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ک ژن، منبع با ارزشی برای کشف ريزماهواره در مناطق عملکردی بان ESTهای ثبت شده در پايگاه داده ترادف

. باشندهای جديد را داده، همچنين منبعی برای توسعه نشانگرها میها فرصت کشف ژناين توالی. باشندژنوم می

به طرز  EST (EST-SSR)، نشانگرهای ريزماهواره ( gSSR-غيرکدکننده)ژنومی برخلاف نشانگرهای ريزماهواره 

 .شده و کارايی خوبی دارنداستخراج  ESTهای های رايگان کتابخانهثری با صرف زمان و هزينه کمتر، از ترادفوم

 تجزيهدر گراس شورزی آلوروپوس ليتوراليس و  ESTهای در اين تحقيق با استفاده از کتابخانه ترادف

، برای (ALES)انگر با چند شکلی مناسب نش 95د و بر اساس آن شهای ريزماهواره شناسايی موتيف ،بيوانفورماتيک

 5/5)تعداد ريزماهواره در نواحی کد کننده در اين گياه زياد نتايج نشان داد که . دشهای ژنومی معرفی بررسی

ع موتيف انوابيشترين  ttgaو tg ،(gcg- gaa ) هایموتيفهمچنين . است (درصد 5/4)و مشابه با گياه برنج ( درصد

 (PIC)شاخص ميزان اطلاعات چندشکلی  .دهندگونه ليتوراليس تشکيل می ESTبانک اطلاعاتیرا در  ريزماهواره

  ALESمحاسبه شد که بيشترين مقدار به نشانگرهای 37/0با ميانگين  35/0و  75/0برای نشانگرهای مورد بررسی بين 

ه ب 66/0های مورد بررسی نمونه برای( جاکارد)براين اساس ميانگين ضريب فاصله . تعلق داشت( 96و  93، 99، 9،3)

دهد که درصد اين نتايج نشان می .های آلوروپوس را در شش گروه قرار دادای اکوتيپتجزيه خوشه .دست آمد

توان در آينده از اين اطلاعات می .تنوع زيادی در نواحی کدکننده ژنوم گونه آلوروپوس ليتوراليس وجود دارد

 . دکروم به شوری و ارزيابی ژرم پلاسم استفاده های مقاسازی مخزن ژنبرای غنی
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  مقدمه

امروزه مدیریت منابع ژنتیکی گیاهی از اهمیت بالایی از منظر 

های تنوع گونه. زیست محیطی و تکنولوژی برخوردار است

گیاهی دربردارنده اطلاعات با ارزشی از تاریخ تکاملی، سیستم 

-طوریه باشد بتولیدمثلی، توزیع جغرافیایی و اکولوژی محیط می

ها قابل رؤیت و پیگیری ت تا حدی در ژنوم گونهکه اثر این تغییرا

تنوع ژنتیکی موتور محرک و مهمترین عامل پیش برنده . است

مطالعه پیرامون تنوع . انتخاب طبیعی و تکامل تدریجی است

پلاسم، ها منجر به اطلاع از سطح تنوع موجود در ژرمژنتیکی گونه

-های ژنی میخزانههای بهنژادی و استفاده بهینه از پیشرفت برنامه

کارهای محافظتی با ارزشی را برای تواند راهبراین می علاوه. دشو

مطالعه . (Yang et al. 2013)های در معرض خطر فراهم کند گونه

شود و بر تنوع ژنتیکی با ابزارها و امکانات خاص خود انجام  می

نشانگرها یا صفات . دشواساس اصول آماری و محاسباتی بیان می

در واقع هر نوع . باشندترین وسیله مطالعه میعمده ها،ونهگ

ویژگی مشترکی که در افراد جمعیت سطح تفاوت قابل قبولی 

 Guarino)تواند به عنوان معیار سنجش تنوع باشد داشته باشد، می

et al. 1995 .) امروزه مشخص شده که مولکولDNA از پتانسیل ،

های بسیار نزدیک ر گونهها حتی دبالایی برای نمایش تفاوت

برخوردار است، امری که منجر به توسعه سریع نشانگرهای مبتنی 

  .(Troyer et al. 1998) استدهش DNAبر 

به دلیل حجم بالای اطلاعات،  (SSR)نشانگرهای ریزماهواره 

بارز، تکرارپذیری، اختصاصی بودن و برخورداری از توارث هم

ی از مفیدترین ابزارهای کیفیت و کمیت لازم به عنوان یک

 .Ya-ming et al)مولکولی در حوزه ژنومیکس مطرح هستند

2011; Chai et al. 2013 ; Jugran et al. 2013) .های موتیف

( ESTهای مانند توالی)تواند در ناحیه کدشونده می SSRتکراری 

برخلاف توسعه . ها یافت شودیا غیر کدشونده ژنوم یوکاریوت

( غیرکدکننده)بری که برای نشانگرهای ژنومی نهبر و هزیزمان

های ثری با توالیوطور مبه EST-SSRوجود دارد، نشانگرهای 

EST  رایگان در کتابخانهcDNA  توسعه یافته و تنوع خوبی را

های کوتاه توالی ESTرکوردهای  .های مختلف دارندمیان گونه

ای از حظههستند که یک نمایش ل cDNAقرائت شده از کتابخانه 

ها و یا مرحله نموی خاص را نشان های بیان شونده در بافتژن

ای برای کشف ژن، ها به طور گسترده ESTاطلاعات. دهندمی

 روندمطالعات ژنومیکس عملکردی و توسعه نشانگرها به کار می

(Joshi et al. 2011; Jiang et al. 2012; Bendhifi et al. 2013; 

Yang et al. 2013.) های اخیراً با افزایش سریع توالیEST در 

تر شده و تا به آسان ESTاز  SSRهای اطلاعاتی، استخراج پایگاه

آمیزی توسعه یافته به طور موفقیت EST-SSRامروز نشانگرهای 

های گیاهی زیادی از جمله برنج، گندم، جو، سویا، پنبه، و در گونه

 . اندرده شدهسیب زمینی شیرین، مرکبات و غیره به کار ب

ها را  EST-SSRتوانهای بیوانفورماتیکی، میتجزیهبا استفاده از 

مطالعات نشان دادند که نشانگرهای . جستجو و شناسایی کرد

EST-SSR های نزدیک آمیزی بین گونهطور موفقیتتوانند بهمی

پذیر باشند، در نتیجه های مختلف انتقالبه هم یا بین جنس

 .Sorrells et al) شوندتر میای آسانکس مقایسهآنالیزهای ژنومی

1997; Li et al. 2011; Barati et al. 2012.)  فراوانی تحقیقات

در برخی  ESTهای ریزماهواره را در رکوردهای ثبت شده موتیف

های گرامینه شامل گندم، جو، ذرت، برنج و سورگوم مورد از گونه

یش از ده هزار توالی ب (.Li et al. 2008) بررسی قرار دادند

مورد  ESTرکورد  967001در مجموع  (SSR)تکراری کوتاه 

طراحی شد  آغازگرجفت  1107براین اساس . مشاهده شد مطالعه

آغازگرهای طراحی شده  که مشخص شد،و پس از بررسی ژنومی 

پذیری مناسب بین مورد از کیفیت بالای تکثیر و انتقال 717در 

های سه در این تحقیق موتیف. ای برخوردار هستندگونه

درصد، برنج  77/92درصد، ذرت  91/97با نوکلئوتیدی در گندم 

های چهار درصد و موتیف 21/91درصد، سورگوم  9/77

جو بیشترین فراوانی را در  درصد در 60/27نوکلئوتیدی با 

 EST-SSRنشانگرهای . ها ریزماهواره داشتمجموعه موتیف

های مختلف های تکاملی را در گونهتجزیهتوانایی آسان کردن 

هایی که های پیشرفت را برای گونهتوانند به خوبی، راهداشته و می

همچنین  .منابع اندکی از آنها در دسترس است، نشان دهند

بارزی، تکرارپذیری بالا و به علت هم EST-SSRنشانگرهای 

تنوع  توانند ابزار مفیدی برای آنالیز سطحتکثیر شفاف، می الگوی

با   .Li-Bin et al(2008) .باشندهای عملکردی ژنوم ژنتیکی بخش

شده از نواحی ریزماهواره جفت آغازگر طراحی  76استفاده از 

های کنجد را در ژنوتیپ ،گیاه کنجد ESTموجود در رکوردهای 
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میزان اطلاعات چندشکلی . گروه اصلی جای دادند چهار

های آغازگر. متغیر بود 79/6تا  1/6نشانگرهای مورد مطالعه از 

EST-SSR توسعه یافته برای کنجد، به منظور بررسی تنوع 

پذیری در گیاهان مطالعات انتقال یابی لینکاژی وژنتیکی، نقشه

ان نش  .Ma et al(2012 ) .گیرندروغنی مورد استفاده قرار می

بدست آمده از کتابخانه گیاه چای از  EST-SSRدادند نشانگرهای 

های اصلاح و برنامه مناسبی برای بررسی تنوع ژنتیکی کارایی

هدف از این تحقیق در اولین . مولکولی در چای برخوردار هستند

با  EST-SSRای از نشانگرهای گام، استخراج و طراحی مجموعه

در گراس شورزی  ESTهای های دادهاستفاده از کتابخانه

انگری و های نشسپس شاخص. باشدآلوروپوس لیتورالیس می

در مطالعات چندشکلی و تنوع ژنتیکی  EST-SSRکارآمدی روش 

های آلوروپوس لیتورالیس که از نقاط در یک مجموعه از اکوتیپ

ای آلوروپوس تک لپه. دشآوری شده، ارزیابی مختلف کشور جمع

 Aeluropusهای گونه آن به نام چهارکه  بودهاز خانواده گرامینه 

littoralis، Aeluropus lagopoides، Macrostachyus Aeluropus 

این گیاه به دلیل . در ایران شناسایی شدند  Pilosus  Aeluropusو

-برداری از اراضی و آبتواند در امر بهرهتحمل به شوری بالا، می

های کاربردی ای جنبههای شور به عنوان یک گیاه مرتعی و علوفه

 .Barhoumia et al. 2007; Zouari et al) باشدزیادی داشته 

تر از ژنتیک این گیاه و سازمان است آگاهی کامل بدیهی. (2007

عنوان یک مدل هالوفیتی، با مطالعه ساختار و ه ژنومی آن ب

دینامیک جمعیت آن میسر خواهد بود و در این مطالعات استفاده 

 .باشداز نشانگرهای مولکولی غیرقابل اجتناب می

 

  هامواد و روش

 اد گیاهیتهیه مو 

اکوتیپ مختلف  26بر  شاملمواد گیاهی مورد نیاز در این تحقیق 

و  1173های باشد که در بهار و تابستان سالمی A. littoralisگونه 

 ندآوری شدهای جغرافیایی مختلف ایران جمعاز عرض 1136

و بذر یا قلمه آن در گلخانه پژوهشی پژوهشکده ( 1 جدول)

واقع در دانشگاه اورزی طبرستان زیست فناوری کش ژنتیک و

  .شدتکثیر  علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری

 شناسایی نواحی ریزماهواره و طراحی آغازگر

تاریخ دانلود )گزارش شده  ESTهای ابتدا تمام مجموعه ترادف

برای جنس آلوروپوس در گونه لیتورالیس از بانک ( 2611سپتامبر 

دریافت شد و در  NCBI ،(http://www. ncbi.nlm.nih.gov/) ژن 

به منظور حذف تکرارهای زائد، . ذخیره سازی شد text قالب فایل

 Lasergene) افزاردست آمده با استفاده از نرمه های بتوالی

Evolution Suite  DNAStar )های موتیف بندی شدند ودسته

SSR افزارنرم توسط SSRIT (http://archive.gramene.org 

/db/markers/ssrtool ) سپس توالی. دشدر هر توالی شناسایی

نوکلئوتیدی بودند،  7و  9، 1، 2ی که شامل حداقل پنج تکرار یها

هایی که واجد شرایط طراحی گام بعدی ترادف در. انتخاب شدند

در این . معرفی شدند  1PRIMERآغازگر بودند به نرم افزار 

-درجه سانتی 06، دمای اتصال  06تا  97بین  GCطراحی، درصد 

 (.2جدول ( شدباز در نظر گرفته 27تا  17ها آغازگرگراد و طول 

 های مولکولیارزیابی

ها به ژنومی از برگ اکوتیپ  DNAژنتیکی، منظور بررسی تنوعه ب

کیفیت و کمیت . شد استخراج .Dellaporta et al (1983) روش

درصد و  7/6با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز  DNAهای نمونه

در طول  ODنسبت از  .تعیین شدبا استفاده از اسپکتروفتومتر 

درجه خلوص در تعیین ( 276/206) نانومتر 276و  206های  موج

DNA ای پلیمراز در دستگاه واکنش زنجیره .استفاده شد

میکرولیتر انجام  27و در حجم  (BIO RAD, USA)ترموسایکلر 

سازی اولیه در های حرارتی شامل یک چرخه واسرشتهچرخه. شد

-درجه سانتی 32گراد به مدت چهار دقیقه، درجه سانتی 39دمای 

درجه  72-09گراد به مدت یک دقیقه، اتصال آغازگرها در دمای 

سط به مدت یک دقیقه، ب( بسته به دمای ذوب آغازگر)گراد سانتی

گراد به مدت یک دقیقه و در انتها یک درجه سانتی 72در دمای 

دقیقه  7گراد به مدت درجه سانتی 72چرخه بسط نهایی در دمای 

و  محصولات تکثیر با استفاده از ژل آگارز سه درصد تفکیک. بود

محصولاتی که . آمیزی شدندبا استفاده از اتیدیوم بروماید رنگ

ی ژل آگارز  ارائه ندادند با استفاده از الگوی باندی شفافی را رو

-آمیزی ژلدرصد تفکیک و رنگ 0ساز آمید واسرشتهاکریلژل پلی

 . ها با استفاده از روش نیترات نقره صورت گرفت
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 های مورد استفادهمحل جمع آوری اکوتیپ -1جدول

علامت اختصاری 

 اکوتیپ

ارتفاع از سطح 

 (m) دریا

عرض 

 جغرافیایی

طول 

 افیاییجغر
 وریٱمحل جمع

A 1102 12 73 اصفهان رود دشت 

B 377 17 71 تهران-اتوبان قم 

C 377 17 76 تهران-اتوبان قم 

D 777 19 76 تهران،بعد از بهشت معصومه-اتوبان قم 

E 1236 17 97 آذربایجان شرقی،بندر شرفخانه نزدیک ساحل 

F 771 19 71  درون کویر متر 1666قم،مشکان -جاده قدیمی کاشان 

G 1170 17 76 اشتهارد،روستای جعفر آباد-جاده کرج 

H 1166 17 97 شرکت ایران نشاط ارومیه-جاده قوشچی 

I 1233 17 97 شهر وایقان شبستر 

J 1171 17 76 تهران-اتوبان قم 

K 1160 17 97 شبستر،روستای علیشاه-جاده صوفیان 

L 1102 12 73  از پلیس راه خوسف، دریاچه فیروز آبادجاده نهبندان به بیرجند، بعد 

M 729 23 06 ،کیلومتر مانده به زاهدان 76جاده زاهدان به زابل، منطقه ارمک 

N 777 19 76 تهران،بعد از بهشت معصومه-اتوبان قم 

O 1619 19 71 ،کیلومتری جاده حاکی درون کویر، رود خشک قندی آباد26کاشان،ابوزید 

P 1077 17 97 کیلومتری سراب 16ه قشلاق حدود سراب منطق 

Q 777 27 06 جاده سرباز به ایرانشهر، روستای رسول آباد 

R 070 27 77 فورک-جاده بندر عباس 

S 1773 23 71  قلات معروف به چشمه شور 96جاده سروستان به فسا،پلاک 

T 1122 11 73  ،کیلومتری مهدی آباد داخل رودخانه شور 16جاده قائن به خاف 

 

 هاتجزیه و تحلیل داده

وجود )و یک ( عدم وجود باند)الگوهای نواری به صورت صفر

برای هر جایگاه پارامترهای میزان اطلاعات . امتیازدهی شدند( باند

 های زیر برآورد شدنداز رابطه (D)و تنوع ژنی  (PIC)چندشکلی 

(Botstein et al. 1980.) 

 
در یک  jو  iهای وانی آللبه ترتیب فرا Pjو  Piها در این رابطه

جاکارد، )سپس ضرایب تشابه مختلف . باشدجایگاه ریزماهواره می

 NTSYS pc 6/2افزاربا استفاده از نرم( دایس و تطابق ساده

های مختلف ترسیم و با استفاده از الگوریتمبه شد محاس

و مقایسه ( اتصال ساده، اتصال کامل و اتصال متوسط)دندروگرام 

بندی و ضریب مشابهت نتیک بهترین الگوریتم خوشهضرایب کوف

پلات سه . ها بر اساس آن ترسیم شدانتخاب و دندوگرام اکوتیپ

نیز با استفاده از نرم افزار ( PCA)های اصلی بعدی تجزیه به مؤلفه

6/2 NTSYS pc  بدست آمد و از نتایج آن برای افزایش دقت

 .استفاده شدبندی گروه

 

  نتایج و بحث

بانک ژن منبع مهمی  ESTهای ثبت شده در پایگاه داده ادفتر

این . باشدعملکردی ژنوم می نواحیبرای کشف ریزماهواره در 

همچنین  فراهم کرده وهای جدید را ها فرصت کشف ژنتوالی

 رکورد 972از مجموع . باشندمنبعی برای توسعه نشانگرها می

EST  مورد  12تعداد  آلوروپوس، متعلق به جنس آمده دست ه ب

 از این تعداد در  که بودندحاوی نواحی ریزماهواره ( درصد 7/0)
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 احسان شکری و همکاران  ...آلوروپوس ليتوراليس ( EST)های شوری کاوش کتابخانه

 

 9314 زمستان/4شماره / همددوره / ژنتیک نوین 569

 

 
 های مورد استفاده در این مطالعهمشخصات جایگاه -2جدول 

 (7' –1') آغازگر برگشت (7' –1') آغازگر رفت نوع موتیف جایگاه

ALES1 (GAA)9 TGACAAGGCATCAGCTTAAGAA TAAAGGAAACGATCAGCACGTA 
ALES2 (CG)6 AGAGGGAGGGATATAGCGAAAC ACTAGTAGCAAGCGCAAACACA 

ALES3 (GT)5 ACAAGTAGTAGGCGGGTTCGTA GTCCATGGTTTACAACAACACG 

ALES4 (TG)5 TTGGTCGAATGATGTCTTTGTC CAGATCACGGTTCACTTATCCA 

ALES5 (TG)7 AGGTAGAATAACGGGCAATTCA TGCAGTAGACAAGAGCAACACA 

ALES6 (CAG)11 GGTGTGTTCGATGATGTGAACT CCACTGATGTCACTCATCTGGT 

ALES7 (GCG)5 AGGCTCAAGCAATCATGCTTAT CTTTGCTTACAATCCTGTCACG 

ALES8 (AT)5(AC)6 AGGAGGTGATTCGTCCAAAATA TGACATACATAAGACCCCGACA 

ALES9 (ACA)7 AAGAGACTTCTTGCATTTGTGG CCAACTTGCTTGGGATAAAAAG 

ALES10 (CG)6 AGAGGGAGGGATATAGCGAAAC TTCTAGTAGCAAGCGCAAACAC 

ALES11 (TC)5 GCAAGACAGAACCCCAATAAAG CCGAAAAATCCCTAAGACACAG 

ALES12 (GAA)9 CTATCTGTTAAGCGCATTGCTG AGTTCGCCAGACTCAAAAAGAG 

ALES13 (TTGA)5 CTTCTTCCCTCTTCCTCTTCG GATTTCAGAGCTGATCCAACCT 

ALES14 (atgc)5 CGATGAAATGTGATGTGATGTG AACCAGCAAGGTCATGAAGATT 

ALES15 (GCA)10 TTCACTCCCTTCGGCTGAT AAATGCTACACATTTGCCTCCT 

ALES16 (GCG)7 TCCTCGCATCACCCTATAAATC CTCTTGGAACCTTCTCCTCCTC 

ALES17 (AC)6 CATACGAAGAATGAATGGGACA TGGAGAAGAGAGGCATCTTAGG 

ALES18 (CAA)5 ATTTTGGAATGGGAGGAGGT ATTTACTGCGCGTGTGTGAG 

 
 EST-SSRهای تکراری در نشانگرهای فراوانی موتیف -1جدول

 درصد فراوانی میانگین طول ناحیه تکراری ساختار تکرار نوع تکرار

 TG,TC,AT,CT,CG,GT,TA,AC 2/7 27/70 دونوکلئوتیدی

 GAA,CTA,ACC,CAG,GCG,CAA,ACA,GCA 1/7 17/19 سه نوکلئوتیدی

 TTGA,ATGC 7 17/3 چهار نوکلئوتیدی

 

 ریزماهواره،های تکرارمورد طول و شرایط نواحی مجاور  17

این مجموعه از  .مناسب تشخیص داده شد آغازگرطراحی  برای

 ALES (Aeluropus littoralisصورت نشانگرهای ه آغازگرها ب

EST-SSR )(2002) .نامگذاری شدKantety et al.  که نشان دادند 

درصد می باشد  2/1لات طور میانگین در غه فراوانی ریزماهواره ب

درصد به ترتیب  7/9درصد و برنج با  7/1که ذرت با طوریه ب

 ESTکمترین و بیشترین فراوانی ریزماهواره را در رکوردهای 

در گیاه  ESTبا بررسی رکوردهای محدود . خود داشتند

برنج  همانند (درصد 7/0)رسد در این گیاه آلوروپوس، به نظر می

لایی از ریزماهواره در نواحی کد کننده درصد با( درصد 7/9)

دهد که برخی نواحی های اخیر نشان مییافته. وجود دارد

دخالت دارند و  RNAریزماهواره در تنظیم بیان ژن و پیرایش 

 نواحی ه ویژه درقرار گرفته ب تعداد و نوع تکرارهای ریزماهواره 

5
'
UTR  3و

'
UTR رل کنندتوانند بیان ژن را کنتها میو اینترون. 

از نشان داد که همچنین بررسی تنوع تکراری در گیاه آلوروپوس 

و سه ( درصد 70)لحاظ نوع تکرار، تکرارهای دو نوکلئوتیدی 

 ESTفراوانی بیشتری در بانک اطلاعاتی (  درصد 19)نوکلئوتیدی 

درصد از  16های چهار نوکلئوتیدی در رهمچنین تکرا .دارند

در بسیاری از گیاهان . شدند یافته مورد مطالع ESTهای ترادف

اند، البته های دو و سه حرفی بیشترین نوع تکرار بودهتکرار

و به عوامل ترین نوع تکرار در گیاهان مختلف متنوع است فراوان

جو، اندازه پایگاه داده و مانند معیارها و ابزارهای جستمختلفی 

 برنج، گندم،  در غلات مانند .ساختار یا ترکیب ژنومی بستگی دارد
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 احسان شکری و همکاران      ... آلوروپوس ليتوراليس( EST)های شوری کاوش کتابخانه

 

 565  9314 زمستان/4شماره / همددوره / ژنتیک نوین

 

 

 
 Fermentas 50 bp)نشانگر وزن مولکولی  لچاهک اول در سمت چپ ژ .های آلوروپوس لیتورالیسدر اکوتیپ ALES14حاصل از نشانگر  تکثیرالگوی  -1شکل 

ladder). 

 

جو و در سویا تکرار سه نوکلئوتیدی بیشترین فراوانی را دارد و 

در گندم و برنج و تکرار دو  احتمال وقوع تکرار چهار نوکلئوتیدی

 نوکلئوتیدی در جو، ذرت و سورگوم کمتر از بقیه انواع بوده است

(Gao et al. 2003; Thiel et al. 2003; Chen et al. 2005; 

Linzhi et al. 2008; Yu-lin et al. 2010; Zeid. 2010; Ram et 

al. 2013 .) 
 ttga و tg ،gcg- gaa هایتکرارنتایج تحقیق حاضر نشان داد که 

دو، سه و چهار نوکلئوتیدی را  ریزماهواره ساختاریبیشترین نوع 

 .دهندگونه لیتورالیس تشکیل می ESTدر مجموعه رکوردهای 

(2002)Kantety et al.   تکرار دوتایی(GA  وCT)  و تکرار سه

 ESTترین نوع تکرار در مخزن فراوانرا  ( CCGو GGC)واحدی 

در این . معرفی کردند( ج، سورگوم و گندمجو، ذرت، برن)غلات 

های تکرار شونده تحقیق امکان مقایسه دقیق فراوانی نوع موتیف

در گیاه آلوروپوس لیتورالیس با سایر گیاهان گرامینه و انجام 

گیری مقدور نیست زیرا برای یک نتیجه صحیح بایستی نتیجه

ن در دسترس باشد که چنی ESTتعداد بسیار بیشتری رکورد 

براین نوع کتابخانه علاوه . امکانی فعلاً برای این گیاه وجود ندارد

EST  استفاده شده برای کشف و دریافت نواحی ریزماهواره نیز در

ای شناسایی شده در نواحی ریزماهواره. ثر استونتیجه نهایی م

های پاسخگو این تحقیق برای گیاه آلوروپوس تماماً از ترادف ژن

است، لذا عدم انطباق فراوانترین دهشخراج به تنش شوری است

انواع تکرار با آنچه در مورد مخزن غلات تاکنون گزارش شده امر 

در  ESTبدیهی است با توسعه بانک داده . دور از انتظاری نیست

تری توان مقایسه دقیقتر ترانسکریپتوم میجامع تجزیهاین گیاه و 

ها بسته نسبی تکرارده که فراوانی شهمچنین مشخص  .انجام داد

به طول ناحیه تکراری در گیاهان گرامینه متفاوت است و اگر از 

طول کل )شود بایستی اندازه آن فراوانی یک تکرار صحبت می

 .Barker et al. 2000; Kantety et al)ذکر شود ( منطقه تکرار شده

های تکراری سه واحدی در با این وجود بیشترین ساختار (.2002

، که (1جدول)بودند  GCهای غنی از س لیتورالیس تکرارآلوروپو

 در نواحی کد کننده ژنوم تطابق دارد GCبا محتوی بالای 

(Honghui et al. 2000; Roman et al, 2012) . همچنین مشاهده

داری از نظر میانگین طول ناحیه تکراری بین شد اختلاف معنی

کرارهای چهار تکرارهای دو و سه نوکلئوتیدی وجود ندارد و ت

 (.1جدول )یابند نوکلئوتیدی کمتر از دو نوع قبلی امتداد می

 (ALESنشانگرهای ) EST-SSRجفت آغازگر  17از مجموع 

. آللی قابل امتیازدهی ایجاد کردند الگویآغازگر  10بررسی شده، 

-تغییر توالی ناشی ازاحتمالا   17ALESو   7ALESدر  تکثیرعدم 

ای، حذف یا معکوس های نقطهیونبه سبب موتاس ی هدفها

-های ریزماهواره میجایگاه ایحاشیههای تغییر توالیو یا شدن 

های برای اکوتیپ  19ALESالگوی تکثیر نشانگر . باشد

در مجموع  .استنشان داده شده 1آلوروپوس لیتورالیس در شکل 

آلل به ازای  0/1درصد چند شکلی و میانگین  73مکان ژنی با  77

 .تکثیر شد ALESنشانگر  10ت آغازگر با استفاده از هرجف

 بهدهی مربوط بیشترین تعداد مکان ژنی تکثیر شده قابل امتیاز

2ALES   3وALES    بهبا هفت جایگاه و کمترین آن مربوط 

ALESهمچنین  . بود  جایگاه  یک با   هر کدام  10و  0 ،9  های 
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 احسان شکری و همکاران  ...آلوروپوس ليتوراليس ( EST)های شوری کاوش کتابخانه

 

 9314 زمستان/4شماره / همددوره / ژنتیک نوین 563

 

 

 غازگرهاچندشکلی و تنوع ژنی آ اطلاعات -9جدول 

 هاکل جایگاه های چند شکلجایگاه  PICارزش  Dارزش  جایگاه

ALES1 93/6 17/6 2 1 

ALES2 19/6 27/6 7 7 

ALES3 7/6 17/6 2 2 

ALES4 12/6 27/6 1 2 

ALES5 19/6 27/6 2 1 

ALES6 12/6 27/6 1 1 

ALES7 91/6 11/6 0 0 

ALES8 17/6 11/6 9 9 

ALES9 19/6 23/6 7 7 

ALES10 90/6 17/6 1 9 

ALES11 7/6 17/6 1 1 

ALES12 9/6 12/6 7 7 

ALES13 93/6 17/6 2 1 

ALES14 97/6 10/6 9 9 

ALES15 7/6 17/6 1 1 

ALES16 12/6 27/6 1 1 

 

تا  یکای از های تکثیر شده توسط هر نشانگر در دامنهتعداد آلل

جفت باز  166های تکثیر شده نیز از عدد و دامنه طول باند هفت

شاخص میزان اطلاعات چندشکلی . جفت باز متغیر بود 1666تا 

(PIC)  با میانگین  17/6و  27/6نشانگرهای مورد بررسی بین برای

 1 ،1 ،11 ،11، 17محاسبه شد که از این لحاظ، نشانگرهای  12/6

ALES  قدرت تمایز ، (17/6) ماکزیمم میزان چند شکلیبا کسب

 (.9جدول ) ها نشان دادندوه از اکوتیپبالاتری برای این گر

تواند به تعداد و می EST-SSRمورفیسم نشانگرهای سطح پلی

های طول واحدهای تکراری و موقعیت ریزماهواره درون توالی

 .Barker et al: 2000; Kantety et al)بیان شونده نسبت داده شود 

ان کمترین میز 27/6با   9ALESو  0، 10نشانگرهای (. 2002

میزان اطلاعات چندشکلی یکی از  .نشان دادندرا  PICشاخص 

-پارامترهای مهم جهت مقایسه نشانگرها از لحاظ قدرت تمایز آن

(. Sanjay et al. 2000)باشد گیری تنوع ژنتیکی میها و اندازه

دهد شاخص چند شکلی متوسطی در بین مطالعه حاضر نشان می

شدگی ه با توجه به حفاظتوجود دارد که البت ALESنشانگرهای 

بالای نواحی بیان شونده این مقدار از شاخص چند شکلی قابل 

توجه است و نشان دهنده کارآمدی نشانگرهای مورد مطالعه برای 

از  .باشدنقشه یابی ژنی، اصلاح مولکولی و ارزیابی ژرم پلاسم می

  11ALESو   1ALESنشانگرهای  (H)نظر شاخص تنوع ژنی 

 کمترین  10ALESو   9ALES ، 0ALESو ( =H 93/6)بیشترین 

(12/6 H= ) مقدار را نشان دادند.  

فاصله و ضریب  UPGMAالگوریتم  با استفاده ازای تجزیه خوشه

بر . گروه منتسب کرد ششهای آلوروپوس را به ژنوتیپ جاکارد

استان های تهران، )آوری شده از مرکز های جمعاین اساس نمونه

های همراه با نمونه( دوم و چهارم)در دو گروه  (قم و اصفهان

-به نظر می. گروه شدندشرق کشور هم -شمال غرب و جنوب

در اکثر  مناطق مرکزیآوری شده از های جمعوجود اکوتیپرسد 

ها و همچنین سطح بالای تفاوت ژنتیکی در این اکوتیپها گروه

مچنین بر ه. (Ahmed et al. 2011) دهنده جریان ژنی باشدنشان

های کلاستر مولکولی بیشترین اختلاف با کل نمونه تجزیهاساس 

که از منطقه سرباز استان سیستان و  Qمورد بررسی را اکوتیپ 

امری که ، (2 شکل)آوری شده بود، نشان داد بلوچستان جمع

احتمال وجود گیاهان احتمال انتقال فیزیکی از کشور همسایه یا 

 .Ahmed et alسازد لوروپوس مطرح میرا در جنس آ ایبین گونه

2011; Seongho et al. 2011; Masakazu et al. 2013) . تجزیه
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های اول و لفهؤم با استفاده از نشان داد که نیز به مختصات اصلی

درصد از تغییرات توجیه  12و سوم در مجموع ( 1 شکل)دوم 

گوی در ال. داردها وجود پراکندگی زیادی در اکوتیپ و شودمی

تجزیه دندروگرام حاصل از  انندنیز هم PCAبندی تجزیه گروه

های بدست آمده از مناطق شود که اکوتیپمشاهده می ایخوشه

بنابراین . پراکنده هستندنمودار مختصات در نقاط مختلف مرکزی 

های تجزیه به مختصات اصلی نیز سطح بالای تنوع ژنتیکی نمونه

های مختلف مطابق آنچه ی در گروهآمده از مرکز و پراکندگبدست

 (.1شکل)کند ای مشاهده شد را تأیید میدر روش تجزیه خوشه

 
با  EST-SSRهای حاصل از نشانگرهای مولکولی دندروگرام داده -2شکل

 1علامت اختصاری در جدول  .(UPMGA) استفاده از الگوریتم میانگین فاصله

 .استتوضیح داده شده

 
-های آلوروپوس لیتورالیس بر اساس مولفهعدی اکوتیپنمودار دو ب -1شکل

 .کنددرصد تغییرات را توجیه می 16های اصلی اول و دوم که در مجموع 
بدست  77/6های مورد بررسی برای نمونه تشابهمیانگین ضریب 

( درصد 97)دهد که درصد تنوع زیادی این نتیجه نشان می. آمد

با استفاده   .Ahmed et al(2011) .در نواحی کدکننده وجود دارد

های درصد تنوع داخل جمعیت 76بیش از  RAPD از نشانگر

همچنین نتایج . مختلف آلوروپوس لگوپوئیدس مشاهده کردند

در گیاه علفی و چند   .Lambertini et al(2008) مشابهی توسط

های گرامینه که جز شورزی Phragmetis australiasساله 

بدیهی است که مطابق انتظار و  .است، گزارش شدهشدهمحسوب 

شدگی نواحی کدکننده نسبت به علت سطح بیشتر حفاظته ب

مناطق ژنومی غیر کدکننده، در این مطالعه میزان تنوع کمتری 

نهایتا، در این مطالعه برای اولین بار شانزده نشانگر . مشاهده شد

در گیاه آلوروپوس لیتورالیس با  EST-SSR (ALES)اختصاصی 

. شدمعرفی ESTکاوش کتابخانه  تفاده از بیوانفوماتیک واس

خوبی چندشکلی موجود در ه دست آمده توانستند به نشانگرهای ب

های آلوروپوس نواحی کدکننده در یک مجموعه از اکوتیپ

را آشکار کنند و برای تخمین تنوع، فاصله ( نمونه 26)لیتورالیس 

همچنین، . اده قرار گیرندها مورد استفبندی اکوتیپژنتیکی و گروه

پایین توسعه این نشانگرها در مقایسه با  اهای نسبتهزینه

های ژنومی، قابل توجه های بدست آمده از کتابخانهریزماهواره

پلاسم آلوروپوس توانند برای شناخت ژرماین نشانگرها می. است

یابی و های نقشهها، پروژهواقع شوند و بررسی تنوع اکوتیپ مفید

 .نتخاب به کمک نشانگرهای مولکولی را سرعت ببخشندا

 سپاسگزاری 

پژوهشکده ژنتیک و زیست  تحقیق با پشتیبانی علمی و مالیاین 

 .فناوری کشاورزی طبرستان انجام شد
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