 Assembly 
4 Annotation 

  مقدمه 
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سادهرونوشت  پروکاریوتهای  در  مخصوص  تر  برخی  و  بوده  ها 

ایزوفرم متناوب  ایجاد  پیرایش  از  حاصل  در  SA)1های   )

 ها هستند.  یوکاریوت

ایجاد   برای  مختلف  ابزار  از  استفاده  و  انتخاب  مقایسه،  بنابراین، 

مونتاژ   داده  de novoیک  روی  از  و    RNA-Seqهای  جامع 

اهداف بهره به  نیل  جهت  حاصله  نتایج  از  اصولی  برداری 

نویسی ضروری  و حاشیه  2ردیفیدست از قبیل انجام انواع همپایین

میبه بهنظر  رویكرد  این  دارویی  رسد.  گیاهان  خصوص  در  ویژه 

می زیرا  بود؛  خواهد  راهگشا  بسیار  مدل  پیشغیر  با  بینی  تواند 

بیوسنتزی  ژن مسیرهای  در  دخیل  رونویسی  فاکتورهای  و  های 

دهد   قرار  محققان  اختیار  در  مفیدی  اطلاعات   Zhou)ناشناخته، 

and Zhu 2020)  . 

یابی  های توالیکریپتوم با استفاده از فناورییابی ترانساخیراً، توالی

به طور گسترده برای توصیف   RNA-Seq یابییا توالی نسل بعدی

های ثانویه استفاده شده  ها در بیوسنتز متابولیت ها و عملكرد آن ژن

بیشتر  به  .(Angeloni et al. 2011) است   منظور شناسایی و درک 

بیوسنتز سزکوئی در جنترپنمسیر  مطالعات  ها  والرین،  -RNAس 

seq  گونه  .V. officinalis  (Yeo et al. 2013)،Vهای  در 

jatamansi  (Shuang and Chenshu 2020)    وV. fauriei  (Park 

et al. 2016)   .گزارش شده است 

مونتاژ   تحقیق،  این  ابزار    de novoدر  دو  کمک  و   Trinityبا 

rnaSPAdes  داده مجموعه  روی  گیاه    RNA-Seqهای خام  بر  در 

بهینه، بررسی دارویی سنبل تعیین مونتاژ  از  انجام شد. پس  الطیب 

های مهم فاکتورهای رونویسی و  بندی خانوادهانتولوژی ژنی، گروه

مسی بهبازسازی  ترپنوئیدها  متابولیكی  شناسایی  ر  منظور 

تواند به درک  های ژنی مهم در این مسیر ارائه شد که می ارتولوگ

 
1 Alternative Splicing 
2 Blast 

 ترپنوئیدها کمک نماید.  بهتر مسیر بیوسنتز سزکوئی

 

خام    5تعداد   داده  ،  SRR125357شامل    SRRمجموعه 

SRR125358  ،SRR125359  ،SRR343119    وSRR14294419  

سنبلم به  اروپا  ربوط  نوکلئوتید  آرشیو  از  دانلود  ENA)3الطیب   )

 (. 1 شد )جدول

خوانش کیفیت  ابتدا،  حضور SRRدر    در  لحاظ  از  انتخابی  های 

محتوی   باز  GCآداپتور،  محتوی   ،N  سطوح توالی،  طول  توزیع   ،

ابزار   کمک  با  غیره  و   FastQC v0.11.9  (Andrewsدوپلیكیشن 

نتایج    (2010 طبق  گرفت.  قرار  بررسی  ابزار FastQCمورد  از   ،

Trimmomatic v.0.36  (Bolger et al. 2014)  حذف به منظور 

( پایین  کیفیت  با  توالیQ<20بازهای  حذف  و  آداپتوری (  های 

مو  تنظیمات  شد.  در  استفاده  استفاده  شامل   Trimmomaticرد 

(ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:3 

TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36 .بود )

خوانش نرمسپس  کمک  با  حاصله    Rcorrector v1.2افزار  های 

(Song and Florea 2015)  باقی خطاهای  لحاظ  مورد  از  مانده 

 غربال و تصحیح قرار گرفتند.  

تصحیحخوانش ابزار های  دو  توسط  قبل،  مرحله  از  حاصل  شده 

و   k-mer=25با    Trinity v.2.9.1  (Grabherr et al. 2011)مونتاژ  

rnaSPAdes v.3.15.4  (Bushmanova et al. 2018)    حالت با 

انتخاب  اتو  برای  برابر    k-merماتیک  کانتیگ    200و حداقل طول 

 های منفرد فرضی، مونتاژ شدند.در قالب رونوشت 

 

 
3 https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/text-

search?query=valeriana 

 
 الطیب. کریپتوم سنبلترانس de novoمنظور مونتاژ به SRR( paired-endهای خام )مشخصات مجموعه داده -1جدول 

Base Count (Gb) Description SRR 

4,342 Illumina Genome Analyzer IIx paired end sequencing; Leaf PE RNA-Seq SRR125357 
5,032 Illumina Genome Analyzer IIx paired end sequencing; Stem PE RNA-Seq SRR125358 
4,684 Illumina Genome Analyzer IIx paired end sequencing; Stem PE RNA-Seq SRR125359 

6,926 Illumina Genome Analyzer II paired end sequencing; Transcriptome analysis of the 

root SRR343119 

0.076 Illumina MiSeq paired end sequencing; Angiosperms353 Hyb-seq SRR14294419 

  هامواد و روش
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رونوشت به داشتن  تزایدمنظور  کاهش  نیز  و  بلندتر   1های 

کانتیگ نرم)افزونگی(  تنظیم  CAP3 v.2.0.0افزار  ها،   overlapبا 

length cutoff > 15 (40)  وoverlap percent identity cutoff N 

ابزار    (90) 65 < همچنین،  شد.   CD-HIT-EST v.4.6.1استفاده 

(Fu et al. 2012)  توالی بیشتر  حذف  و  برای  کوتاه  تزایدی  های 

کانتیگخوشه غیربندی  )به-های  های unigeneعنوان  تزایدی 

(. برای هر دو  2کار رفت )جدول  هشده( درون مونتاژها ببینیپیش

 0.95ترتیب معادل  به  c  (word size)   و  n  (identity)  ابزار، مقادیر

کدک   8و   نواحی  نهایت،  در  شد.  گرفته  نظر  ) در  در CDSننده   )

unigeneمونتاژ نرمهای  توسط    v.5.5.0  TransDecoderافزار  شده 

(minimum protein length=100 .مشخص شد ) 

و   CAP3مونتاژهای حاصل از دو ابزار فوق و نیز اعمال دو ابزار  

CD-HIT-EST    آماره2)جدول لحاظ  از  آزمون (  برای  پایه  های 

شدند.    "بودنکامل"و    "دقت " آمارهبررسی  تعداد این  شامل  ها 

رونوشت  طول  متوسط  و رونوشت،  کلی  طول  مونتاژشده،  های 

 طول  کل   از  50%که    گیطول کانت   نیترعنوان کوتاهبه)  N50طول  

 rnaQUASTافزار  ( بود که از طریق نرمدهدمی  نشان  را  مونتاژشده

v.2.2.1  (Bushmanova et al. 2016)    باmin_alignment=50   و

SeqKit ststistics v2.3.1  به گرفت.  قرار  بررسی  منظور  مورد 

مونتاژها  "بودنکامل"ارزیابی   از  یک  ژن )   هر  از  تعداد    ی هاچه 

ها  تطابق  نیا   ایهستند و آ  یورود  ی هاتطابق در داده  یدارا   عمومی

 BUSCO v.5.3.2از ابزار  ،  (تمام طول هستند  ایتكه  تكه   ،یتكرار

(Paradis and Schliep 2019)    مبنای   Viridiplantea_odb10بر 

را    عمومی  نسخه -تک  یهااز ژن  ی اابزار مجموعه  نیااستفاده شد.  

داده  از   ی نگهدار  OrthoDB  (Zdobnov et al., 2021)  پایگاه 

 . کندیم

خانواده شناسایی  پروتئینی  برای  توالی  رونویسی،  فاکتورهای  های 

داده   پایگاه  از  گیاهان  تمام  در  رونویسی  فاکتورهای  تمام 

PlantTFDB v.5  (http://planttfdb.gao-lab.org  دانلود شد. در )

Blastx  (-outfmt 6 -max_target_seqs 1 -evalue 1e-5 )ادامه،  

در مقابل این    الطیب های مونتاژشده سنبلunigeneبرای جستجوی  

 پایگاه انجام شد.  

حاشیهبه ترانسمنظور  عملكردی  آنلاین نویسی  ابزار  کریپتوم، 

 
1 redundancy 

Hayai-Annotation Plants v2.0  
(http://pgdbjsnp.kazusa.or.jp/app/hayai2به سیستم (  عنوان 

قرار  حاشیه استفاده  مورد  گیاهی  اختصاصی  عملكردی  نویسی 

و حداقل   10-5برابر     evalueگرفت. در تنظیمات این ابزار، بیشینه

برابر   توالی  از    50همسانی  ابزار  این  شد.  گرفته  نظر  در  درصد 

 کند.  ه میاستفاد KusakiDB v1.0پایگاه داده  

بینی مسیرهای متابولیكی در  ها و پیشمنظور تخصیص ارتولوگ به

اسیدی  سنبل آمینو  توالی  مونتاژunigeneالطیب،  توسط    های  شده 

 .GhostKOALA  (Kanehisa et alوارد    TransDecoderافزار  نرم 

حاشیه  (2016 تا  شماره  KOنویسی  شد  به Kهای  )اختصاص   )

ابزارداده از  استفاده  با  سپس  گیرد.  تعلق  ورودی   Keggهای 

Mapper  (Kanehisa and Sato 2020; Kanehisa et al. 2022)  ،

نقشه  KOنویسی  حاشیه مسیر  به  ماژول  KEGGهای  های  و 

KEGG   .مرتبط شد 

 

ابزار   از  استفاده  مونتاژ rnaSPAdesو    Trinityبا  دو   ،

روی  ترانس از  )  5کریپتوم  خام  داده  شد.  SRRمجموعه  ساخته   )

های  در خصوص آماره  SekKitو     rnaQUASTافزارنتایج دو نرم

رونوشت  با  جدول    مونتاژ  هایمرتبط  در  شده    2شده  خلاصه 

مونتاژ   به  مربوط  مقدار  بیشترین  رونوشت،  تعداد  لحاظ  از  است. 

بوده است. کمترین تعداد رونوشت پس از   Trinityحاصل از ابزار  

ابزار   از دو  ترکیبی  بر  به  CD-HIT-ESTو    CAP3استفاده  ترتیب 

ابزار   از  حاصل  مونتاژ  و  rnaSPAdes  (129018روی   )Trinity 

به133148) )جدول  (  آمد  ب2دست  بیشترین  ه(.  کلی،  طور 

از  آماره مونتاژ حاصل  در  میانگین طول رونوشت  به  مربوطه  های 

rnaSPAdes    اعمال شد.  مونتاژ    CD-HIT-ESTمشاهده  روی  بر 

Trinity  (T-CD نظر طول رونوشت از  را  میانگین  کمترین  های  (، 

آماره  مونتاژ کرد.  ایجاد  ترتیب به  T-CDو    R-CAPدر    N50شده 

)جدول   بود  خود  مقدار  کمینه  و  بیشینه  ابزار  2در  از  استفاده   .)

CAP3    اولیه مونتاژ  دو  روی  به   rnaSPAsedو    Trinityبر  منجر 

و متوسط طول رونوشت    N50هایی با بالاترین میزان  تولید کانتیگ

آماره   موارد،  تمام  بین  در  محتوی    Q20شد.  درصد  و  برابر صفر 

GC  آماره  ش تغییرات بسیار اندکی بود.  دستخوQ20  دهد نشان می

  نتایج 
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بار است. به عبارت دیگر، در   100در    1که فراخوانی باز اشتباه،  

توالی شده است،    100هر   تعیین  که  اشتباه وجود دارد.    1باز  باز 

با کیفیت مونتاژها،  به پارامترهای مرتبط  تأثیر منفرد منظور بررسی 

ابزار   دو  ترکیبی  مونتاژها   CD-HIT-ESTو    CAP3و  کیفیت  بر 

شد.   آنالیز  بررسی  ارزیابی  به  BUSCOنتایج    "بودنکامل"منظور 

)شكل  سنبل  کریپتومترانس   de novoمونتاژهای   نشان  1الطیب   )

ابزار   که  تولید    rnaSPAdesداد  لحاظ  single-copy   (148  )از 

ابزار   ری  های کمتDuplicateبهتر بوده و تعداد    Trinityنسبت به 

( بوده است.  Missingتولید کرده و همچنین، فاقد پارامتر مفقود )

، بالاترین میزان تولید  CD-HITو  CAP3اما پس از اعمال دو ابزار  

single-copy    مونتاژ و    Trinity-CAP3-CD-HIT-ESTدر 

Trinity -CD-HIT-EST به مقادیر  ،  با  بوده    185و    188ترتیب 

اعمال موارد،  تمام  بین  در  پارامتر    CAP3  است.  افزایش  به  منجر 

Missing    شكل( است  مونتاژ  1شده  ارزیابی،  نتایج  طبق  بر   .)

Trinity  ابزار دو  اعمال  از  پس   ،CD-HIT-EST  (T-CD و  )

CAP3  (T-CAP-CDرا می )عنوان مونتاژ بهینه برای ادامه  توان به

 مطالعات انتخاب نمود. 

 Hayai-Annotation  نویسی عملكردی با ابزاز آنلاین نتایج حاشیه

Plants v2.0      نشان    2بر روی تمام مونتاژهای مندرج در جدول

مونتاژ   که  تعداد    T-CAP-CDداد  مجموع    29690با    133148از 

های unigeneدرصد(، بیشترین میزان    22/ 2رونوشت )یعنی معادل  

مونتاژ  نویسیحاشیه در  داشت.  را  بیشترین  T-CAP-CDشده   ،

( عملكردهای  CCربوطه به اجزای سلولی )درصد( م  34/ 4تعداد )

 ( بوده است. MFمولكولی )

 
 .SeqKit statisticsو  rnaQUASTالطیب با استفاده از دو ابزار شده سنبل های مونتاژههای حاصل از رونوشتآماره -2جدول 

( Trinity/ rnaSPAdesروی  CD-HIT-EST)اعمال  T/R-CD(، Trinity/ rnaSPAdesروی  CAP3)اعمال T/R (Trinity/ rnaSPAdes،) T/R-CAP اختصارات:

 Contigها. آماره ؛ متوسط طول رونوشتAve. len. of transcripts(. آماره Trinity/ rnaSPAdesروی  CD-HIT-ESTو  CAP3 ترتیب)اعمال به T/R-CAP-CDو 

N50آماره   .دهدمی نشان را شده مونتاژ طول کل از 50%که  گ ی طول کانت  نیترکوتاه  ؛Q20 است. 100در  1؛ فراخوانی باز اشتباه برابر 

 

 
 . Viridiplantea_odb10الطیب با کریپتوم سنبلترانس de novoبر روی مونتاژ  BUSCOنتایج ارزیابی  -1شكل 

Statistics T T-CAP T-CD T-CAP-CD R R-CAP R-CD R-CAP-CD 

Transcripts                                                                276912 183952 168712 133148 156569 133890 140356 129018 

Transcripts > 500 bp                                                       136633 103805 69553 66819 84568 69287 70911 64772 

Transcripts > 1000 bp                                                       78406 62258 36875 37924 52301 45452 43192 41686 

Ave. len. of transcripts                                   878.416 992.699 752.375 887.3 982.646 1018.035 925.12 974.6 

Contig N50 1502 1648 1292 1510 1720 1899 1663 1820 

Q20 (%) 0 0 0 0 0 0 0 20 

GC (%) 40.36 40.22 40.16 40.12 40.5 40.48 40.51 40.49 
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( مولكولی  عملكردهای  )MFگروه  زیستی  فرآیندهای  و   )BP  )

درصد در رتبه دوم و سوم قرار گرفتند.   31/ 7و    33/ 9ترتیب با  به

  Integral component of membrane  ،Nucleous(،  CCدر گروه )

)  Cytoplasmو   گروه  در  بودند.  اولیت  گروهMFدر  زیر  های  (، 

ATP binding  ،Metal ion binding  وStructural constituent of 

ribosome  حاشیه ژن  فراوانی  بیشترین  بو   نویسیدارای  ند.  دشده 

( گروه  گروهBPدر  زیر   Translation،Regulation ofهای  (، 

Transcription    وCarbohydrate metabolic process    بیشترین

مورد برتر در هر   10؛  2تعداد را به خود اختصاص دادند )شكل  

 زیر گروه انتولوژی(.  

پس از اعمال ترکیبی   Trinity(، مونتاژ  2-3طبق نتایج مرحله قبل )

CAP3    وCD-HIT-EST    تحت عنوان مونتاژT- CAP-CD    برای

  این بررسی انتخاب شد. در مرحله شناسایی فاکتورهای رونویسی، 

مورد جستجو قرار    PlantTFDBمونتاژ فوق در مقابل پایگاه داده  

های کدکننده  unigeneعدد از    121181گرفت. طبق نتایج، تعداد  

قالب   در  رونویسی  و    58فاکتورهای  شناسایی  مختلف  خانواده 

خانواده  گروه شدند.    NACو     bHLH،MYB   ،ERFبندی 

فراوانی  به با  فراواندرصد  5/ 8و    6/ 3،  7،  8/ 6ترتیب  ترین ، 

های فاکتورهای رونویسی بودند. نادرترین خانواده مربوط  خانواده

 (. 3بود )شكل   Arabidopsis STERILE APETALA(SAP)به 

 

 
برتر در هر زیر گروه    مورد 10الطیب. فقط کریپتوم سنبلترانس de novoهای کدکننده پروتئین در مونتاژ بینی ژنمنظور پیش( بهGOارزیابی انتولوژی ژن )  -2شكل 

 انتولوژی نمایش داده شده است. 

 

 
- PlantTFDB.( -max_target_seqs 1و پایگاه داده  T-CAP-CDهای فاکتورهای رونویسی بر مبنای جستجوی همولوژی بین مونتاژ توزیع فراوانی خانواده -3شكل 

evalue 1e-5)Blastx  . 
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نتایج   تعداد  GhosKOALAطبق  از    35/ 7)  2653،  درصد( 

unigeneحاشیه ورودی،  کردند.    KOنویسی  های  دریافت  را 

به فراوانی  خانوادهبیشترین  به  مربوط  دخیل  ترتیب  پروتئینی  های 

و   کربوهیدرات  متابولیسم  ژنتیكی،  اطلاعات  پردازش  در 

رسانی بود. بر  های پروتئینی مسئول پردازش سلولی و پیامخانواده

های موجود در مونتاژ  نوشت ، روKEGG MAPPERاساس نتایج  

T-CAP-CD    شكل    425در( شدند  توزیع  دسته 4مسیر  در   .)

( ترپنوئیدها  از    map00900  ،)35متابولیسم  به  unigeneمورد  ها 

در   تعلق داشت. همچنین،  ترپنوئیدها  فقرات  بیوسنتز ستون  مسیر 

( مونوترپنوئیدها  بیوسنتز  سزکوئیmap00902مسیر   ،)-  

)تری دیmap00909ترپنوئیدها  و   )( (  map00904ترپنوئیدها 

از    8و    7،  1ترتیب  به ژنحاشیه  unigeneعدد  شد.  های  نویسی 

( مونواکسیژناز  اسكوالن  فارنسیلK0051کدکننده  فسفات  دی-(، 

( ترانسفراز  آلفاk00801فارنسیل   ،)- ( سینتاز  (،  K14173فارنِسن 

( سینتاز  جِرماکرین  K14175نرِولدیول   ،)D  ( (، K15803سینتاز 

)-بتا )K15813آمیرین سینتاز  فارنسول دهیدروژناز  (  K15891( و 

سزکوئی مسیر  مسیر  تری-در  از  پس  شد.  شناسایی  ترپنوئیدها 

( map00940بیوسنتز ترپنوئیدها، مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها )

)  17با   فلاوونوئیدها  بیوسنتز  مسیر  با  map00941و  عدد   14( 

unigeneنویسی  اشیه، بیشترین میزان حKO    را به خود اختصاص

 دادند.  

 
با استفاده از ابزار  T-CAP-CDهای سبز( در مونتاژ شده )مستطیلنوسیهای حاشیهunigene( حاوی map00900مسیر بیوسنتز ستون فقرات ترپنوئیدها ) -4شكل 

KEGG Mapper. 
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بیوسنتز "، "بیوسنتز ستون فقرات ترپنوئید"های مربوط به سه ماژول  در زیر ماژول T-CAP-CD شده در مونتاژنوسیهای حاشیهunigeneتوزیع فراوانی  - 5شكل 

 .KEGG Mapperبا استفاده از ابزار  "بیوسنتز ترکیبات فیتوشیمیایی"و  "ترپنوئیدهای گیاهی

 

شده  نویسیهای حاشیهunigeneنشان داد که    KEGGبررسی مسیر  

م  116به   در  دارند.  تعلق  فقرات  "اژول  ماژول  ستون  بیوسنتز 

ایزوپرنوئید  "ترپنوئیدها بیوسنتز  ماژول  زیر   ،C5    غیر مسیر  از 

ماژول   در  و  متابولیت "موالونات  سایر  ثانویهبیوسنتز  زیر  "های   ،

به مونولیگنول  بیوسنتز  با  ماژول  در    11و    8ترتیب  ماژول،  زیر 

تعداد زیر ماژول ) به زیر ماژول بیوس2صدر بودند. کمترین  نتز  ( 

 (. 5تعلق داشت )شكل  GA4/GA1جیبرلین 

 

ترانس مونتاژ  برای  متنوعی  است.  ابزار  دسترس  در  کریپتوم 

آماره یافته همچنین،  توسعه  ابزار  این  ارزیابی  برای  متعددی  های 

معمول از  برخی  آمارهاست.  متوسط  ترین  کانتیگ،  تعداد  ها شامل 

کانتیگ،   هستند  Nx)یا    N50طول   )(Behera et al., 2021)  در  .

آماره   مبین  N50خصوص  شود،  مشاهده  بیشتری  مقدار  چه  هر   ،

های  ها برای تشكیل کانتیگاین است که تعداد بیشتری از خوانش

کردهبزرگ همپوشانی  می  تر،  تأیید  را  مونتاژ  بهتر  کیفیت  کند و 

(Biswal et al. 2021)  .  که شد  متذکر  یا N50باید  تداوم   ،

می ارزیابی  را  کانتیگ  اندازهپیوستگی  برای  معیاری  و  گیری  کند 

 .  (Li et al. 2014)دقت نیست  

برا  کی  CD-HITابزار   پرکاربرد    ی هایتوال  یبندخوشه  یبرنامه 

کاهش  به  زیستی سا  یتوال  تزایدمنظور  عملكرد  بهبود    ر ی و 

میزان   .(Fu et al. 2012)  است   یتوال  یهالیتحل در  کاهش 

اعمال  رونوشت  از  پس  خوشهبه  CD-HIT-ESTها  بندی علت 

گزارش   نهایی  مونتاژ  به  نیل  در  تزاید  حذف  و  اولیه  مونتاژهای 

 .   (Evangelistella et al. 2017)شده است 

از   افزایش میزان    CAP3در مطالعه حاضر، استفاده  و    N50باعث 

کانتیگ ادغام  از  ناشی  که  شده  رونوشت  طول  های  متوسط 

 Hoang et)ها است  scafoldیكدیگر در حین تشكیل    همپوشان با

al. 2018) .  در مطالعات مختلف، استفاده ازCAP3   منجر به کاهش

رونوشت  تعداد  توجه  نتایج  قابل  که  شده  مونتاژ  از  حاصل  های 

می تأیید  را   Duan et al. 2012; Yang and) کند  مطالعه حاضر 

Smith 2013)  . 

 است؛  آلدهیا  مونتاژ  "بودنکامل"  یسازیکم  یبرا  BUSCOابزار  

از نظر   ،نسخهتک  ها تنها درآن   افتن یها در ژنوم و  ژن  افتنی  رایز

است  تكامل مهم  سطوح   .(Waterhouse et al. 2013)ی  اصولاً، 

مقدار  این  افزایش  و  بوده  مونتاژ  بهتر  کیفیت  مبین  تزاید،  پایین 

است  نشان مونتاژ  حین  در  فنی  مشكلات   .Manni et al) دهنده 

ن(2021 مطالعه حاضر  نتایج  ابزار  .  اعمال  که  داد  -CD-HITشان 

EST  بهمی )تواند  تزاید  از  بالایی  میزان  مؤثر،   Duplicatedطور 

  بحث
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BUSCO(D)  ابزار از  مونتاژ حاصل  در  را   )Trinity   .کاهش دهد

ابزار، ، یا   Missing BUSCO(M)  پارامتر مهم دیگر در نتایج این 

و    CD-HIT-ESTو    CAP3است. اعمال ترکیبی دو ابزار    "مفقود"

منفرد   اعمال  مونتاژ    CD-HIT-ESTهمچنین  روی  از   Trinityبر 

تک بیشتر  تعداد  )لحاظ  کمتر Single-copy(S)نسخه  تعداد  و   )

دهد. در یک  (، کیفیت بهتری در بین سایرین نشان می240تزاید )

اعمال   مونتاژ    CAP3مطالعه،  روی  کاهش    Trinityبر  به  منجر 

از   ن  2/ 6به    3/ 1تزاید  در  که  نمایان  شده  نیز  حاضر  مطالعه  تایج 

منظور حذف بیشتر  . همچنین، به(Yang and Smith 2013)است  

نیز قبلاً گزارش شده    CAP3پس از    CD-HIT-ESTتزاید، اعمال  

 . (Feldmesser et al. 2014)است 

آنلاین ابزار  از  ژن  انتولوژی  مرحله   Hayai-Annotationبرای 

Plants  شد.فاست که   اده  شد  مشخص  ژن  انتولوژی  بررسی  در 

تخصیص   فراوانی  عملكردهای    GOبیشترین  گروه  به  مربوط 

گروه زیر  گروه،  این  در  و  بوده  انواع  مولكولی  شامل  عمده  های 

)به  پروتئین اتصالی  یونATPهای  و  ،  فلزی  قرار  DNAهای   )

تعداد   از    31379دارند.  مونتاژ  unigeneعدد  ،  T-CAP-CDهای 

حاشیه میبدون  که  بوده  پایگاه  نویسی  نوع  انتخاب  دلیل  به  تواند 

نویسی  داده در مرحله بررسی همولوژی، انتخاب نوع ابزار حاشیه

از حد   یا کوتاهی بیش  با دمینunigeneو  های  ها و عدم پوشش 

 باشد.     (Zhou and Zhu 2020)ه شد پروتئینی محافظت 

بیشترین  که  شد  مشخص  همولوژی  تعیین  بررسی  از  پس 

unigeneر فاکتورهای  کدکننده  خانواده  ها،  از  ، bHLHونویسی 

MYB  ،ERF    وNAC    بودند. نقش فاکتورهای رونویسیbHLH ،

ERF    وMYB    سلولی نمو  و  گیاهی  ثانویه  متابولیسم  تنظیم  در 

نقش   (Chezem and Clay 2016)اختصاصی   ظهور  و  نو  های 

 Kumar)در گیاهان دارویی    NACاده فاکتورهای رونویسی  خانو 

et al. 2021)    ترپنوئیدهای بیوسنتز  مسیر  در  است.  شده  اثبات 

گیاهی، موارد فراونی از نقش فاکتورهای رونویسی در مرور منابع  

در     bHLH(MYC2)  توان یافت. برای مثال، فاکتور رونویسیمی

به ژنآرابیدوپسیس  پروموتر  به  مستقیم  کدکننده  طور  های 

های فرار را  ترپنرهاسازی سزکوئیها متصل شده و  ترپنسزکوئی

در    SmMYB9bبیان  . بیش(Hong et al. 2012)افزایش داده است  

گیاه دارویی مریم گلی منجر به افزایش بیوسنتز ترپنوئید تانشیونین  

ژن  CitERF71  یسیفاکتور رونو . (Zhang et al. 2017)شده است 

سنتاز   م  CitTPS16ترپن  فعال  سنتز  یرا  در  که  در ژرانیول  کند 

بیان   همچنین، بیش .(Li et al. 2017) نقش دارد نیر ینارنج ش وهیم

AaNAC1   در گیاه دارویی آرتمیزیا باعث افزای تولید ترپنوئیدهای

بهآرتمزینین و دی آرتمیزینیک اسید  به میزان  هیدرو  و   79ترتیب 

تولید مشتقات  (Lv et al. 2016)درصد شده است    150 به  نظر   .

الطیب،  ها از قبیل والرنیک اسید در گیاه دارویی سنبلترپنسزکوئی

می نتایج  این  از  ارتولوگاستفاده  یافتن  جهت  مهم  تواند  های 

ترپنوئ بیوسنتز  یدها و فاکتورهای رونویسی متعدد دخیل در مسیر 

های اصلاحی در این گیاه دارویی بسیار  ها در برنامهاستفاده از آن

 ارزشمند باشد.  

متابولیكی   مسیرهای  نتایج  بررسی  که    KEGGدر  شد  مشخص 

های کدکننده مسیر نویسی ژناز لحاظ حاشیه  T-CAP-CDمونتاژ  

غنی ترپنوئیدها،  فقرات  ستون  مسیرهای  بیوسنتز  سایر  از  تر 

بو  شكل  متابولیكی  به  توجه  با  است.  ژن 4ده  عمده  بخش  های ، 

تعلق دارد. با   MEP/DOXPکدکننده به دو مسیر مهم موالونات و  

پیش اهمیت  به  در  توجه  نوعی  به  که  پیروفسفات  ایزوپنتنیل  ساز 

کدکننده   ژن  سه  دارد،  قرار  ترپنوئیدها  مسیر  انشعابات  مرکز 

نامآنزیم  به  سوبسترا  این  تولیدکننده  اهای  فسفات  های  یزوپنتنیل 

( دیEC: 2.7.4.26؛  ipkکیناز  بوتنیل  متیل  هیدروکسی  فسفات  (، 

( دیEC: 1.17.7.4؛  isPHریداکتاز  ایزوپنتنیل  و  دلتا  (  فسفات 

از اهمیت ( شناسایی شد که میEC: 5.3.3.2؛  idiایزومراز ) تواند 

دی تولید  به  منجر  آخر  آنزیم  باشد.  برخوردار  آلیل بالایی  متیل 

میپیروفسف نیز  )شكل  ات  حاشیه4شود  نتایج  طبق  نویسی  (. 

KEGGفسفات سینتاز )، آنزیم فارنسیل دیFDPS  ؛EC: 2.5.1.1, 

نیز در مونتاژ  2.5.1.10  )T-CAP-CD    با ترکیب شناسایی شد که 

دی ) ژرانیل  دیGPPفسفات  ایزوپنتنیل  و  فرنسیل  (  فسفات، 

بهدی را  پیشفسفات  سزکوئعنوان  بیوسنتز  مسیر    -ی/تری ساز 

 کند.  ترپنوئیدها تولید می

سزکوئی/تری بیوسنتز  مسیر  بررسی  این،  بر  ترپنوئیدها    -علاوه 

نویسی  های این مسیر حاشیهژن کدکننده برای آنزیم 7نشان داد که 

جِرماکرین   بین،  این  در  است.  )  Dشده  یا K15803سینتاز   )

ا  ب   Dو    Cالطیب، واسطه تشكیل جرماکرین  ارتولوگ آن در سنبل

پیش از  است  استفاده  پیروفسفات  فارنسیل   .Pyle et al) ساز 
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آلفا(2012 آنزیم  این مسیر،  فرنسن سینتاز    -. گزینه مهم دیگر در 

پروتئین حاوی دمین ترپن سینتاز می به عنوان یک  که  تواند  بوده 

بر بهنامهدر  و  کلونینگ  بیوسنتز  های  مسیر  بیشتر  درک  منظور 

الطیب مفید واقع شود. علاوه  ها در گیاه دارویی سنبلترپنسزکوئی

دی فارنسیل  آنزیم  شناسایی  این،  ترانسفراز  بر  فارنسیل  فسفات 

(FDFT1  ؛EC: 2.5.1.21مسیر سزکوئی/تری در  نیز -(  ترپنوئیدها 

من نوعی  به  زیرا  است؛  توجه  پیشقابل  سوق  به  کلیدی  جر  ساز 

رقیب   مسیر  و  اسكوالن  تولید  سمت  به  پیروفسفات  فارنسیل 

میتری میترپنوئیدها  جنبه  این  از  یافته  این  برای  شود.  تواند 

 که  الطیب مهم باشدهای تحقیقاتی آینده در گیاه سنبلریزیبرنامه

آنزیم   کدکننده  ژن  خاموشی  فنون  از  استفاده  توان می  FDFT1با 

تولید جری سمت  به  را  متابولیكی  مسیر  از  بیشتری  ان 

آنزیم سزکوئی دیگر،  طرف  از  داد.  سوق  اسید  والرنیک  ترپنوئید 

به سینتاز  یعنی؛  اسكوالن  دیگر  رقابتی  مسیر  کلیدی  آنزیم  عنوان 

حاشیه در  استرول،  مونتاژ    KEGGنویسی  بیوسنتز  روی  بر 

 الطیب شناسایی شد. کریپتوم سنبلترانس

 

 کلي  يريگنتيجه 

خوانش  de novoهای  روش بازسازی  و  مونتاژ  کوتاه  برای  های 

RNA  ب ژنوم مرجع  این روشکار میهبدون  از  ها،  روند. هر یک 

توان یک روش برتر از مزایا و معایب خاص خود را داشته و نمی

به نمود.  کلیه معیارها را معرفی  به وفور  لحاظ  نظر  همین علت و 

پی برای  جانبی  استخراج  شابزارهای  و  استانداردسازی  پردازش، 

تعیین  هدف  با  مطالعه حاضر  نظر،  مورد  مونتاژ  از  مطلوب  نتایج 

مونتاژ   روی  بهینه  سنبل  de novoدستورزی  دارویی  الطیب گیاه 

های  سازی روشها جهت بهینهانجام شد. توسعه این قبیل بررسی

به در دسبدون مرجع  که عموماً  دارویی  گیاهان  برای  ته  خصوص 

اعمال  نتایج،  دارد. طبق  بسیاری  اهمیت  غیر مدل هستند،  گیاهان 

برای نیل به یک    CD-HIT-ESTو    CAP3ترکیبی دو ابزار جانبی  

ترانس سنبلمونتاژ  در  بهینه  میکریپتوم  توصیه  شود.  الطیب 

شتاختهبه کمتر  دارویی  گیاهان  در  ابزار  خصوص  از  استفاده  شده، 

روشن جهت  در  در بیوانفورماتیكی  ناشناخته  و  مبهم  نقاط  سازی 

حاضر،  مطالعه  تمرکز  است.  مهم  بسیار  متابولیكی  مسیرهای 

های فاکتورهای رونویسی بررسی انتولوژی ژنی، شناسایی خانواده

ارتولوگ یافتن  ترپنوئیدها؛ و  بیوسنتز  مسیر  در  مهم  ژنی  های 

)سزکوئیبه اسید  والرنیک  تولید  مسیر  در  ویژه  بود.  ترپنوئید( 

تصاصی به  خو کاملاً ا  نوص انتولوژی ژن، ابزار آنلاین رایگاخص

و    Hayai-Annotation Plantsنام   جامع  پایگاه  با  گیاهان  برای 

سایر   برای  که  گرفت  قرار  استفاده  مورد  بالا  بسیار  عمل  سرعت 

شود. در زمینه شناسایی فاکتورهای  مطالعات مشابه نیز توصیه می

خانواده ازرونویسی،  عمده    MYBو    bHLH  ،NACقبیل    های 

بندی شد که در تنظیم مسیر ترپنوئیدی نقش بسیار مهمی در  دسته

  7، تعداد  KEGGاند. همچنین در بررسی مسیر  گیاهان دیگر داشته

طور ویژه  ترپنوئیدها شناسایی شد که بهارتولوگ در مسیر سزکوئی

بیگمی انتقال ژن  از  اعم  این گیاه  آتی در  انه، تواند برای مطالعات 

و  بیش ژن  خاموشی  سینتاز،  اسكوالن  خصوص  در  حتی  و  بیان 

در   رقیب  مسیرهای  به  متابولیكی  جریان  ورود  از  جلوگیری 

طور کلی در این مطالعه، نتایج  بیوسنتز والرنیک اسید مهم باشد. به

در  ترپنوئیدی  ترکیبات  بیوسنتز  مسیر  بهتر  درک  برای  راهگشایی 

کمتر   اما  ارزشمند  ارائه شده  شده سنبلشتاختهگیاه دارویی  الطیب 

به رونویسی  است.  فاکتورهای  شناسایی  تكمیلی،  سیر  خط  عنوان 

طریق  از  ترپنوئیدی  ترکیبات  بیوسنتز  مسیر  در  دخیل  و  ویژه 

 شود.  بیان توصیه میهای همبررسی شبكه
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