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 دهكيچ

مختلف مطالعات ژنومي از قبيل  هايجنبهمنابع مهمي براي  )ESTsبيان شونده (نشانه ي هاتوالي
در مطالعه حاضر،  .باشندميي، و توسعه نشانگرهاي مولكولي اژنوميكس مقايسهژن، كشف ژن، بيان 

EST) هاي گياه انگورVitis viniferaبانك ژن ) ثبت شده در NCBI  ي هاتواليمورد ارزيابي قرار گرفتند تا
 جديدي را شناسايي كرد. EST-SSRمورد بررسي قرار گيرد تا بتوان نشانگرهاي  هاآنتكراري موجود در 

ي هاتوالياز  %8/1توالي (ميانگين  9236 هاآنتوالي مورد بررسي قرار گرفت كه از بين  511690در مجموع 
هاي مختلفي كه مورد آناليز قرار گرفت، والي تكراري بودند. از بين موتيفثبت شده) حداقل داراي يك ت

و بعد از آن  تكرار بودند ترينفراواني تكراري، هاتوالي %45 بيش از دارا بودن تكرارهاي دو نوكلئوتيدي با
بعدي قرار داشتند. در  هايرتبه) در %22) و چهار نوكلئوتيدي (%33به ترتيب تكرارهاي سه نوكلئوتيدي (

توالي  ترينفراوان، هاتوالياين از  %46با حدود  AG/GA/CT/TCبين تكرارهاي دو نوكلئوتيدي هم توالي 
-ESTي تكراري ساده شناسايي شده، آغازگرهاي مناسب براي تكثير برخي از هاتواليبود. بر اساس 

SSR هاي عملكردي طراحي گرديد. ارزيابي اين آغازگرها روي برخي از ارقام انگور كشور در حال بررسي
  .باشدمي

  EST ،SSRانگور، نشانگرهاي مولكولي،  كلمات كليدي:
 

 مقدمه

 63ز اتوليد ساليانه اين ميوه بيش  .باشدميدنيا  موجود درگياهان باغي  ترينمهم) يكي از Vitis viniferaانگور (
وليد تكبات و موز بيشترين بعد از مر و باشدميمناطق معتدله  هايميوه توليد در بين ينبيشتر بوده، كهتن  ميليون

روي  ايردهار گستمطالعات ژنتيكي بسي اقتصادي اين ميوه، اهميت به علتميوه دنيا را به خود اختصاص  داده است. 
). Velasco et al., 2007د (كامل توالي يابي گردي طوربهبود كه ژنوم آن  ايم گرفته است و اولين درخت ميوهآن انجا

 هايرونوشته ي مربوط بي بسيار زيادهاتواليو  بعلاوه مطالعات بيان ژن متنوعي در مورد اين ميوه انجام گرفته است
   ژنومي ثبت گرديده است. هايدادهمختلف اين گياه در بانك نموي مختلف و مراحل  هايبافت

گسترده در موجودات  طوربه كه باشندمينوكلئوتيدي در ژنوم  7تا  1)، تكرارهاي SSRsي تكراري ساده (هاتوالي
 عنوانبه، به همين علت اهميت زيادي دهندميو تنوع طول بسيار زيادي از خود نشان  اندشدهپخشيوكاريوتي 

 بنديگروهاين نوع توالي به طرق مختلف  .باشندمينشانگرهاي مولكولي و بررسي تنوع ژنوم موجودات مختلف دارا 
ئوتيدها ليك، دو، سه، چهار، پنج و شش نوكلئوتيدي)، نحوة قرار گرفتن نوك: از جمله تعداد واحدهاي تكراري (شوندمي

حدهاي تكراري (ساده: فقط از يك نوع واحد تكراري تشكيل شده، مركب: داراي بيش از يك نوع واحد تكراري، و در وا
، ايگرفتن در ژنوم: (هسته) و محل قرار باشندمي ناكامل: كه داراي واحدهاي غير تكراري در بين واحدهاي تكراري

ژنومي و هيبريداسيون  هايكتابخانهبر مبناي ساخت  هاتواليروش سنتي شناسايي اين  كلروپلاستي و ميتوكندريايي).
). Edwards et al., 1996، بود (شدندميتكراري و سپس كلون كردن و توالي يابي انواعي كه هيبريد  يهاتواليبا  هاآن

افزايش مطالعات روي ترانسكريپتوم  به علت. باشدمي گيروقتو  برهزينهبا اين روش بسيار  SSRتوسعه نشانگرهاي 
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 هاآناز  توانميكه  ثبت گرديده است NCBIاز قبيل  ژن هايبانكي بيان شونده در هاتواليانگور، تعداد زيادي از 
 باشندمييي هاتواليداراي  ESTs هايداده. بانك هاي اين گياه استفاده كرد SSRمنبع بهتري براي شناسايي  عنوانبه

هاي مبتني بر كامپيوتر محققان هاي اخير در روشپيشرفت). Chen et al., 2006( باشندميواحدهاي تكراري كه داراي 
و  EST-SSRsبتوانند  وبررسي كرده  NCBIژنومي مانند  هايداده هايبانكرا در  ESTي هاتواليرا قادر كرده است تا 

بوده و  ترآساننسبت به روش سنتي بسيار  EST-SSRهاي مبتني بر ژن را شناسايي كنند. اين روش شناسايي SSRيا 
و در نهايت به  هي تكراري ساده را در گياهان مختلف شناسايي كردهاتواليبيشتر  كاراييبا هزينه كمتر و  توانمي

استفاده از اين نشانگرهاي مزاياي متعددي نسبت به ). Wang et al., 2012اقدام كرد ( EST-SSRsتوسعه نشانگرهاي 
 يعني 1پذيريانتقال بالاي اين نشانگرها براي انتخاب به كمك نشانگر و قابليت كاراييدارد از جمله  SSRنشانگرهاي 

  .باشدميرا دارا  نزديك از نظر ژنتيكي هايگونهاستفاده از اين نشانگرها براي 
ي هاتوالي مورد آناليز قرار گرفت تا فراواني و توزيع NCBI بانك ژن در هاي موجودESTدر مطالعه حاضر 

ي مناسب برا EST-SSR نشانگرهاي ارزيابي گردد و vinifera گونه هاي ثبت شده در مورد انگورESTتكراري ساده در 
    توسعه يابد.مطالعات بعدي اين گونه شناسايي و 

 
  هاروشمواد و 

گرفته  2016دسامبر  10در تاريخ  NCBI بانك ژن از V. viniferaمربوط به  ESTتوالي  511690در مجموع 
 EST-Trimmer افزارنرمتوسط  خام هاداده(در صورت وجود) از  Aي انتهايي و دم پلي هاتواليشد. در  ابتدا 

)(http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/download/est_trimmer.pl) ( پوشانهم هايرونوشتحذف گرديد و 
تكرارهاي دو  ئوتيدها به شرح زير بكار برده شد؛شناسايي شدند. شاخص تعداد تكرارها براي شناسايي نوع نوكل

بار. فقط  20تا  6چهار نوكلئوتيدي كرارهاي تبار، و  30تا  7بار، تكرارهاي سه نوكلئوتيدي  40تا  8نوكلئوتيدي 
تكرارهاي كامل گزارش شدند و تكرارهاي مركب (دو يا تعداد بيشتري توالي تكراري متفاوت كنار هم) در نظر گرفته 

باز غير تكراري در دو سمت توالي تكراري مدنظر قرار گرفت تا امكان طراحي آغازگر را  15نشدند. بعلاوه حداقل توالي 
شده از يك مكان ژني با  تكهتكهو خوانش هاي  سرهم بندي شدند SSRم كند. خوانش هاي داراي كانتيگ فراه

. براي شناسايي )Huang et al., 1999به يك كانتيگ تكي تبديل شدند ( p 95 بر مبناي CAP3 افزارنرماستفاده از 
) و Morgulis et al., 2006آناليز شدند ( dustmaskerي حاصل با سطح يك هاتوالينواحي داراي پيچيدگي كمتر، 

 Untergasserطراحي شدند ( 5,3,2نسخه  Primer3 افزارنرمنواحي دو سمت قسمت تكراري توسط  مكملآغازگرهاي 

et al., 2012 .(  
 

  نتايج و بحث
در بانك موجود  viniferaمختلف انگور گونه  هايبافتمربوط به  ESTتوالي  511690 نتايج نشان داد از مجموع

تشكيل كانتيگ  هاآن از %5/92ي آناليز شده، هاتوالياز بين  .)1(جدول  قطعه داراي توالي تكراري بودند 9474 ژن
منحصر به فرد  هاتوالياز  %5/7 كهدرحاليبودند،  پوشانهمي آناليز شده هاتواليدادند كه بيانگر اين است كه بيشتر 

دند و شها سرهم ESTغير تكراري  هايگروهمشاهده نشد. بعد از سر هم بندي،  پوشانيهمتوالي  هاآنبوده و در مورد 
كاهش  %48/73ند. در مجموع سرهم شده معرفي شد ESTي هاتوالي عنوانبهرا تشكيل دادند و  هااسكلتكانتيگ ها و 

به اين  ايهاي ريز ماهوارهراي نشانگرتجو بقبل از جس ESTي هاتواليديده شد. به عبارت ديگر تعداد  هاتكراريدر غير 
 ين ژنوم رامتعلق به اي رونوشت هاتواليموجود در  پوشانيهمميزان كاهش يافت. اين نتايج نشان دهنده ميزان بالاي 

  .دهدمينشان 
                                                           
1 Transferability 



 

 ٣

تكرار در بين انواع تكرارهاي موجود بودند  ترينشايعهاي دي نوكلئوتيدي نتايج اين تحقيق نشان داد كه موتيف
. بعد از نوكلئوتيدهاي دوتايي، )1(تصوير  دهندميانگور را تشكيل  هايرونوشتاز كل عوامل تكراري در  %46و بيش از 

نتايج اين تحقيق  هاي بعدي وجود داشتند.عوامل تكراري به ترتيب در رده %22و  %33با  چهارتاييو  تاييسهانواع 
). اين Sorkhe et al., 2016( باشدميها دارهستهشده در مورد  هاي شناسايي EST-SSRابه با گزارشات مربوط به مش

 هايميوهمحققين گزارش كردند كه تكرارهاي دو نوكلئوتيدي بيشترين نوع تكرارهاي مورد شناسايي در انواع مختلف 
يتون گزارش شده كه تكرارهاي تك نوكلئوتيدي، با فاصله زياد نتايج اين پژوهش، در مورد ز برخلاف .باشدمي دارهسته

باشد و بعد از آن به ترتيب نوع توالي تكراري در اين گياه مي ترينفراوانتكرارهاي شناسايي شده)،  %77(بيش از 
ن گزارش همچني ).Adawy et al., 2013) قرار داشتند (%62/8) و دو نوكلئوتيدي (%84/11تكرارهاي سه نوكلئوتيدي (

 به ترتيب ، و بعد از آن.Elymus sibiricus Lنوع تكرارها در گياه  ترينفراوانشده است كه تكرارهاي سه نوكلئوتيدي، 
نتيجه گرفت كه ميزان و فراواني  توانمي). بنابراين Zhou et al., 2015دو و تك نوكلئوتيدي قرار داشتند ( تكرارهاي

  .باشدمينوع تكرارها فاكتوري وابسته به جنس و گونه گياهي 
  V. viniferaثبت شده در مورد  هايرونوشتي مربوط به هاتوالي كاويدادهاز اطلاعات مربوط به  اي. خلاصه1جدول 

  تعداد  شاخص
  511690  مورد بررسي ESTsكل  تعداد

  9474 شناسايي شده SSRsتعداد كل 
  9236  بودند SSRي كه حداقل داراي يك هايرونوشتتعداد 

  144  مركبهاي SSRتعداد 
  4933  امكان طراحي آغازگر وجود داشت هاآنكه از هايي SSRتعداد 

  

  
 10ا تاريخ كه ت هاي گياه انگور ESTsهاي مختلف مربوط به (سمت چپ) و درصد (سمت چپ) موتيف . فراواني1تصوير 

  ثبت شده است. هادادهدر بانك  2016دسامبر 
 

تكرار بودند، در حاليكه تكرار  ترينفراوانتوالي،  1581با ميزان  AT/TAدو نوكلئوتيدي، نوع هاي راز بين تكرا
GC/CG  داراي كمترين تعداد رونوشت بودند. در حقيقت هيچ تكرارGC/CG  هايرونوشتي ثبت شده هاتواليدر 

هاي سه تايي مشاهده شد. از بين موتيفانگور مشاهده نشد. در اين تحقيق تفاوت بسيار زيادي بين تكرارهاي دو  
هاي مركب بودند و داراي بيش از يك نوع SSRرونوشت داراي  144مختلفي كه ما در اين پژوهش بررسي نموديم، 

با تعداد تكرارها در انواع دو، سه و  SSRفراواني وقوع  حذف شدند. ايدر تهيه آغازگرهاي ريزماهوارهموتيف بودند كه 
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شناسايي شده در اين تحقيق به ترتيب  اين تعداد نشانگرهاي ريزماهواره، بيشتريديگرعبارتيبه متفاوت بود. چهارتايي
   مربوط به تكرارهاي دو، سه و چهار نوكلئوتيدي بود.

وم قرار دارند نسبت به انواع مشابه در نواحي غير كد شونده، از ي تكراري ساده كه در مناطق كد كننده ژنهاتوالي
 هايجنسو  هاگونهبالايي بين  پذيريانتقالنظر تكاملي حفاظت شده تر بوده و تكرارپذيري بسيار بالايي داشته و 

 پذيريانتقالدر مطالعات تنوع ژنتيكي،  توانميها را SSR). بنابراين اين نوع از Haq et al., 2012( باشندميمشابه دارا 
در مطالعات نقشه يابي  لنگر عنوانبهو بررسي چندشكلي افراد مورد استفاده قرار داد، و اين امكان وجود دارد كه 

به عبارتي با توجه به طبيعت  ).Varshey et al., 2005ي گياهي مختلف بكار برد (هاگونهو تكاملي در  ايمقايسه
 هايژنتر بخش كد شونده ژنوم نسبت به قسمت غير كد شونده و همچنين تائيد حفظ ترتيب توالي حفاظتي بيش
 هاآنروي  ايگستردهگياهي كه مطالعات ژنتيكي  يهاگونههاي  SSR-EST، استفاده از 2ي نزديكهاگونهمختلف در 

ي كمتر هاگونهاستفاده در ، براي باشدمي موجود هاآنانجام گرفته و بعضاً انواعي مانند انگور كه توالي كامل ژنوم 
هاي ژنتيكي را با اطمينان بيشتري ترسيم با استفاده از اين نشانگرها نقشه كه كندمي، اين امكان را فراهم مطالعه شده

   استفاده نمود. هاگونهم نقشه اين لنگر براي ترسي عنوانبهو از اين نشانگرها  نمود
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Abstract 

Expressed sequence tags (ESTs) are importance resource for different aspects of molecular 
studies including gene discovery, gene expression, comparative genomics as well as molecular 
marker development. In the present study, EST sequences of grapevine (Vitis vinifera) available in 
NCBI were exploited to estimate and analysis simple sequence repeats and to develop SSR 
molecular markers. A total of 511690 sequences were analyzed, out of which 9236 contained at least 
one SSR (on average 1.8 % of deposited sequences). From 9474 SSRs were found in our study, 
primer were developed for 4933 SSRs and these sequences showed to have potential to be used as 
molecular markers (52.06% of found SSRs). Among different motif we analyzed in our study, 
dinucleotide repeats (45%) were the most abundant followed by trinucleotide (33%) and 
tetranucleotide (22%) repeats, respectively. Among the dinucleotide repeats, the motifs of 
AG/GA/CT/TC were the most frequent (46%). Primers were designed for some of the functionally 
active EST-SSRs and evaluation of their polymorphism is underway in different grapevine 
cultivars. 
Keyword: grapevine, express sequence tags, molecular markers, SSR 

 
 
 


