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اخيرا، با پيشرفت نشانگرهاي . شود ع ژنتيكي اغلب بر اساس صفات ظاهري مشخص ميدر اصلاح نباتات سنتي، تنو
ي تنوع ژنتيكي در سطح مولكولي و بر اساس تفاوت موجود در يمولكولي در بسياري از محصولات زراعي، شناسا

DNA نشانگرهاي مولكولي وابسته به . پذير است و همچنين اثر آن بر صفات فنوتيپي امكانDNA  جمله از
هاي  شكلي در سطح ژنوم بلكه در رابطه با مكان ابزارهاي قدرتمند تشخيصي هستند كه نه تنها براي شناسايي چند

) SSRsو  RFLPs(هاي ژنومي  در گذشته چنين نشانگرهايي با استفاده از كتابخانه. روند ژنتيكي خاص نيز بكار مي
اخيرا . شد تهيه مي) AFLPs(و يا هر دو روش  )RAPDs(ژنومي  DNAاز  PCRيا از طريق تكثير تصادفي 

هاي اطلاعاتي عمومي سبب شده است تا ابداع  در بانك) cDNA )ESTsهاي  ژنومي و توالي DNAدسترسي به 
از جمله كاربردهاي عمومي اين نشانگرها در بخش كشاورزي . دشونشانگرها به طور مستقيم و مقرون به صرفه انجام 

يابي ژني صفات كمي و همچنين انتخاب به كمك  كولي ژرم پلاسم، تهيه نقشه ژني، مكانتوان به غربال مول مي
هاي حاصل در ابداع نشانگر و غربال ژنتيكي براي چندشكلي تك  ، پيشرفتمقالهدر اين . اشاره كرد) MAS( نشانگر

  .گرفته استرد بحث قرار مو) ESTs(هاي بيان شده  با استفاده از نشانگرهاي مبتني بر توالي) SNP(نوكلئوتيدي 
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   مقدمه
نشانگرهاي مولكولي از جمله عناصر زيستي هستند كه به عنوان 
كاوشگرهاي آزمايشگاهي براي يافتن و مشخص كردن يك فرد، 

روند و به  بافت، سلول، هسته سلولي، كروموزوم يا ژن بكار مي
در ژنتيك كلاسيك، . ندشو صورت اشكال مختلف آللي معرفي مي

هاي ژني است در حاليكه  در همرديف چندشكلي بر اساس تنوع
ژني روي  در ژنتيك نوين، چندشكلي به عنوان تنوع در هر مكان

  ). Xu  2010(شود  ژنوم معرفي مي
را بروز  DNA بيشتر نشانگرهاي مولكولي، تنها تنوع موجود در 

دهند و به منظور تسهيل مطالعات توارثي مورد استفاده قرار  مي
ژنتيكي مناسب داراي مشخصات زير هاي  نشانگر. گيرند مي

ويژگي همبارزي جهت ) 2فراواني چندشكلي ژنتيكي، ) 1: هستند
ترسيم سيماي آللي به طوري كه ) 3ها،  تشخيص هتروزيگوت

توزيع مناسب روي ) 4هاي مختلف را بتوان تشخيص داد،  آلل
ي آسان و امكان اجرا به يشناسا) 6عدم اثر پليوتروپي، ) 5ژنوم، 

هزينه كم در تهيه نشانگر و غربالگري ژنتيكي، ) 7ماتيك، طور اتو
ها در  تكرارپذيري فراوان و امكان جمع آوري داده) 8

نشانگرهاي مولكولي را ). Xu  2010(هاي مختلف  آزمايشگاه
هاي مولكولي به پنج دسته اصلي تقسيم  توان بر اساس روش مي

  ):Vershney  2010; Xu  2010(كرد 
، ١RFLPگذاري ساترن شامل  ي بر لكهنشانگرهاي مبتن )1

٢SSCP-RFLP  ٣وDGGE-RFLP؛ 

، ٥SSR    ، ٤RAPD     شامل   PCR   بر   مبتني   نشانگرهاي )2
٦STS،    ٧SCAR ،   ٨RP-PCR ،    ٩AP-PCR،     ١٠OP-

PCR ،  ١١SSCP-PCR،    ١٢SODA،   ١٣DAF،    ١٤AFLP، 

                                                            
1 Restriction fragment length polymorphism 
2 Single strand conformation polymorphic RFLP 
3 Denaturing gradient gel electrophoresis RFLP 
4 Randomly amplified polymorphic DNA 
5 Simple sequence repeat 
6 Sequence tagged site 
7 Sequence characterized amplified region 
8 Random primer-PCR 
9 Arbitrary primer-PCR 
10 Oligo primer-PCR 
11 Single strand conformation polymorphism-PCR 
12 Small oligo DNA analysis 
13 DNA amplification fingerprinting 
14 Amplified fragment length polymorphism 

      ١٥SRAP ،١٦TRAP ١٧وIndel؛ 

، ١٨ها هاي تكراري شامل ماهواره توالي نشانگرهاي مبتني بر )3
كه مورد اخير با اسامي  ٢٠ها و ريزماهواره ١٩ها ماهوارك

معرفي  ٢٣TRSو  ٢٢SRS، ٢١SSLP، SSRمختلفي همچون 
 شود؛ مي

، ٢٤DD ،RT-PCR٢٥شامل  mRNAنشانگرهاي مبتني بر  )4
DDRT-PCR٢٦ ،RDA٢٨، ٢٧EST ،STS  ٢٩وSAGE؛ 

، SNP٣٠اي شامل  يهيابي يا ريزآرا نشانگرهاي مبتني بر توالي )5
DArTsو  ٣١SFP٣٢. 

نشانگرهاي مولكولي بويژه آنهايي كه متعلق به دو گروه اول 
 DNAاين نشانگرها، . اند هستند، در بيشتر گياهان زراعي تهيه شده

ژنومي را بدون توجه به مناطق بيان شونده يا غير بيان شونده و 
حص هاي ژنومي، مورد تف همچنين بدون توجه به فعاليت بخش

هاي اخير، امكان تهيه  با اين حال طي سال. دهند قرار مي
ها فراهم شده  نشانگرهاي مبتني بر مناطق شناخته شده ژنوم يا ژن

 Anderson and(است كه به عنوان نشانگرهاي كاركردي 

Lübberstedt 2003; Gupta and Rustgi  2004( نشانگرهاي ،
يا نشانگرهاي ) Varshney et al. 2007(مولكولي وابسته به ژن 

تا چند . شوند خوانده مي) West et al. 2006(مبتني بر بيان ژن 
سال پيش، گسترش نشانگرهاي وابسته به ژن محدود به برخي از 

هاي نسل جديد  شد ولي معرفي فناوري گونه هاي زراعي مي
يابي سبب گسترش نشانگرهاي وابسته به ژن حتي در  توالي
د كه فاقد اطلاعات ژنومي شاي  شده اختههاي زراعي كمتر شن گونه

                                                            
15 Sequence-related amplified polymorphism 
16 Target region amplified polymorphism 
17 Insertion/deletion polymorphism 
18 Satellite DNA 
19 Mini-satellite DNA 
20 Microsatellite DNA 
21 Simple sequence length polymorphism 
22 Short repeat sequence 
23 Tandem repeat sequence 
24 Differential display 
25 Reverse transcription PCR 
26 Differential display reverse transcription PCR 
27 Representational difference analysis 
28 Expression sequence tags 
29 Serial analysis of gene expression 
30 Single nucleotide polymorphism 
31 Diversity array technology 
32 Single feature polymorphism 
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در اين نوشتار . )Varshney et al. 2009; Varshney  2010(بودند 
يا  mRNAهاي حاصل در نشانگرهاي مبتني بر  مروري، پيشرفت

EST  و همچنين كاربرد آن در غربال ژنتيكي بر اساسSNP  و
 .دوش اصلاح مولكولي به منظور بهبود محصولات زراعي ارائه مي

  )ESTs(هاي نشانمند بيان شده  معرفي توالي
زماني كه توالي ژنومي يك موجود قابل دسترسي باشد، مجموعه 

ها در توالي  وسيله مناسبي براي تشخيص ژن cDNAهاي  توالي
DNA صدها جفت باز حاصل از توالي انتهاي . خواهند بود

cDNA سازي شده  يا توالي قطعات كوچك همسانهmRNA  به
طول چنين قطعاتي كه با استفاده از . شود شناخته مي ESTن عنوا

 800تا  500شوند در حدود  يابي حاصل مي روش هاي توالي
سازي  همسانه DNAبا توجه به اينكه اين قطعات . نوكلئوتيد است

توان بخشي از  ها را ميESTهستند، لذا  mRNAشده مكمل 
قطعات به بطور كلي مشخصات اين . هاي بيان شده دانست ژن

در  mRNAيا مكمل معكوس  cDNA/mRNAعنوان توالي 
 Adams et al. 1991; Pontius)د شو هاي اطلاعاتي ثبت مي بانك

et al. 2002).  
. دششروع  1991با بازدهي بالا از سال  cDNAيابي  فناوري توالي

يابي  و توالي cDNAهاي  در اين فناوري انتخاب تصادفي همسانه
بر اين اساس واژه . گيرد اي قطعات صورت ميدر يك يا دو انته

EST شده كوتاه و نسبتا   يابي به گروه جديدي از قطعات توالي
نياز به انجام تنها . شود اطلاق مي) خطا درصد دوكمتر از (دقيق 

هاي بارز و ارزشمند در معرفي  يابي قطعات، از ويژگي يكبار توالي
، نيازي به تشخيص و در بيشتر موارد. اين گروه از نشانگرهاست

ها وجود ندارد، بلكه تنها با استفاده از مقايسه  ي همسانهيشناسا
هاي  هاي ژن يابي شده با توالي هاي توالي بخش كوچكي از داده

ي همسانه يتوان اقدام به شناسا هاي ديگر، ميESTشناخته شده يا 
هاي  ها به عنوان بخشي از نمونه همچنين بسياري از همسانه. نمود

هاي  شناخته شده قبلي بوده و تنها معدودي از آنها حاوي تفاوت
يابي با كيفيت مناسب به  توجه به هزينه توالي. باشند بارزي مي

 Pontius et)ها نيز از موارد قابل تامل است  منظور تاييد همسانه

al.  2002) .  
و ميزان  ESTهاي تهيه  هاي اوليه در مورد هزينه پس از بررسي

هاي مشابه بسياري انجام و تعداد  ن در ژنوم انسان، پروژهكاربرد آ

علاوه . (Okubo et al. 1992)در انسان معرفي شدند  ESTمتنابهي 
در  ESTهاي گسترده ديگري در مورد تهيه  بر آن، پروژه

، بانك اطلاعاتي 1992در سال . شدموجودات ديگر نيز آغاز 
dbEST آوري  به منظور جمعEST ها ايجاد شد(Boguski et al. 

1993; Boguski et al. 1994)   ولي بعدا به صورت بخشEST 
 ;Benson et al. 2002)د شتثبيت  GenBankدر بانك اطلاعاتي 

Pontius et al. 2002)  بخشEST  بانك اطلاعاتيGenBank 
بيشترين . شده است هاي ثبتESTتمامي حاوي حدود دو سوم 

ESTعات هاي ثبت شده در اين بانك اطلا)http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary. html ( تا
توالي نشانمند بيان شده مي 74186692حدود  2013ماه ژانويه 

 ). 1جدول(باشد 
 13در  GenBankهاي ثبت شده بانك اطلاعاتي ESTبيشترين  -1جدول 

 2013ژنوم مختلف جانوري و گياهي تا ماه ژانويه 

هاي ESTتعداد 
  شدهثبت 

  نام علمي

8704790  Homo sapiens (human)  
4853570  Mus musculus + domesticus (mouse)  
2019137  Zea mays (maize)  
1669337  Sus scrofa (pig)  
1559493  Bos taurus (cattle)  
1529700  Arabidopsis thaliana (thale cress)  
1488275  Danio rerio (zebrafish)  
1461722  Glycine max (soybean)  
1286372  Triticum aestivum (wheat)  
1271480  Xenopus (Silurana) tropicalis (western 

clawed frog)  
1253557  Oryza sativa (rice)  
1205674  Ciona intestinalis  
1162136  Rattus norvegicus + sp. (rat)  

 
 مورد نظر ESTجستجو براي يافتن توالي ) الف

ي ژن و يتواند سبب تسهيل شناسا مي ESTهاي  تحليل داده و زيهتج
هاي تك  ي چند شكلييتعيين ساختار آن، تفسير كل ژنوم، شناسا

و همچنين بررسي ترانسكريپتوم و پروتئوم ) SNPs(نوكلئوتيدي 
نيازمند تلاش   ESTهاي  هاي فعال بر اساس توالي كشف ژن. شود

حاوي قطعات ساده،  ممكن است ESTتوالي . بسياري است
هاي تكراري و زائد همچون قطعات  شيمرهاي فراوان، توالي
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هاي ناقل استفاده شده باشند كه بايستي  آداپتور و بخشي از توالي
هاي  با توجه به اينكه توالي. ندشوتحليل مشخص  و قبل از تجزيه

EST  قطعات بريده شده ازcDNA  هستند، لذا بايستي اين قطعات
و به دنبال آن ژن  mRNAشوند تا توالي رونوشت  به هم متصل

هاي شيمري كه  د؛ ولي به دليل وجود تواليشورمز كننده مشخص 
شود،  سازي قطعات مختلف مي موجب ايجاد پيچيدگي در مرتب

پذير  بازسازي رونوشت با مشكل مواجه شده و به سهولت امكان
اتصال هاي شيمري حاصل سبب گمراهي در  در واقع توالي. نيست

در نتيجه حذف . دشو هاي غير صحيح مي قطعات و تفسير ژن
EST هاي صحيح بر اساس  شيمري براي پي بردن به رونوشت
با توجه به . (Lee et al.  2007)ضروري است  ESTهاي  توالي

ها به شدت زياد ESTسازي قطعات  اينكه احتمال خطا در مرتب
منظور افزايش دقت  هاي كامپيوتري به است، لذا استفاده از روش

ها ESTبندي و تفسير توام  در آناليز، گردآوري فراگير، دسته
تحليل   و  تجزيه. (Nagaraj et al.  2007)ضروري مي باشد 

انجام  مختلفي   افزارهاي نرم  توسط  EST  هاي داده مجموعه 
   ESTpassتوان به  شود كه از آن جمله مي مي

(Lee et al. 2007) ،ESTAP (Mao et al. 2003)  و
ESTAnnotator (Hotz-Wagenblatt  2003) لازم به . اشاره كرد

كنند  اي را ارائه مي افزارها تنها تفسير ساده ذكر است كه بيشتر نرم
هاي جديد  طور محدود در دسترس بوده و دائما با مدل و عمدتا به

ل يبه اين دلا. باشندند و نياز به روزآوري ميشو جايگزين مي
براي تجزيه و تحليل  PESTASاي مانند  خدمات شبكه برخي
ESTاند  يابي ارائه شده ها و توالي(Nam et al. 2009). 

  ESTهاي  منابع مرتبط با داده) ب
 ESTهاي  ترين مجموعه مربوط به داده همانطور كه ذكر شد، عظيم

در مركز ملي اطلاعات بيوتكنولوژي ايالات  dbESTدر بخش 
 http://www.ncbi.nlm.nihبه آدرس ) NCBI( ١متحده امريكا

.gov/dbEST/dbEST/  داده  74186692و شاملEST ) تا ماه
همچنين بخش . از موجودات مختلف است) 2013ژانويه 

UniGene  در بانك اطلاعاتيNCBI همتا  هاي بي ژن)UniGene (
هاي مشخص غير  كند و حاوي گروهي از ژن سازي مي را ذخيره

 Boguski and Schuler(باشد  مي ESTهاي  اليتكراري حاصل تو

                                                            
1 National Center for Biotechnology Information 

1995; Pontius et al.  2002 .(هاي اختصاصي  برخي كلكسيون
توان به موسسه  نيز و جود دارند كه از جمله مي ESTهاي  داده

ژن  هاي  ، شاخصه)/www.dana-farber.org( ٢سرطان دانا فاربر
) http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/tgipage.html( ٣گياهي 

)Lee at al.  2005; Nagaraj et al.  2006(هاي  ، پروژه دادهEST 
در دانشگاه آيوا ايالات متحده امريكا  ٤ييموش صحرا

)https://genome.uiowa.edu/home.old/index.html(   و پروژه
اشاره كرد  )/http://cgap.nci.nih.gov(  ٥سرطان ژنوم  آناتومي  

)Boguski et al.  1993; Boguski and Schuler  1995; Nagaraj 

et al.  2006.( 

 ESTهاي  تجزيه و تحليل توالي) ج

. ، حاوي اطلاعات زيستي ناچيزي هستندESTهاي خام  داده
ها با استفاده از ابزارهاي محاسباتي ويژه  تجزيه و تحليل اين داده

سبب رفع اين نقيصه شده و نتايج حاصل از بررسي صحيح 
تواند در نهايت منجر به شناسايي  مي ESTهاي  ز تواليانبوهي ا

مراحل معمول در . دشوترانسكريپتوم موجود مورد مطالعه 
 Nagaraj et(باشد  به شرح زير مي ESTهاي  تحليل داده و تجزيه

al.  2006 :(  
هاي تكراري و همچنين  حذف ناخالصي ناقل، بخش )1

هاي  ر تواليهاي بسيار كوتاه و فاقد كيفيت مناسب د توالي
EST 

هاي مورد  ها به منظور تهيه تواليESTبندي و اتصال  دسته )2
 )هاي فرضي رونوشت(توافق 

هاي  براي يافتن توالي DNAجستجو در بانك اطلاعاتي  )3
 همخوان و برآورد فعاليت بالقوه آن

يافتن پپتيدهاي فرضي بر اساس نتايج حاصل از ترجمه  )4
 هاي مورد توافق توالي

اطلاعاتي پروتئين به منظور مشخص كردن  جستجو در بانك )5
 عملكرد فرضي آن

و  ESTهاي تكميلي جهت تفسير عملكرد  تحليل و تجزيه )6
 سازي نتايج رويت

                                                            
2 Dana Farber Cancer Institute 
3 Plant Gene Indices 
4 Rat EST Project 
5 Cancer Genome Anatomy Project 
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  ESTمحاسبات مقدماتي توالي هاي ) د
هاي موجود در  سلسله محاسبات مقدماتي سبب كاهش خطا

 هاي بعدي را  تحليل و شده و افزايش كارايي تجزيه ESTهاي  داده
يابي بايستي  هاي حاصل از ناقل در توالي ناخالصي. بدنبال دارد
توان  ها حذف شوند، به اين صورت كه ميESTبندي  قبل از دسته

به مقايسه  cross-mapيا  BLASTبا استفاده از ابزارهايي همچون 
هاي اطلاعاتي ناقلين  هاي موجود در بانك با داده ESTهاي  داده

ي يپرداخت و پس از شناسا )EMVECو  UniVecمانند (
نواحي . ، اقدام به حذف آنها نمودESTهاي  هاي ناقل در داده توالي

هايي مانند  توان توسط روش را مي ESTهاي  تكراري در داده
DUST ) درNCBI ( ياnseg عناصر تكرار شونده . ي كرديشناسا
ها با استفاده از SSRو  ٣هاLTR، ٢هاSINE، ١هاLINEمانند 

RepeatMasker  ياMaskerAid ي هستند يقابل شناسا)Bedell et 

al.  2000; Nagaraj et al.  2006.( 
   ESTهاي  سازي توالي بندي و مرتب گروه) ه

هاي داراي كيفيت مناسب بر مبناي تشابه EST ضروري است تا
گيرند كه  بندي شده و به نحوي در كنار هم قرار  توالي، دسته

اين مرحله با . توافق حاصل شودبيشترين شباهت توالي مورد 
هاي كوتاه به منظور افزايش طول استفاده از تعداد زيادي از توالي

در اين رابطه . گيرد ها انجام ميESTدهي بهتر  توالي و سازمان
باشند  مي CAP3و  Phrapهاي  هاي كاربردي، برنامه بيشترين برنامه

)Nagaraj et al. 2006 .( از برنامهPEACE راي خصوصا ب
يابي شده حاصل از  بندي و مرتب كردن قطعات توالي دسته
اين برنامه در شبكه . دشو استفاده مي ٤ NGSيابي  هاي توالي روش

  .قابل دسترسي است http://www.peace-tools.orgاطلاعاتي 
 ESTو ترجمه  ORFبيني  پيش) و

هاي توافقي  بيني نواحي كد كننده پروتئين بر اساس توالي پيش
EST برداري و ترجمه در ژن  ي نسخهيسبب ارتقاي روند شناسا
هاي شناخته  هاي پروتئين تواند با داده مي ESTهاي  داده. دشو مي

شده مقايسه شوند و از اين طريق عملكرد محصول حاصل از 

                                                            
1 Long Interspersed Nucleotide Elements 
2 Short Interspersed Nucleotide Elements 
3 Long Terminal Repeats 
4 Next Generation or Sanger Sequencing 

 .Nagaraj et al(د شوبرداري شده مشخص ترجمه ژن نسخه

2006.(  
  ESTيابي توالي سازي اطلاعات حاصل ازفرايند ذخيره) ز

طور  به ESTيابي ژنوم كه هزاران  هاي گسترده توالي در پروژه
هاي توليد شده بايستي در يك فرايند  شوند، داده روزانه توليد مي

بنابراين بايستي . ندشوبندي و قابل تفسير  خودكار ذخيره، دسته
ياب به بانك اطلاعات يك  ها از دستگاه توالي براي انتقال داده

در چنين . رالعمل كارا، اتوماتيك و دقيق تهيه و تنظيم شوددستو
ها يا  طور خودكار از بانك دادهها بهESTفرايندي، لازم است تا 

پس . ياب دريافت شوند هاي حاصل از دستگاه توالي كروماتوگرام
بندي شده و  هاي مطلوب گروه هاي نامناسب، داده از حذف توالي

در . دشونهايي حاصل   شوند تا توالي در كنار يكديگر قرار داده مي
ها ترجمه شده و عملكرد آنها بر اساس مقايسه با  نهايت اين توالي

DNAشود  هاي مشابه مشخص مي هاي مختلف و پروتئين
)Nagaraj et al. 2006 .(هاي مناسب براي اين  برخي از ابزار

، )/http://staff.vbi.vt.edu /estap( ESTAP) 1: منظور عبارتند از
2 (PartiGene )http://www.nematodes.org 

/bioinformatics/PartiGene/( ،3 (ParPEST )http://www.cab. 

unina.it( ،4 (EGassembler )http://egassembler.hgc.jp/( ،5 (
ESTWeb )http://bioinfo.iq.usp.br/estweb/ ( 6و (ESTIMA 

)http://titan.biotec.uiuc.edu/ESTIMA/.(  
  تفسيرهاي عملكردي) ح

پپتيد فرضي حاصل شد، فعاليت آن بر مبناي  به محض اينكه پلي
هاي  ها و پروتئين هاي اصلي شناخته شده، موتيف توالي پروتئين

حاصل از مجموعه خانواده با استفاده از يك ابزار تركيبي  هم
) InterProScan )Zdobnov and Apweiler  2001اطلاعات مانند 

تري در  هاي پروتئيني الگوهاي مناسب توالي. دشوبيني مي پيش
سازي  طوري كه در تهيه همرديف تفسير عملكردي هستند، به

هاي  تحليل چند ژني، تهيه كتابخانه  و  چندگانه، تجزيه
منظور كاربردهاي پروتئوميكس مورد نگاري پروتئيني به  انگشت

و  Pfamدر اين خصوص ابزارهاي . گيرند استفاده قرار مي
SMART مين و موتيف و همچنين ارائه  و براي تجزيهتحليل د

ها، از كارايي بالايي  الگوي تفسير عملكردي مناسب توالي
حصول چنين تفسيرهايي   ).Nagaraj et al.  2006( برخوردارند
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 Gene Ontology) 1 ماننداز ابزارهايي  با استفاده
)http://www.geneontology.org/( ،2 (InterProScan 
)http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/(، 3 (KEGG 
)http://www.genome.jp/kegg/( ،4 (BLAST2GO 
)www.blast2go.org/ ( 5و (Generic EST Analysis 
)http://biolinfo.org/EST/  (باشدپذير مينيز امكان.  

د كه بطور خلاصه، بيشتر شودر پايان اين بخش اشاره مي 
، چيدمان و ESTهاي مناسب براي فرايندسازي مقدماتي  برنامه
ها و تفسير عملكردي در سايت  بندي، سازگاري داده دسته

http://biolinfo.org/EST است  قابل دسترسي)Nagaraj et al. 

اي كامل  به عنوان مجموعه ESTExplorerعلاوه بر اين،  ).2006
به منظور تفسير نوكلئوتيدي و پروتئيني،  ESTتحليل  و از تجزيه

هايي است كه توسط بسياري از كاربران مورد  يكي از برنامه
  ).Nagaraj et al. 2007( گيرد استفاده قرار مي

  EST ني بري نشانگرهاي مبتيشناسا
ي و يطور كامل شناسا ها به بسياري از ژن DNAمشخصات توالي 
هاي  آنها در مورد بسياري از گونه cDNAهاي  توالي كامل همسانه

ها قرار داده شده است، به طوري كه امكان  گياهي در بانك داده
از بانك  cDNAهاي  ها و همسانه ، ژنESTهاي  دريافت توالي داده

توان از آنها براي تعيين  ود داشته و ميوج) GenBank(ژن 
  .استفاده كرد ESTنشانگرهاي مبتني بر 

  EST-SSRنشانگرهاي ) الف
هاي موجود در بخش  آغازگرهاي حاصل از نواحي مجاور موتيف

ها مورد  اي ژن هاي ريز ماهواره تواند به منظور تكثير بخش ژني مي
 SSRانگرهاي به عنوان مثال در ذرت، نش. استفاده قرار گيرند

توان از آدرس  بدين روش تهيه شدند و توالي آغازگر آنها را مي
www.maizeGDB.org نشانگرهاي . دريافت كردSSR  وابسته به

ژنومي داراي مزاياي بسياري  SSRژن نسبت به نشانگرهاي 
هاي  توان آنها را با استفاده از روش هستند به نحوي كه مي

ي كرد و يحي بيان شونده ژنوم شناسااي سريعا در نوا رايانه زيست
سپس بر مبناي نواحي محافظت شده و با ثبات، طراحي 

اين نشانگرها قابليت كاربرد در . آغارگرهاي مناسب انجام شود
بر اين . );Varshney 2010 Xu 2008(ها را دارند  بسياري از گونه

را براي  EST-SSRرسد كه بتوان نشانگرهاي  اساس به نظر مي

 ESTيا  SSRهاي خويشاوندي كه اطلاعات كمي در مورد  گونه
بطور مثال از . آنها در دسترس است، مورد استفاده قرار داد

حاصل از جو ، براي مقايسه نقشه ژنتيكي  EST-SSRنشانگرهاي 
 ;Yu et al.  2004(در گندم، چاودار و برنج استفاده شده است 

Varshney et al.  2005 .(گرهاي علاوه بر اين نشانSSR  وابسته
تري به عنوان نشانگرهاي اورتولوگ با  هاي مناسب به ژن، گزينه

براي مثال، . هاي مختلف هستند ثبات در ژنتيك و اصلاح گونه
-ESTي از نشانگرهاي يتا 12مشخص شده است كه يك دسته 

SSR  جو داراي شباهت قابل قبولي با نشانگرهايEST  در چهار
و همچنين دو ) ذرت، سورگوم و برنجگندم، (اي  لپه گونه تك

باشد به طوري كه  مي) آرابيدوپسيس و يونجه(اي  گونه دولپه
 Varshney et(هاي مذكور استفاده نمود  ها در گونه توان از آن مي

al.  2005 .( شايان ذكر است كه اگرچه نشانگرهايEST-SSR  به
شوند، ولي ميزان  عنوان نشانگرهاي با كيفيت شناخته مي

 .Cho at al(ژنومي است  SSRندشكلي آنها كمتر از نشانگرهاي چ

2000; Eujayl et al.  2002; Thiel et al.  2003.(  
  EST-SNPنشانگرهاي ) ب

هاي  ي چندشكليي، منابعي قابل استفاده در شناساESTهاي  توالي
 .Picoult-Newberg et al(مي باشند ) SNP(تك نوكلئوتيدي 

1999; Kota et al. 2003 .( نشانگرهايSNP  جديدترين
بوده و به عنوان نشانگر ژنتيكي دو  DNAنشانگرهاي وابسته به 

ها داراي فراواني زيادي SNPعلاوه بر اين، . شوند آللي شناخته مي
كمتر تحت تاثير موتاسيون قرار  SSRبوده و در مقايسه با 

اگرچه ). Shahinnia and Sayed-Tabatabaei 2009(گيرند  مي
SNPشوند، ولي  ها به عنوان فناوري جديد نشانگري معرفي مي

 DNAيابي  از زماني كه توالي. مبتني بر ديدگاه جديدي نيستند
هاي يك مكان ژني فراهم شد  پذير گشت، امكان مقايسه آلل امكان

توان  چنين نشانگرهايي را مي. و اختلافات توالي آنها آشكار گشت
هاي  همچنين در انتخاب همسانه يابي فيزيكي و ژنتيكي و در نقشه

BAC ها بكار برد  به منظور بررسي توالي كامل ژن)Somers 

2004.(  
بر  ESTدر بيشتر گياهان مهم زراعي، تعداد بسياري از نشانگرهاي 

ها  اند و در بانك داده اساس چندين ژنوتيپ از يك گونه تهيه شده
در يك گونه  ESTهاي فراواني از نشانگرهاي  دسته. اند هشدثبت 
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هاي  توان انتخاب و با استفاده از برنامه مورد مطالعه را مي
در شرايط  SNPاي و ابزارهاي تشخيص  رايانه زيست

) SNP(هاي تك نوكلئوتيدي  ي چندشكلييآزمايشگاهي، به شناسا

تعداد بسيار زيادي از فرايندها و ابزارهاي . آنها پرداخت
 Varshney( اند عرفي شدهها مSNPي ياي جهت شناسا رايانه زيست

اساسا تمامي اين ابزارها يا مسيرهاي فرايندي، موجب ). 2010
هاي ESTشوند به نحوي كه  مي ESTبندي نشانگرهاي  گروه

گيرند و شرايط براي  مربوط به يك ژن در يك دسته قرار داده مي
حاصل از اين  SNPنشانگرهاي . دشو ها فراهم ميSNPي يشناسا

هاي حاصل از ESTكروماتوگرام توالي  روش بايستي توسط
مطالعات حقيقي در آزمايشگاه مورد تاييد قرار گيرند زيرا احتمال 

تحليل  و هاي شناسايي شده حاصل از تجزيهSNPخطا در 
 SNPبيشترين ). Varshney 2010(اي وجود دارد  رايانه زيست

شناخته شده بر اين مبنا مربوط به ژنوم انسان است بطوريكه تا 
اين در حالي . شدگزارش   SNPميليون  8/1حدود  2003ال س

در غلات مربوط به  SNPاست كه بيشترين پيشرفت شناسايي 
و اين اطلاعات در مورد ) Tenaillon et al. 2001(ذرت بوده 

قابليت . گندم، جو و برنج نيز به سطح قابل قبولي رسيده است
هاي  روش ها وجود دارد وSNPي ياجراي اتوماتيك در شناسا

 Gupta and(ي در اين خصوص ارائه شده است يمختلف شناسا

Varshney 2000 .(شود كه در غلات فراواني  تصور ميSNP 
 DNAنوكلئوتيد در بخش  600تا  100معادل يك اتفاق در 

). Kanazin 2002; Somers et al. 2003(شونده باشد  بيان
SNP هاي حاصل از نشانگرهايESTدر  ، قابليت كاربرد

  .آزمايشات تشخيصي و باليني پزشكي را نيز دارا مي باشند
  EST-TRAPنشانگرهاي ) ج

 PCRحاصل يك روش كارا و سريع مبتني بر  ١ TRAPنشانگر 
است، كه به عنوان نشانگر چندشكل در نزديكي ژن هدف مورد 

در اين روش، دو ). Hu and Vick 2003(گيرد  استفاده قرار مي
يكي . شود يدي براي ايجاد نشانگر استفاده مينوكلئوت 18آغازگر 

مبتني بر  TRAPاز آغازگرهاي مورد استفاده در تهيه نشانگرهاي 
) بر مبناي توالي برگرفته از بانك اطلاعاتي(هدف  ESTتوالي 

شود و آغازگر دوم داراي توالي تصادفي است به  طراحي مي
                                                            
1 Target Region Amplification Polymorphism 

حي به ترتيب نوا( GCيا  ATنحوي كه فاقد ناحيه غني از 
تواند در غربال  مي TRAPروش . باشد) اينتروني يا اگزوني

ژنتيكي ژرم پلاسم در بانك ژن و همچنين در نشانمند كردن 
). Xu 2010(هايي كه داراي ارزش زراعي هستند، مفيد باشد  ژن
  EST-Genicنشانگرهاي ) د

هاي اختصاصي  با استفاده از اطلاعات مبتني بر ترانسكريپتوم و ژن
د مي توان نشانگرهاي جديدي ابداع نمود كه از آن يك موجو
، )ESTهاي  بر اساس داده( ESTهاي  توان به  چندشكلي جمله مي

بر اساس (هاي حفاظت شده  نشانگرهاي حاصل از اورتولوگ
هاي نزديك به  هاي گونه هاي ژنوم هدف با توالي مقايسه توالي

هاي  اساس ژنبر (، نشانگرهاي تكثيريافته از ژنتيك توافقي )آن
هاي  ، نشانگرهاي ژن)هاي خويشاوند مدل شناخته شده در گونه

، )بر اساس آغازگرهاي حاصل از توالي ژن(اختصاصي 
هاي  بر مبناي آغازگر حاصل از دمين(هاي مقاومت  هاي ژن آنالوگ

هاي  ، چندشكلي حاصل از ترانسپوزون)شناخته شده در مقاومت
هاي ترانسپوزوني LTRل از بر اساس آغازگرهاي حاص(اگزوني 

و همچنين ) اي يا اوليگونوكلئوتيدهاي تصادفي ريزماهواره
برگرفته از نواحي اگزون، اينترون و  PCRنشانگرهاي مبتني بر 

 Gupta and Rustgi(هاي شناخته شده، اشاره كرد  ژن اندازراه

2004; Xu  2010 .(  
 EST-Genome wideنشانگرهاي ) ه

توان  يا ژنومي آنها موجود است، مي ESTالي هايي كه تو در گونه
هاي  مانند ژنوتيپ(هاي مورد نظر با خصوصيات مطلوب  ژنوتيپ

را ) والدي و نتاج حاصل از يك جمعيت در تهيه نقشه ژنتيكي
به منظور شناسايي ) resequencing(يابي مجدد  جهت انجام توالي

يابي  نين تواليهمچ. تنوع ژنتيكي بين افراد، مورد مطالعه قرار داد
ژنومي افراد مختلف  DNAيا  cDNAتوان بر مبناي  جديدي را مي
ها را با توالي ژنوم مرجع  هاي حاصل از اين توالي انجام داد و داده

در نتيجه، تنوع ژنومي بين . سازي و مقايسه كرد رديف
هاي مختلف يا تفاوت آنها با ژنوتيپ مرجع آشكار  ژنوتيپ

توالي  454براي مثال، بر اساس ). Varshney 2010(د شو  مي
هاي  حاصل از ترانسكريپتوم مريستم هاي انتهاي ساقه در لاين

توالي  280000و  260000به ترتيب (ذرت  Mo17و  B73خالص 
EST( تنوع تك نوكلئوتيدي  36000، بيشتر از)SNPs ( بين افراد
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قطعه ژنومي در لاين  9980يابي  مشخص شد كه حاصل توالي
B73 هاي بعدي به منظور شناسايي چند  وتحليل تجزيه. دبو

 7000ها به بيشتر از SNPهاي حقيقي سبب كاهش تعداد  شكلي
از ) 110از  94( درصد 85در اين مطالعه متجاوز از . تفاوت شد

يابي به روش سانجر در  هاي مفروض توسط توالي SNPمجموع 
 ;Barbazuk et al. 2007(آزمايشگاه مورد تاييد قرار گرفت 

Varshney 2010.(  
 ESTغربال ژنتيكي بر مبناي نشانگرهاي مبتني بر 

ژنتيكي با استفاده از نشانگرهاي   به طور كلي، به منظور غربال
مورد نظر در بيش از دو  ESTهاي  ، بايستي تواليESTمبتني بر 

ها در بين SNPپس از مشخص شدن . سازي شود ژنوتيپ رديف
ها  SNPكارآمد به منظور غربال ژنتيكي ها، انتخاب روشي  ژنوتيپ

هاي  با توجه به ارائه و معرفي روش. رسد ضروري به نظر مي
، )تاكنون  روش 30بيش از ( SNPمختلف غربال ژنتيكي مبتني بر 

ها نه تنها بر مبناي پتانسيل  رسد كه انتخاب اين روش به نظر مي
ر و دقت نشانگري آنها بلكه بر اساس توجيه اقتصادي، سهولت كا

در ). Shahinnia and Sayed-Tabatabaei 2009(د شو انجام مي
اقدام به  2008در سال  Bagge and Lübberstedtهمين زمينه  

نمودند و گزارش  SNPهاي غربال ژنتيكي  مقايسه دقيق روش
كردند كه توجيه اقتصادي و موضوع مورد مطالعه از عوامل اصلي 

بطور كلي . غربال مناسب است در انتخاب و استفاده از يك روش
در اين خصوص به دو روش غربال ژنتيكي محدود و گسترده به 

  .دشوتفصيل اشاره مي
  غربال ژنتيكي محدود) الف

زماني كه محدوديت منابع مالي و همچنين تعداد كمي نشانگر 
براي غربال ژنتيكي وجود داشته باشد،  EST-SNPمبتني بر 

هاي  روش. ه كم قابل اجراستبا هزين SNPارزيابي ژنتيكي 
توان بر اساس دو سيستم  را مي SNPموجود غربال ژنتيكي 

اكثر . آشكارسازي مبتني بر ژل و مستقل از آن تقسيم كرد
 SnaPshot ،Pyrosequencingهاي مستقل از ژل مانند  سيستم

يابي بوده و نياز به  مبتني بر اطلاعات توالي Biplex invaderو
اين در ). Pati et al.  2004(ك اوليه زيادي دارند تسهيلات اتوماتي

هاي مبتني بر ژل، هزينه كمتري داشته و  حالي است كه روش
 CAPsدر اين راستا، نشانگرهاي . بازدهي متوسطي دارند

 .Thiel et al(اند  ترين روش مورد استفاده شناخته شده معمول

2003; Shahinnia et al. 2009 .(شانگرهاي توان ن در صورتي مي
SNP  را بهCAPs  تبديل كرد كه چندشكلي موجود در توالي

نوكلئوتيدي، در مكان بري يك آنزيم انحصاري قرار داشته باشد 
  ). 1شكل (

  .Neff et alو  Michaels and Amasino   )1998( علاوه بر اين
هاي نوكلئوتيدي فاقد  توان چندشكلي نشان دادند كه مي) 1998(

به  dCAPsبرش آنزيمي را با استفاده از روش تاثير در مكان 
در اين روش، با استفاده از . تبديل كرد PCRنشانگرهاي مبتني بر 

 DNAآغازگرهايي كه داراي يك يا چند نوكلئوتيد غير منطبق بر 
است، مي توان اقدام به ايجاد يك مكان  SNPو در ناحيه  ١الگو

ل تحت حاص PCRسپس محصول . نمود PCRبرشي در محصول 
تيمار آنزيم برشي مورد نظر واقع شده و پس از توالي يابي وجود 

 Shahinnia and(گيرد  مورد ارزيابي قرار مي SNPيا فقدان 

Sayed-Tabatabaei  2009 .( روشdCAPs  همانندCAPs  روشي
  Michaels and Amasino(ساده، كارامد و نسبتا ارزان است 

توان تعداد نشانگرهاي مفيد در  با استفاده از اين روش مي). 1998
سازي مبتني بر نقشه ژني را فزوني   تهيه نقشه ژنتيكي و همسانه

به عنوان مثال، جهت تهيه نقشه ژنتيكي فشرده در ناحيه ژني . داد
int-c4واقع بر بازوي كوتاه كروموزوم  ٢H  جو به منظور

بر مبناي  ESTنشانگر مولكولي  28سازي ژن، تعداد  همسانه
هاي ژنتيكي ارائه شده در جو يا بر حسب نواحي مشابه آن  هنقش

). Shahinnia et al.  2009(برنج تهيه شد  3در كروموزوم شماره 
ها در ESTسازي  هاي يافت شده حاصل از همريفSNPبر اساس 

و  ”Kanto Nakate Dold“و  ”Azumamugi“دو رقم جو ژاپني 
يا  CAPsروش  به PCRتبديل آنها به نشانگرهاي مبتني بر 

dCAPs لاين خالص نوتركيب  99، غربال ژنتيكي تعداد)RILs (
اي مشابه  در مطالعه. حاصل از تلاقي اين دو والد انجام شد

)Shahinnia et al. 2011( نقشه ژنتيكي فشرده در ناحيه ژني ،
dsp.arنشانگر  36جو با استفاده از  ٣EST  حاصل از مقايسه

  و تبديل آنها به ٤پوديوم نواحي مشابه جو، برنج، سورگوم و براكي

                                                            
1 Mismatch 
2 Intermediate-spike c 
3 Dense spike 
4 Brachypodium 
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نوارهاي حاصل از برش نشانگر ) الف. و الكتروفورز ژل آگارز CAPsوتبديل آنها به نشانگرهاي  ESTتوليد نوارهاي پلي مورفيك با استفاده از نشانگرهاي  - 1شكل 
AV833030  در والدKNG يم با آنزMwoI نوارهاي حاصل از برش نشانگر ) ب؛CA000177  در والدين AZ وKNG  با آنزيمHind IIIنوارهاي حاصل ) ج  ؛

 ;shahinnia 2007(در اين شكل تمايز نوارهاي والدي و شاهد هتروزيگوت به سهولت امكان پذير است .  SacIIبا آنزيم AZ در والد  BJ473916از برش نشانگر 

shahinnia et al. 2009.(  
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نتايج حاصل . دشتهيه  CAPsبه روش  PCRنشانگرهاي مبتني بر 

حاصل از تلاقي رقم  F2فرد  1996از غربال ژنتيكي تعداد 
“Bowman”  و لاين جهش يافته“BW256”  نشان داد كه ژن

سانتي مورگان نشانگرهاي واقع در  37/0مورد نظر در فاصله 
  .دارد قرار 7Hناحيه سانترومر كروموزوم 

چون امكان آشكارسازي چندشكلي حاصل از تنها يك نوكلئوتيد 
آميد وجود ندارد، استفاده از   آكريل با استفاده از الكتروفورز ژل پلي

به عنوان راهكار ديگري در غربال ژنتيكي  ١ SSCPsروش 
يك يا دو (هاي بسيار كوچك  محدود و براي تشخيص چندشكلي

 .)Varshney 2010( شدمعرفي  PCRدر محصولات ) نوكلئوتيدي
هاي  اين روش مبتني بر تفاوت ساختار ثانويه حاصل از رشته

است كه در يك يا تعداد محدودي  PCRمنفرد محصولات 
به منظور آزمون چندشكلي به روش . نوكلئوتيد اختلاف دارند

SSCPs محصول ،PCR هاي مختلف حاوي  ژنوتيپSNP 
غير واسرشت (آميد خنثي  كريلواسرشت شده و با استفاده از ژل آ

ها،  در ژنوتيپ SNPبه دليل وجود . ندشو الكتروفورز مي) ساز
 Varshney(ي است ينوارهاي چندشكل بر روي ژل قابل شناسا

 Germano(اين روش در مورد چندين گونه همچون كاج ). 2010

and Klein 1999( ارزن ،)Bertin et al. 2005 ( و كاساوا
)Castelblanco and Fregene 2006 ( مورد استفاده قرار گرفته

  .است
  غربال ژنتيكي گسترده) ب

هاي ژنومي، غربال  به دليل در دسترس بودن حجم زيادي از داده
در سطح وسيعي از ژنوم و  ESTهاي منفرد  ژنتيكي گسترده توالي

به راحتي قابل  SNPتعداد زيادي ژنوتيپ به عنوان نشانگرهاي 
از نظر اقتصادي و زمان نيز قابل توجيه  اجراست، به نحوي كه

ي، به صورت خدمات آزمايشگاهي يهاانجام چنين روش. باشد مي
ها و مراكز ژنتيكي مجهز به امكانات مورد نظر ارائه  توسط شركت

د و نيازي به تهيه امكانات بصورت مستقل در هر آزمايشگاه شومي
  .نيست

ده، سنجش ترين سنجش ژنتيكي گستر در حال حاضر مناسب
GoldenGate  ارائه شده توسط كمپانيIllumina  است)Fan et 

                                                            
1 Single stranded DNA confirmation polymorphisms 

al. 2003 .(سازي آغازگرهاي ويژه يك  اين روش بر اساس دورگه
ژنومي مستقر بر يك بستر جامد است كه  DNAبا ) SNPيا (آلل 

. بيان شده است 2مراحل انجام آن بطور اختصار در شكل 
، 96ند غربال ژنتيكي تعداد توا مي Goldengateبنابراين، سنجش 

را با استفاده از يك واكنش و در  SNP 1536و  768، 384، 192
در بين ژنوم گياهان، ). Varshney 2010(روز انجام دهد  3عرض 

در جو  GoldenGateبر اساس سنجش  SNPاولين غربال ژنتيكي 
با  SNPدو روش غربال ژنتيكي گسترده مبتني بر . صورت گرفت

 ٢OPA (Illumina(سنجش اوليگونوكلئوتيدي تركيبي  استفاده از
در  SNP  مكان 1536ي غربال ژنتيكي همزمان يكه هر يك توانا(

با استفاده از ). Close et al. 2009(ارائه شده است ) جو را دارد
ها، غربال ژنتيكي در چندين جمعيت جو انجام شد كه  اين روش

مطابق ( SNPنشانگر  2943 منجر به تهيه نقشه ژني مبتني بر تعداد
بر مبناي نقشه ژني حاصل و با . شد) مورگان سانتي 1653با 

يابي شده برنج،  هاي توالي استفاده از نشانگرهاي مشابه در ژنوم
هاي مختلف جو  توان ژنوتيپ پوديوم و سورگوم، مي ذرت، براكي

در نتيجه، بر اساس تشابه ژنومي . تحليل قرار داد و را مورد تجزيه
. هاي فرضي در ژنوم جو را مشخص كرد ي كلي از ژنيتوان نما مي

 881تحليل  و نتايج تجزيه et al. (2011)   Drukaعلاوه بر اين،
يافته  هاي جهش كه حاوي آلل(لاين حاصل از تلاقي برگشتي 

. راگزارش كردند) وابسته به صفات نموي و مورفولوژيك بودند
-Illumina  ط سنجشها توس پس از غربال ژنتيكي اين لاين

GoldenGate  توالي  3072و با استفاده ازEST  حاويSNP  در
آلل  426يابي همزمان  اي مورد استفاده، امكان مكان والد دوره

 .شديافته روي قطعات كرموزومي نقشه ژنتيك جو ميسر  جهش
را معرفي  Infiniumسنجش ژنوتيپي  Illuminaاخيرا، كمپاني 

شود، روش  ناميده مي SNPCGH اين سنجش كه. كرده است
  بر   كه  است   ژنوم  در  موجود  هايSNPبسيار دقيقي در غربال 

با يك ژنوم ) Array-CGH( 3اي اساس هيبريداسيون ژنوم مقايسه
ها را  هاي آلل شود و آشكارسازي تنوع و تفاوت مرجع انجام مي

  ژنوتيپي  سنجش توسط دو  SNP-CGHي يكارا. نمايد مي تسريع 

                                                            
2 Oligo pool assays 
3 Comparative genomic hybridization 
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در ابتدا لازم است تا آماده .  Illumina-GoldenGateروز با استفاده از سنجش  3مراحل اختصاري انجام غربال ژنتيكي گسترده تنها به مدت  -2شكل 
سپس در مرحله . ت گيردميكرو گرم در واكنش هاي چند گانه صور 2نانو گرم براي استفاده در يك واكنش منفرد و يا  250ژنومي هر نمونه به ميزان  DNAسازي

و  P1آغازگر رفت و برگشتي 2در مرحله دوم، . دشو جهت اتصال به يك بستر پارامگنتيك فعال مي Streptavidin/Biotinبا استفاده از ماده  DNAاول، زنجيره 
P2 )ASOs ( و يك آغازگر مكان اختصاصيP3 )LSO ( براي هر مكانSNP اي پليمراز با استفاده از  ، واكنش زنجيرهدر مرحله سوم و چهارم. دشو طراحي مي

براي  Dyeاي و بر چسب شده با يك ماده رنگي نظير  تك رشته DNAدر مرحله پنجم، . شود انجام مي SNPمكان  1536آغازگرهاي طراحي شده همزمان براي 
در . يابد اتصال مي Bead Cheapيا  Array Matrixبه بستر جامد هاي مرتبط با هر توالي اختصاصي  در مرحله ششم، نمونه. شود اتصال به بستر جامد آماده مي

در مرحله هشتم، تصوير كلي از نقاط . شود ياب انجام مي در دستگاه توالي Sentrix Array Matrixيابي بر اساس خاصيت فلورسنس  مرحله هفتم، توالي
يابي با استفاده از نرم افزار مرتبط با اين  يي نهم، لازم است تا اطلاعات حاصل از تواليدر مرحله نها. دشو آشكار مي SNPفلورسنس شده مرتبط با توالي هر مكان 

 ) http://www.illumina.com/documents/products/workflows/workflow_goldengate_assay.pdf: اقتباس از(  دشوتحليل  و روش تجزيه
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Infinium  چندشكلي تك  317000و  109000با استفاده از

هاي كروموزومي  ي ناهنجارييبه منظور شناسا) SNP(نوكلئوتيدي 
هاي توموري  مانند سلول(هاي حاوي ناهنجاري  موجود در نمونه

 Peiffer et al. 2006; Varshney(به اثبات رسيده است ) در انسان

هاي گياهي  هنوز در سيستم Infinumاستفاده از سنجش ). 2010
  رسد كه به زودي با معرفي مرسوم نشده است، ولي به نظر مي

SNPهاي هاي جديد مبتني بر روشNext Generation 

Sequencing هاي گياهي  ، روش مذكور نيز در بسياري از گونه
  .دشوقابل اجرا 

  ESTرهاي مبتني بر كاربرد نشانگ
. در موارد متعددي به اثبات رسيده است ESTكارايي نشانگرهاي 

ژني انسان بكار رفت و   اين نشانگر براي اولين بار در تهيه نقشه
هاي ژنتيكي ها و همچنين ارتقاء نقشه سپس از آن براي بررسي ژن

هاي  هاي ژنومي حاصل از پروژه با افزايش داده. استفاده شد
هاي كانديد، SNPي يبه منظور شناسا ESTهاي  يابي، داده توالي

بيني ساختار ژن و همچنين براي تشخيص  تنوع پيرايش ژن، پيش
ها يا بيماري خاص، مورد استفاده قرار  هاي موثر در بافت ژن

توان به منظور تعيين كميت  را مي  EST نشانگرهاي. گرفت
همچنين براي و  cDNAهاي  هاي اختصاصي در كتابخانه رونوشت

 Xu(ي ژن بكار برد يتهيه نماي ژني، بيان ژن، نقشه ژني و شناسا

2010.(  
توانند  مي cDNAبخشي از   حاصل از توالي ESTنشانگرهاي 

ها ارائه دهند و در پي آن  اطلاعات دقيقي از تفاوت توالي بين آلل
لازم به ذكر . شوند به عنوان نشانگرهاي مولكولي جديد معرفي 

وسيله   بهبود ميزان و كيفيت توليدات گياهي بهاست كه 
شود بلكه اساسا با شناخت مكانيسم  تسهيل نمي  سازي ژن همسانه

ي نقش ياينچنين نشانگرها. ژنتيكي نهفته در تنوع آللي ميسر است
هاي  ي ژن يا آلل و همچنين پيشرفت برنامهيمهمي در شناسا

هاي  كي از جنبهي). Somers 2004(كنند  ژنومي گياهان ايفا مي
هاي  يابي ژن يا مكان EST، تهيه نقشه ESTيابي  هاي توالي پروژه

هاي ژني است كه بر اساس آن بتوان رابطه بين  كانديد در نقشه
توان به  ها را ميSNP. فنوتيپ و كاركرد ژن را مشخص كردد

ها بر روي ESTيابي دقيق  عنوان نشانگرهاي مولكولي در مكان

بكار برد ) ژه آزمايشات ژنوميكس كاركرديبوي(نقشه ژنتيكي 
)Somers et al. 2003; Somers  2004.(  

امروزه نشانگرهاي مولكولي به عنوان ابزاري مهم در ژنتيك 
هاي اصلاحي مورد استفاده  ي برنامهيگياهي و همچنين بهبود كارا

هاي  ارتقاي نشانگرهاي مولكولي مبتني بر روش. گيرند قرار مي
است به نحوي كه، در نهايت منجر به بهبود نوين اصلاحي 

در . دشوپلاسم و انتخاب موثر صفات مهم اقتصادي  همزمان ژرم
هاي جديد نشانگري مانند نشانگرهاي مبتني بر  حال حاضر روش

EST-SNP  به عنوان نشانگرهاي اقتصادي و بسيار كارامد براي
، از )MAS(هاي گزينش به كمك نشانگر  غربال ژنتيكي در برنامه

در نتيجه استفاده از چنين روش . اي برخوردارند اهميت ويژه
غربالگري، امكان گزينش بر اساس كل ژنوم نه تنها برحسب مكان 

اي از  د بلكه ارزيابي توام مجموعهشو ژني مشخص فراهم مي
 Langridge and(سازد  ها در ژنوم را نيز ميسر مي نوتركيبي

Chalmers 2004 .( ،هاي ژنتيكي با  انطباق نقشهعلاوه بر اين
يابي صفات كمي به روش  مكان  هاي فيزيكي و در نهايت نقشه

Association mapping هاي ژنتيكي با  و بدون استفاده از جمعيت
تسهيل  SNPحاصل از نشانگرهاي  ESTهاي  استفاده از توالي

هاي  در برنامه MASي ياين نشانگرها سبب افزايش توانا. شود مي
هاي وابسته به ژن در  و همچنين شناسايي تنوع آللاصلاحي 

. دشويافته مي هاي جهش پلاسم، بانك ژن يا جمعيت مجموعه ژرم
هاي مذكور، امكان اجراي غربال  در نهايت با استفاده از روش

ويژه در ژنوم  ژنتيكي گسترده براي صفاتي با وراثت كمي، به
كم، تسريع و  هاي نسبتا گياهان زراعي، همراه با صرف هزينه

شود  هاي اصلاحي به كمك نشانگر ميسر مي تسهيل برنامه
)Varshney  2010.(  

  سپاسگزاري
بدينوسيله از وزارت كشاورزي و موسسه تحقيقات علوم 

 Genomics for Agriculturalطرح (ژاپن  )NIAS(كشاورزي 

Innovation, TRC1004 ( و همچنين موسسه تحقيقات ژنتيك
بدليل حمايت مالي و ) STE1102/2-1  طرح(ن آلما )IPK(گياهي 

  .دشو در اختيار گذاشتن امكانات آزمايشگاهي سپاسگزاري مي
  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
92

.8
.2

.1
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
6-

07
 ]

 

                            12 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1392.8.2.1.5
http://mg.genetics.ir/article-1-1152-fa.html


  طباطباييابراهيم سيدفهيمه شاهين نيا و بدرالدين    ...)ESTs(هاي بيان شده  هاي مبتني بر توالي ابداع نشانگر
 

 1392 تابستان/ 2شماره / تمشهدوره / ژنتيك نوين 129

 

  
   منابع

Adams MD, Kelley JM, Gocayne JD, Dubnick M, 
Polymeropoulos MH, Xiao H, Merril CR, Wu A, Olde RF, 
Moreno RF (1991) Complementary DNA sequencing: 
expressed sequence tags and human genome project 
Science 252:1651 -1656. 
Anderson JR, Lübberstedt T (2003) Functional markers in 
plants. Trends in Plant Science 8:554-560. 
Bagge M, Lübberstedt T (2008) Functional makers in 
wheat: technical and economic aspects. Molecular 
Breeding 22:319 -328. 
Barbazuk WB, Emrich SJ, Chen HD, Li L, Schnable PS 
(2007) SNP discovery via 454 transcriptome sequencing 
Plant Journal 51:910 -918. 
Bateman A, Coin L, Durbin R, Etwiller L, Eddy SR, 
Griffiths-Jones S,  Howe KL, Marshall M, Sonnhammer 
ELL (2004) The Pfam protein families database. Nucleic 
Acids Research 32: D138-41. 
Bedell JA, Korf I, Gish W (2000) MaskerAid: a 
performance enhancement to Repeat Masker. 
Bioinformatics 16: 1040-1. 
Benson DA, Karsch-Mizrachi I, Lipman DJ, Ostell J, 
Wheeler DL. and Rapp BA (2002) GenBank. Nucleic 
Acids Research 30:17 -20.  
Bertin I, Zhu JH, Gale MD (2005) SSCP-SNP in pearl 
millet-a new marker system for comparative genetics. 
Theoretical and Applied Genetics 110:1467-1472. 
Boguski MS, Lowe TM, CM Tolstoshev CM (1993) 
dbEST: database for “expressed sequence tags”. Nature 
Genetics 4:332-333.  
Boguski MS, and Schuler GD (1995) ESTablishing a 
human transcript map. Nature Genetics 10:369-71. 
Boguski MS, Tolstoshev CM, Bassett DE (1994) Gene 
discovery in dbEST. Science 265:1993-1994.  
Castelblanco W, Fregene MF (2006) SSCP-SNP-based 
conserved ortholog set (COS) markers for comparative 
genomics in cassava (Manihot esculenta Crantz). Plant 
Molecular Biology Reporter 24:229-236. 
Cho YG, Ishii T, Temnykh S, Chen X, Lipovich L, 
McCouch SR, Park WD, Ayres N, Cartinhour S (2000) 
Diversity of microsatellites derived from genomic libraries 
and GeneBank sequences in rice. Theoretical and Applied 
Genetics 100: 713-722. 
Close TJ, Bhat PR, Lonardi S, Wu Y, Rostoks N, Ramsay 
L, Druka A, Stein N, Svensson JT, Wanamaker S et al. 
(2009) Development and implementation of high-
throughput SNP genotyping in barley. BMC Genomics 10: 
582. 
Druka A, Franckowiak J, Lundqvist U, Bonar N, 
Alexander J, Shahinnia F, Radovic S, Vendramin V, 
Morgante M, Stein N, Waugh R (2011) Genetic dissection 
of barley morphology and development. Plant Physiology 
155: 617-627. 
Eujayl I, Sorrels ME, Baum M, Wolters P, Powell W 
(2002) Isolation of EST-derived microsatellite markers for 
genotyping the A and B genomes of wheat. Theoretical 
and Applied Genetics 104: 399-407. 

Fan JB, Oliphant A, Shen R, Kermani BG, Garcia F et al. 
(2003) Highly parallel SNP genotyping. Cold Spring 
Harbor Symopsium Quantitaive Biology 68:69-78. 
Germano J, Klein AS (1999) Species-specific nuclear and 
chloroplast single nucleotide polymorphisms to distinguish 
Picea glauca, P. mariana and P. rubens. Theoretical and 
Applied Genetics 99:1-2. 
Gupta PK, Rustgi S (2004) Molecular markers from the 
transcribed/expressed region of the genome in higher 
plants. Functional and Integrated Genomics 4:139-162. 
Gupta PK, Rustgi S, Mir PR (2008) Array-based high 
throughput DNA markers for crop improvement. Heredity 
101:5-18. 
Gupta PK, Varshney RK (2000) The development and use 
of microsatellite markers for genetic analysis and plant 
breeding with emphasis on bread wheat. Euphytica 113: 
163-185. 
Hotz-Wagenblatt A, Hankeln T, Ernst P, Glatting KH, 
Schmidt ER, Suhai S (2003) ESTAnnotator: a tool for high 
throughput EST annotation. Nucleic Acids Research 31: 
3716-3719. 
Hu J, Vick BA (2003) Target region amplification 
polymorphism: a novel marker technique for plant 
genotyping. Plant Molecular Biology Reporter 21: 289-
294. 
Kanazin V, Talbert H, See D, DeCamp P, Nevo E, Blake T 
(2002) Discovery and assay of single nucleotide 
polymorphisms in barley (Hordeum vulgare). Plant 
Molecular Biology 48: 529-537. 
Kota R, Rudd S, Facius A, Kolesov G, Theil T, Zhang H, 
Stein N, Mayer K, Graner A (2003) Snipping 
polymorphisms from large EST collections in barley 
(Hordeum vulgare L.). Molecular Genetics and Genomics 
270: 24 -33. 
Langridge P, Chalmers K (2004) The principle: 
identification and application of molecular markers. In: 
Lörz H, Wenzel G (eds.) Molecular Marker Systems. 
Biotechnology in Agriculture and Forestry, Vol 55. 
Springer-Verlag Berlin Heidelberg pp. 3-24.  
Lee B, Hong T, Byun SJ, Woo T, Choi YJ (2007) 
ESTpass: a web-based server for processing and 
annotating expressed sequence tag (EST) sequences. 
Nucleic Acids Research 35: W159-W162.  
Lee Y, Tsai J, Sunkara S, Karamycheva S, Pertea G, 
Sultana R, Antonescu V, Chan A, Cheung F, Quackenbush 
J (2005) The TIGR Gene Indices: clustering and 
assembling EST and known genes and integration with 
eukaryotic genomes. Nucleic Acids Research 33:D71-4. 
Mao C, Cushman JC, May GD, and Weller JW (2003) 
ESTAP–an automated system for the analysis of EST data 
Bioinformatics 19: 1720 -1722. 
Michaels SD, Amasino RM (1998) A robust method for 
detecting single-nucleotide changes as polymorphic 
markers by PCR. Plant Journal 14:381-385. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
92

.8
.2

.1
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
6-

07
 ]

 

                            13 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1392.8.2.1.5
http://mg.genetics.ir/article-1-1152-fa.html


  طباطباييابراهيم سيدفهيمه شاهين نيا و بدرالدين    ...)ESTs(هاي بيان شده  ر تواليهاي مبتني ب ابداع نشانگر

 

 130  1392تابستان/2شماره/تمشهدوره/ ژنتيك نوين

 

Nagaraj HS, Gasser RB, Ranganathan S (2006) A 
hitchhiker’s guide to expressed sequence tag (EST) 
analysis. Briefings in Bioinformatics 8 : 6-21.  
Nagaraj SH, Nandan Deshpande N, Robin B, Gasser RB, 
Ranganathan S (2007) ESTExplorer: an expressed 
sequence tag (EST) assembly and annotation platform. 
Nucleic Acids Research 35: W143-W147.  
Nam SH, Kim DW, Jung TS, Choi YS, Kim DW, Choi 
HS, Choi SH, Park HS (2009) PESTAS: a web server for 
EST analysis and sequence mining. Bioinformatics 25: 
1846-1848. 
Neff MM, Neff JD, Chory J, Pepper AE (1998) dCAPS, a 
simple technique for the genetic analysis of single 
nucleotide polymorphisms: Experimental applications in 
Arabidopsis thaliana genetics. Plant Journal 14:387-392. 
Okubo K, Hori N, Matoba R, Niiyama T, Fukushima A, 
Kojima Y, Matsuba K (1992) Large scale cDNA 
sequencing for analysis of quantitative and qualitative 
aspects of gene expression. Nature Genetics 2:173 -179.  
Pati N, Schowinsky V, Kokanovic O, Magnuson V, Ghosh 
S (2004) A comparison between SNaPshot, 
pyrosequencing, biplex invader SNP genotyping methods: 
Accuracy, cost, and throughput. Journal of Biochemistry 
and Biophysical Methods 60:1-12. 
Peiffer DA, Le JM, Steemers FJ, Chang W, Jenniges T, 
Garcia F, Haden K, Li J, Shaw CA, Belmont J, Cheung 
SW, Shen RM, Barker DL, Gunderson KL (2006) High-
resolution genomic profiling of chromosomal aberrations 
using Infinium whole-genome genotyping. Genome 
Research 16:1136-1148. 
Picoult-Newberg L, Ideker TE, Pohl MG, Taylor SL, 
Donaldson MA, Nickerson DA, Boyce- Jacino M (1999) 
Mining SNPs from EST databases. Genome Research 9: 
167-174. 
Pontius JU, Wagner L, Schuler GD (2002) Unigene: A 
unified view of the transcriptome. In: McEntyre J, Ostell J 
(eds.) The NCBI Handbook, National Center for 
Biotechnology Information USA. 
Rao DM, Moler JC, Ozden M, Zhang Y, Liang C, Karro 
JE (2010) PEACE: Parallel Environment for Assembly 
and Clustering of Gene Expression. Nucleic Acids 
Research 38: W737-W742.  
Shahinnia F (2007) Mapping of QTLs for important 
agronomic traits and map marker enrichment in 
recombinant inbred lines of barley (Hordeum volgare. L) 
PhD dissertation College of Agriculture Isfahan University 
of Technology. (In Farsi). 
Shahinnia F, Druka A, Fronckowiak J, Waugh R, 
Morgante M, Stein N (2011) High resolution mapping of 
the gene dense spike (dsp1) to the genetic centromer of 
barley chromosome 7H. Theoretical and Applied Genetics 
124:373-84. 
Shahinnia F, and Sayed-Tabatabaei BE (2009) Conversion 
barley single-nucleotide polymorphism (SNP) into PCR-
based marker using dCAPS method. Genetics and 
Molecular Biology 32: 564-567. 

Shahinnia F, SayedTabatabaei BE, Pourkheirandish M, 
Sato K, Komatsuda T (2009) Mapping of QTL for 
intermedium spike on barley chromosome 4H using EST-
based markers. Breeding Science 59: 383-390. 
Somers DJ (2004) Molecular marker systems and their 
evaluation for cereal genetics. IN: Gupta PK , Varshney 
RK (eds.), Cereal Genomics, Kluwer Academic 
Publishers, Netherlands pp. 19-34. 
Somers DJ, Fedak G, Savard M (2003) Molecular 
mapping of novel genes controlling Fusarium head blight 
resistance and deoxynivalenol accumulation in spring 
wheat. Genome 49:555-564. 
Tenaillon MI, Swakins MC, Long AD, Gaut RL, Doebley 
JF, Gaut BS (2001) Patterns of DNA sequence 
polymorphism along chromosome 1 of maize (Zea mays 
ssp. Mays L.). Proceedings of National Academy of  
Sciences 98: 9161-9166. 
Thiel T, Michalek W, Varshney RK, Graner A (2003) 
Exploiting EST databases for the development and 
characterization of gene-derived SSR-markers in barley 
(Hordeum vulgare L.). Theoretical and Applied Genetics 
106:411-422. 
Varshney RK (2010) Gene-Based Marker Systems in 
Plants: High Throughput Approaches for Marker 
Discovery and Genotyping. In: Varshney RK, Jain SM, 
Brar DS (eds.) Molecular Techniques in Crop 
Improvement, Springer Science+Business Media BV pp. 
119-142. 
Varshney RK, Graner A, Sorrells ME (2005) Genic 
microsatellite markers in plants: features and applications. 
Trends in Biotechnology 23: 48-55. 
Varshney RK, Mahender T, Aggrawal RK, Borner A 
(2007) Genic molecular markers in plants: development 
and applications. In: Varshney RK, Tuberosa R (eds.) 
Genomics-Assisted Crop Improvement, Vol I: Genomics 
Approaches and Platforms. Springer The Netherlands pp 
13-30. 
Varshney RK, Nayak SN, May GD, Jackson SA (2009) 
Next generation sequencing technologies and their 
implications for crop genetics and breeding. Trends in 
Biotechnology 27: 522-530. 
West MAL, van Leeuwen H, Kozil A, Kliebenstein DJ, 
Doerge RW, St Clair DA, Michelmore RW (2006) High-
density haplotyping with microarray-based expression and 
single feature polymorphism markers in Arabidopsis. 
Genome Research 16:787-795. 
Xu Y (2010) Molecular Plant Breeding. CAB International 
Printed in UK pp 21-58. 
Yu JK, La Rota M, Kantety RV, Sorrells ME (2004) EST-
derived SSR markers for comparative mapping in wheat 
and rice. Moleclar Genetics and Genomics 271: 742-751. 
Zdobnov EM, Apweiler A (2001) InterProScan – an 
integration platform for the signature-recognition methods 
in InterPro. Bioinformatics 17:847-8.  

  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
92

.8
.2

.1
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
6-

07
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1392.8.2.1.5
http://mg.genetics.ir/article-1-1152-fa.html
http://www.tcpdf.org

