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 چکیده

 در آنها، بر نیمبت میکروساتلیتی نشانگرهای توسعه و تکراری های توالی انواع ویژگی تعیین و شناسایی منظور به

 مورد (Citrus sinensis) گیاه پرتقال نوکلئیک اسید های داده بانک در شده ثبت رونوشت های توالی حاضر پژوهش

استخراج و  NCBIاز بانک اطلاعاتی  پرتقال به مربوط رونوشت توالی 215412 کلی بطور. گرفت غربالگری و آنالیز قرار

 درصد 4/2 میانگین بطور) بودند ناحیه میکروساتلیتی یک دارای حداقل عدد 4544 آنها بین از که گرفت قرار آنالیز مورد

 آنها از عدد 112 که داشت وجود شده بررسی هایتوالی بین در تکراری توالی 4362 درمجموع(. شده ثبت های توالی از

 قابلیت و بوده مناسب کننده احاطه مناطق دارای عدد 6914 آنالیز مورد هایتوالی بین از. بودند مرکب هایتوالی نوع از

 ترتیب هب که داد نشان شده بررسی هایتوالی تجزیه نتایج. بودند دارا را میکروساتلیتی نشانگرهای به شدن تبدیل

 در موجود تکرارهای بین در تکرارها ترین شایع( %1/26) تائی چهار و( %42/69) تائی سه ،(%2/54) دوتائی تکرارهای

 مشاهده هیافت توسعه میکروساتلیتی نشانگرهای بین در مشابهی روند. باشندمی پرتقال گیاهشده  ثبت های رونوشت

 و ائیت سه دوتائی، تکرارهای مورد در ترتیب به گردید طراحی آغازگر آنها برای که نشانگرهایی تعداد بطوریکه گردید

تنوع بالایی هم از نظر نوع توالی در نوع هر تکرار مشاهده گردید، بطوریکه در  .بود عدد 49 و 1141 ،1132 چهارتائی،

عدد( را به  3کمترین فراوانی ) GC/CG( و تکرارهای 1235بیشترین فراوانی ) AG/GAتکرارهای دوتائی نوع تکرارهای 

 رسدمی نظر به ،ESTs بر مبتنی میکروساتلیتی نشانگرهای پذیری انتقال بالای قابلیت به توجه با خود اختصاص دادند.

 به وطمرب مطالعات در و بوده دارا مرکبات انواع بندیگروه و شناسایی برای بالائی توانائی شده شناسائی نشانگرهای

 .شوند واقع مفید سیتروس جنس در نشانگر کمک به انتخاب و یابینقشه شناسایی،

 

 .شونده، میکروساتلیت، نواحی تکراریآغازگر، پرتقال، توالی های بیان  :کلیدی کلمات

 مقدمه

مگا باز بوده که بعنوان  629( و با اندازه ژنومی معادل 2n = 2x = 18( گیاهی دیپلوئید )Citrus sinensisپرتقال )

 Xu etیکی از مهمترین میوه های مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری دنیا اهمیت بالایی در سرتاسر دنیا دارا می باشد )

al., 2013 .یشرفتپ(. با توجه به اهمیت اقتصادی بالای این میوه، مطالعات ژنتیکی زیادی روی این گونه انجام گرفته است 

 نشانگرهای انواع شناسای به بالاتر دقت و کمتر هزینه با بتوانند تا ساخته قادر را محققین یابی توالی زمینه در اخیر های

باشند که بعنوان یک ( یکی از مهمترین نشانگرهای مولکوی میSSRsتکراری ساده )های توالی. نمایند اقدام مولکولی

ها اند. شناسایی و توسعه این نشانگرابزار چند منظوره توانایی خود را در مطالعات متنوع گیاهی و جانواری به اثبات رسانده

ل توسعه روشهای توالی یابی و در دسترس های سنتی بسیار هزینه بر و وقت گیر می باشد. به هرحابا استفاده از روش

ها بتوانند بعنوان منبعی غنی برای شناسایی نشانگرهای میکروساتلیتی های ژنومی باعث شده که این توالیبودن توالی

 از یکی بعنوان و بوده بالایی کاربردی اطلاعات دارای ژنوم در( ESTs) شونده بیان های توالیمورد استفاده قرار گیرند. 

 به مربوط اطلاعاتی هایبانک در مختلف موجودات ژنوم در مولکولی نشانگرهای توسعه و شناسایی برای مناسب منابع
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شناسایی شده از توالی  هایSSRها نسبت به  EST-SSRsاز مزایای  .باشند می دسترس در نوکلئیک اسیدهای

ژنومی، می توان به انتقال پذیری بالای بین گونه ایی، عملکردی بودن تعداد بیشتری از این نوع نشانگرها و تسهیل فرایند 

های گیاهی بسیاری . استفاده از این نشانگرها تاکنون در مورد گونه(Haq et al. 2014انتخاب به کمک نشانگر اشاره کرد )

العات مختلف ژنتیکی مورد استفاده قرار گرفته است و مفید بودن آنها در برای اهداف مختلف از جمله به منظور مط

 ;Wang et al., 2012بررسی تنوع ژنتیکی، ژنتیک جمعیت و انتخاب به کمک نشانگر مورد تائید قرار گرفته است )

Adawy et al., 2013; Haq et al., 2014; Zhou et al., 2015; Sorkheh et al., 2016; Zarei and Ebrahimi, 2017). 

با هدف شناسایی و تعیین ویژگی نواحی تکراری بیان شونده مربوط به گیاه پرتقال و توسعه نشانگرهای جدید 

EST-SSRs  در این گیاه، در تحقیق حاضر توالی هایEST  ثبت شده مربوط به این گیاه از بانک های اطلاعاتی استخراج

 و مورد آنالیز توالی قرار گرفت.

 هاروش و مواد

( از بانک اطلاعاتی اسید نوکلئیک Citrus sinensisتوالی از نواحی بیان شده مربوط به پرتقال ) 215412تعداد 

(NCBI) (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbest/ دانلود و مورد تجزیه و تحیل آماری قرار گرفت. داده های )

برای حذف  EST-Trimmerحاصل به منظور جستجوی نواحی تکراری مورد آنالیز قرار گرفتند. به این منظور نرم افزار 

برای استفاده شد و توالی های همپوشان شکل گرفت. توالی های تکراری های خام  ESTاز  A، و پلی 6ˈ، 4ˈانتهاهای 

واحد  29-3جفت باز با تکرار  5مرتبه و  69-4جفت بازی با تکرار  6مرتبه،  59-2جفت باز با تکرار بین  2نواحی دارای 

جفت باز از  14های کنار یکدیگر و یا آنهایی که با حداقل  SSRگزارش شدند. میکروساتلیت های مرکب )که عبارتند از 

 (Huang et al., 1999)به یک کانتیگ تبدیل شده  CAP3ها با نرم افزار فتند. توالیهم جدا شده بودند( در آنالیز قرار نگر

 Untergasser et)مورد آنالیز قرار گرفته و برای آنها پرایمر طراحی گردید  Primer3 (Ver. 2.3.5)و سپس با نرم افزار 

al., 2012). 

 بحث و جینتا

عدد حداقل  4544توالی بیان شونده مربوط به پرتقال که از بانک های اطلاعاتی استخراج گردید،  215412از بین 

در مجموع از های آنالیز شده می باشد. از کل توالی %44/2دارای یک توالی تکراری در ساختار خود بودند که معادل 

توالی های شناسایی شده  %32/2د که حدود توالی تکراری میکروساتلیتی شناسایی گردی 4362های بررسی شده توالی

 (.1می باشد )جدول 
 

 های بیان شونده مربوط به گیاه پرتقال.. نتایج حاصل از آنالیز توالی1جدول 

 تعداد شاخص

 215412 های آنالیز شدهESTتعداد کل 

 4362 های تشخیص داده شدهSSRتعداد کل 

 4544 توالی میکروساتلیتی بوده اندتعداد کل توالی هایی که حداقل دارای یک 

 112 تعداد میکروساتلیت های مرکب

 6914 هایی که برای آنها آغازگر تهیه شدهEST-SSRتعداد 

 

 %53از بین تکرارهای های میکروساتلیتی مختلف، تکرارهای دوتائی بالاترین درصد فراوانی را داشته و بیش از  

 6واحدی، به ترتیب تکرارهای  2توالی های تکراری در رونوشت های پرتقال را به خود اختصاص دادند. پس از تکرارهای 

های توالی %26و  %69ده ژنوم پرتقال بودند و به ترتیب بیش از عددی فراوانترین نوع تکرارها در نواحی بیان شون 5و 
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شدند. این نتایج با نتایج گزارش شده در مورد توالی های تکراری در ژنوم دیگر درختان میوه از قبیل تکراری را شامل می

محققین گزارش کردند که . این ( مطابقت داردZarei and Ebrahimi, 2017( و انار )Sorkhe et al., 2016هسته دارها )

( را تشکیل %49( و انار )%62/23تکرارهای دوتائی بیشترین درصد تکرارهای نواحی بیان شونده در ژنوم انواع پرونوس )

می دهند و بطور مشابه تکرارهای سه و چهارتائی در رتبه های بعدی وجود داشتند. برعکس نتایج حاصل از این تحقیق، 

از کل توالی های تکراری( در رونوشت های گیاه زیتون گزارش  %41بعنوان شایع ترین تکرار ) تکرارهای تک نوکلئوتیدی

 Adawy( واحدی بیشترین درصد را به خود اختصاص دادند )%32/2( و دو )%25/11شده است و بعد از آن تکرارهای سه )

et al., 2013 همچنین تکرارهای تک نوکلئوتیدی فراوانترین تکرار در .) EST-SSR های گیاهHevea brasiliensis  بوده

( و سه %14/63از تکرارهای رونوشت این گیاه را شامل می شود و سپس تکرارهای دو نوکلئوتیدی ) %21/62و حدود 

( گزارش کردند 2914و همکاران ) Zhou(. از طرفی Hue et al., 2017( در رتبه های بعدی بودند )%14/12نوکلئوتیدی )

 Elymus sibiricusاز کل تکرارها( در نواحی بیان شونده گیاه  %33/39نوکلئوتیدی شایع ترین تکرار ) که تکرارهای سه

L., ( در رده های بعدی بودند. با توجه به %93/4( و تک نوکلئوتیدی )%41/26بوده و بعد از آن تکرارهای دو واحدی )

تنوع نتایج مربوط به گیاهان مختلف به نظر می رسد فراوانی و توزیع تکرارها به میزان زیادی وابسته به نوع گیاه مورد 

شده در گیاهان مختلف هم می تواند فاکتور موثر و تعین کننده ای مطالعه می باشد، هر چند تعداد رونوشت های ثبت 

 در گزارش های مختلف باشد. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ت های ثبها در رونوشتهای تکراری و میزان فراوانی آنها و توسعه نشانگرهای مبتنی بر ریزماهواره. سمت راست: نوع توالی1تصویر 

 های گیاه پرتقال.های میکروساتلیتی شناسایی شده در رونشتتوزیع میزان توالیشده گیاه پرتقال؛ سمت چپ: فراوانی و 

 AAG/AGA/GGAو  AG/GA/CT/TCهمچنین بر اساس نتایج حاصل از این پژوهش مشخص شد که تکرارهای 

کمترین تکرار را  AGT/GTA/TAGو  GC/CGفراوانترین تکرار در بین تکرارهای دو و سه نوکلئوتیدی بوده و تکرارهای 

 Hevea(. نتایج مشابهی در مورد فراوانی تکرارهای مذکور در مورد گیاه 1در بین تکرارهای مذکور دارا بودند )تصویر 

brasiliensis  گزارش شده و تکرارهایAG/CT  از تکرارهای دوتائی موجود در رونوشت های این گیاه را  %26بیش از
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تکراهای سه تائی بیشترین میزان میزان توالی های تکراری را به خود  %62با حدود  AAG/CTTتشکیل داده و تکرارهای 

 اختصاص داده اند.

 گیری کلینتیجه

نتایج حاصل از این پژوهش بیانگر اطلاعاتی در مورد نوع، نحوۀ توزیع و فراوانی انواع توالی های تکراری در رونوشت 

جفت آغازگر اختصاصی برای بررسی  6999های ثبت شده گیاه پرتقال می باشد. همچنین در این پژوهش بیش از 

EST-SSR ن یک منبع غنی برای بررسی مطالعات مختلف های پرتقال شناسایی و گزارش شد که می توان بعنوا

 ژنتیکی در این گونه و همچنین گونه های مشابه نزدیک از آنها استفاده نمود.
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Abstract 
With the aim of identification and characterization of repetitive sequences from expressed sequence 

tags (ESTs) in Citrus sinensis and development of microsatellite-based markers, NCBI deposited sequences 

of this important fruit species was screened. Data mining in 214589 transcript sequences revealed that 5475 

sequences contained at least one SSR (on average 2.5% of the sequences). Altogether 5632 repetitive 

sequences were identified among which 118 sequences was compound SSRs and 3097 ones had proper 

flanking regions and hence suitable for primer development. Motif frequencies were highly variable and 

showed a clear bias toward dinucleotide motifs. On the other hand, dinucleotide repeats were the most 

frequent (45.2%) repeats in C. sinensis transcripts followed by trinucleotide (30.72%), and tetranucleotide 

(23.11%) repeats. Similarly, developed EST-SSR markers were the highest motif type in the dinucleotide 

motifs (1168 markers) followed by tri- (1159 markers) and tetra-nucleotides (70 markers). Regarding to the 

high transferability nature of EST based SSRs, it seems that developed EST-SSRs have a high potential for 

identification, characterization, and classification in the Citrus species and would be highly beneficial for 

comparative mapping as well as marker assisted selection projects in this genus. 

 

Keywords: Primer, Sweet orange, Expressed sequence tags, Microsatellite, Repetitive Sequences. 

 

 

 

 

 


