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Development of SSR Markers Associated with Biosynthesis 
Pathway of Steviol Glycosides in Stevia through De Novo 
Transcriptome Assembly

[1] A review on the improvement of stevia [Stevia rebaudiana (Bertoni)] [2] Steviol 
glycosides targeted analysis in leaves of Stevia rebaudiana (Bertoni) from plants cultivated 
under chilling stress conditions [3] The leaves of Stevia rebaudiana (Bertoni), their 
constituents and the analyses thereof: A review [4] Using next‐generation sequencing 
approaches to isolate simple sequence repeat (SSR) loci in the plant sciences [5] Genome‐
wide genetic marker discovery and genotyping using next‐generation sequencing [6] 
Development and validation of genic‐SSR markers in sesame by RNA‐seq [7] De novo 
transcriptome sequencing of Camellia sasanqua and the analysis of major candidate genes 
related to floral traits [8] RNA-Seq for gene identification and transcript profiling of three 
Stevia rebaudiana genotypes [9] CandiSSR: An efficient pipeline used for identifying 
candidate polymorphic SSRs based on multiple assembled sequences [10] Critical review 
on steviol glycosides: Pharmacological, toxicological and therapeutic aspects of high 
potency zero caloric sweetener [11] Microsatellite markers: What they mean and why they 
are so useful [12] Potential of RAPD and ISSR markers for assessing genetic diversity among 
Stevia rebaudiana Bertoni accessions [13] Automated generation of heuristics for biological 
sequence comparison [14] Genome‐wide microsatellite characterization and marker 
development in the sequenced Brassica crop species [15] Comparative transcriptomics 
unravel biochemical specialization of leaf tissues of Stevia for diterpenoid production [16] 
Elucidation of the methylerythritol phosphate pathway for isoprenoid biosynthesis in 
bacteria and plastids

In stevia (Stevia rebaudiana), breeding programs are mainly aimed at developing plants with 
high Rebaudioside‐A (RA) content. To this end, in order to screen stevia plants and selection 
of varieties with the highest amount of desired sweeteners (RA) using molecular markers, the 
present study was conducted on RNA‐seq data of varieties having different amounts of RA. In 
order to de novo transcriptome assembly for each variety CLC was used considering k‐mer 
and contig length values of 20 and at least 200bp, respectively. The assembly was annotated 
using the latest Arabidopsis proteome release. To identify signatures of candidate polymorphic 
SSRs among the stevia varieties, the assembled sequences were used as an input for CandiSSR, 
followed by designing primer pairs for identified polymorphic SSRs. 368 potential polymorphic 
SSRs were identified based on the stevia transcriptome analysis, among which 360 were 
qualified for primer design. Almost 89% of the contig sequences possessing polymorphic 
SSRs had the best blast hit against Arabidopsis proteome. In this study, contigs similar to the 
UDP‐Glycosyltransferase protein family and Deoxyxylulose‐5‐phosphate synthase which are 
involved in the biosynthesis pathway of steviol glycosides were found. Also, gene set enrichment 
analysis using PlantGSE through hypergeometric test (FDR<0.05) identified enriched metabolic 
pathways in the sequences contained polymorphic SSRs. It is, therefore, most likely that such 
connections exist between the SSRs and biosynthesis of steviol glycosides. Hence, it could 
conceivably be hypothesized that the SSR markers developed in this study would be reliable 
in molecular breeding of stevia toward selection of varieties with high content particularly RA.
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  چکيده
ایجاد گیاهانی با  (rebaudiana	Stevia)نژادی استویا های بههدف عمده برنامه

منظور غربالگری گیاهان است. در این راستا، به (RA)آ  -میزان بالای ریبودیوزید
با  های مورد نظرکنندههایی با بیشترین میزان شیریناستویا و انتخاب واریته

 RNA‐seqهای استفاده از نشانگرهای مولکولی، مطالعه حاضر روی داده
 منظور بازآرایی ترنسکریپتوم ازانجام شد. به RAهای دارای مقادیر مختلف واریته

 حداقل و ۲۰ با برابر k‐mer با درنظرگرفتن طول CLCافزار نو برای هر واریته، از نرم
 خهنس آخرین تفسیر، انجام برای .استفاده شد باز جفت ۲۰۰ با برابر کانتیگ طول
های SSRآرابیدوپسیس به کار برده شد. برای شناسایی  مدل گیاه پروتئوم از

آنالیز  CandiSSRستویا، با استفاده از های اچندشکل کاندید در میان واریته
 های بازآرایی و به دنبال آن طراحی جفت آغازگرهای مربوطه انجام شد. حدودتوالی
 لازم نشانگر شرایط ۳۶۰ میان این بالقوه شناسایی شدند که در SSRنشانگر  ۳۶۸
 های چندشکلSSR واجد هایاز کانتیگ %۸۹داشتند. تقریبا  آغازگر را طراحی برای
طالعه، بودند. در این م آرابیدوپسیس پروتئوم برابر در مشابه توالی بهترین دارای
ترانسفراز و گلیکوزیل -UDPهای مشابه با خانواده پروتئینی کانتیگ
ل گلیکوزیدها دخیفسفات که در مسیر بیوسنتز استویول -۵گزیلولوزدیداوکسی

از  PlantGSEا استفاده از مجموعه ژنی ب هستند شناسایی شدند. همچنین آنالیز
چندین  (FDR<0.05) %۵داری معنی در سطح هایپرژئومتریک آزمون طریق

های چندشکل را مورد شناسایی SSRهای حاوی مسیر متابولیکی مرتبط با توالی
چندشکل  SSR نشانگرهای کرد که مطرح را فرضیه این توانقرار داد. بنابراین می

 ویااست مولکولی نژادیبه هایبرنامه در اطمینان بامطالعه  این در یافتهتوسعه
  .هستند استفاده قابل RA ویژهبه SGبالای  میزان با هایواریته انتخاب منظوربه

استویا، بازآرایی از نو رونوشت، توسعه نشانگر، مسیر بیوسنتز ها: کلیدواژه
  گلیکوزیدهااستویول
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  مقدمه
	Stevia)استویا  rebaudiana)  گیاهی علفی، چندساله با عدد

گیگا جفت ۳/۱و اندازه ژنوم (هاپلوئید) برابر با  n۲=۲۲کروموزومی 
شانی افباز از تیره آستراسه است. گیاهان خودناسازگار هستند و گرده

افشان است که این امر باعث بروز تنوع بالا در دگرگردهصورت آنها به
. استویا قادر به تولید [1]شودجمعیت گیاهان حاصل از بذر می

است  (SG)گلیکوزید ها موسوم به استویولکنندهگروهی از شیرین
علت عدم جذب قند تر از ساکاروز و بهبار شیرین ۳۰۰که حدود 

بتی بسیار مناسب است. با توجه مربوطه برای استفاده بیماران دیا
وزن  %۱۰-۲۰حدود  SGبه ژنوتیپ گیاه و شرایط رشد و برداشت آن، 

گلیکوزیدهای این گیاه دهد. استویولخشک گیاه را تشکیل می
ترپنوئید گلوکوزیدهای مختلف است که در میان آنها مخلوطی از دی

 RAهستند. تر از همه فراوان (RA)آ  -و ریبودیوزید (ST)استویوزید 
به واسطه داشتن چهار مولکول گلوکز متصل به حلقه استویول 

تر از استویوزید (با سه مولکول گلوکز) است. از این رو هدف شیرین
های اصلاحی ایجاد گیاهان استویای واجد میزان بسیاری از برنامه

	.[3	,2]است RAبالای 
مطلوب در های یابی به واریتهیکی از راهکارهای موثر برای دست

گیاهانی با هتروزیگوسیتی بالا مانند استویا، استفاده از چندشکلی 
هایی است که صفت مورد نظر را و تنوع موجود برای انتخاب واریته
های مختلف با استفاده از انواع دارند. برای این منظور، واریته

مختلف نشانگر از جمله نشانگرهای مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی، 
های مطلوب گزینش یی و مولکولی غربالگری و واریتهبیوشیمیا

شوند. در میان نشانگرهای مختلف، استفاده از نشانگرهای می
	SSR (Simpleمولکولی مانند  sequence	 repeat)  وSNP 

(Single	 nucleotide	 polymorphism) سبب دقت بالا، به
گیاه بودن و امکان غربالگری در مراحل اولیه رشد صرفهبهمقرون

. امروزه با ظهور نسل جدید [4]نسبت به سایر نشانگرها ارجحیت دارند
تحولی عظیم در حوزه نشانگرهای مولکولی رخ  (NGS)یابی توالی

یابی کتابخانه ژنومی یابی مجدد ژنوم، توالیداده است. توالی
از جمله  RNA (RNA‐seq)یابی کل یافته و توالیکاهش
ایی نشانگرهای مولکولی در مقیاس های رایج برای شناستکنیک

که قادر به  seq‐RNA. در این میان، تکنیک [6	,5]وسیع هستند
ویژه برای موجودات غیرمدل شناسایی نشانگرهای عملکردی است به

که توالی ژنومی آنها در دسترس نیست، روش مناسبی برای مطالعه 
توان با . در مطالعه حاضر نیز می[7]نشانگرها در مقیاس وسیع است

استفاده از این روش به نشانگرهای چندشکل برای غربالگری و 
اجد های وویژه واریتهشناسایی گیاهان استویا از نظر میزان قند و به

  بالاتر دست یافت. RAمیزان 
  

  هامواد و روش
  کاویداده
منظور غربالگری گیاهان استویا و انتخاب واریته (هایی) با به

هایی که ، در ابتدا به واریته(RA)بیشترین میزان قند مورد نظر 
های مورد هستند نیاز است. داده RAواجد حداکثر و حداقل میزان 

و همکاران استخراج شد. در  چننیاز برای این مطالعه از مطالعه 
 STته از استویا که واجد مقادیر متفاوتی از مطالعه مذکور سه واری

کل، ترانسکریپتوم  RNAیابی بودند انتخاب و با انجام توالی RAو 
هایی با تفاوت بیان در میان این سه واریته بررسی این گیاه و ژن

  .[8]) ۱شد (جدول 
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  و همکاران چن های استویا مورد استفاده در مطالعهواریته )۱جدول 
)%(  نمونه ST*	)%( RA**	

SR‐1	2.19	6.91	
SR‐2	12.87	0.02	
SR‐3	1.23	9.35	
  آ -گلیکوزیدها، **درصد ریبودیوزید*درصد کل استویول

  
های سه واریته مختلف استویا در کل از برگ RNAدر این مطالعه، 

حداکثر است، استخراج  SGدهی که میزان بلافاصله قبل از مرحله گل
	Illuminaو با استفاده از تکنولوژی  Hiseq	 صورت به 2000

جفت باز ایجاد شده  ۱۰۰هایی به طول یابی و خوانشدوطرفه توالی
، تهیه کتابخانه برای آنالیز ترنسکریپتوم RNAاست. روش استخراج 

و همکاران ذکر شده  چنیابی به تفصیل در تحقیق و نحوه توالی
های خام این مطالعه با شماره دسترسی . خوانش[8]است

SRR1576548  از پایگاه دادهNCBI .استخراج شد  
  هابررسی کیفیت و پیرایش داده

، به فرمت (read)یابی معروف به خوانش های حاصل از توالیداده
FastQ صورت دوطرفه انجام شد یابی بههستند. از آنجایی که توالی

دو سری داده برای هر نمونه وجود دارد. برای بررسی کیفیت 
افزار استفاده شد. این نرم 0.11.4	FastQCافزار نرمها از خوانش

های لینوکس یک برنامه رایگان به زبان جاوا و روی سیستم عامل
و ویندوز قابل اجرا است. بازهایی با کیفیت پایین، بازهای ناشناخته 

(N) توالی آداپتورها، با استفاده از برنامه  وBBMAP	37  قابل اجرا
هایی با نمره بیشتر خوانشحذف شد.  روی سیستم عامل لینوکس

های مطلوب و با کیفیت بالا در نظر عنوان خوانشبه (Q≥30) ٣٠از 
	حذف شدند. ٣٠هایی با نمره کمتر از گرفته و خوانش

	ردیفیبازآرایی از نو ترانسکریپتوم و هم
و  Trinityهای برای انجام اسمبلی از نو ترانسکریپتوم ابتدا برنامه

CLC	 Genomics	 Workbench  با استفاده از پارامترهای
فرض اجرا شد. با توجه به کارآیی مشابه هر دو برنامه و پیش
	CLCافزار زمان کمتر برای انجام بازآرایی توسط نرممدت

Genomics	Workbench از این برنامه برای بازآرایی از نو ،
‐k. طول اده شدطور جداگانه استفترانسکریپتوم هر واریته استویا به

mer  جفت باز در نظر  ۲۰۰و حداقل طول کانتیگ برابر با  ۲۰برابر با
های ها به کمک ترانسکریپتومگرفته شد. همچنین خوانش

 Workbench	Genomics	CLCافزار شده با استفاده از نرماسمبل
برابر با  costs	mismatch/insertion/deletionبا درنظرگرفتن 

	lengthو  ۳/۳/۲ fraction/similarity  ۷۵/۰و  ۹/۰برابر با 
	شده ثبت شد.ردیفهای همردیف شدند و درصد خوانشهم

  های مشابهبندی توالیخوشه
های های تکراری یا مشابه در ترانسکریپتوممنظور اجتناب از توالیبه

یکسانی با  %٩٥های (کانتیگ) تکراری با حداقل توالیشده، بازآرایی
بندی شناسایی و خوشه 4.6.1	CD‐HIT‐ESTافزار استفاده از نرم

صورت الگوریتم افزار که بهبندی این نرمالگوریتم خوشهشدند. 
 های بدون اینترون راگریدی است، تنها توالی افزایشی بندیخوشه

براساس  ابتدا هاتوالی خلاصه، طوردهد. بهمورد استفاده قرار می

 وشهخ نماینده دنباله ترینطولانی. شوندمی بندیدسته ولط کاهش
 هایهنمایند با باقیمانده توالی هر سپس. شوددر نظر گرفته می اول

 ربالات نماینده هر با شباهت اگر. شودمی مقایسه موجود هایخوشه
 رد و .شودمی بندیگروه خوشه آن در باشد، مشخص آستانه یک از
 نماینده عنوانبه دنباله آن با جدید خوشه یک صورت، این غیر

  .شودمی تعریف
  های حاوی این نشانگرهاو ژن چندشکل SSRنشانگرهای شناسایی 

ز های استویا ابرای شناسایی نشانگرهای چندشکل در میان واریته
. این برنامه تنها روی سیستم [9]استفاده شد CandiSSRبرنامه 

، MISAهای عامل لینوکس قابل اجرا است و اجرای آن به برنامه
NCBI	Blastall ،ClustalW ،Bioperl  وPrimer3  .نیاز دارد

های موجود در MISA ،SSRافزار به کمک برنامه این نرم
عنوان نمونه مرجع تعیین شده است را ای که بهترانسکریپتوم نمونه

جفت باز از نواحی بالادست و  ۱۰۰کند. سپس یی میشناسا
کند و این نواحی را شده را تعیین میهای شناختهSSRدست پایین
کند. پس ردیف میهم Blastهای دیگر با استفاده از برنامه با نمونه

ده مانهای باقیشده، در توالیردیفکیفیت همهای کماز حذف توالی
SSRکند و سپس برای ها را تعیین میها و میزان چندشکلی آن

، آغازگرهایی Primer3 چندشکل به کمک برنامه SSRنشانگرهای 
  شود.طراحی می

  تفسیر
	Arabidopsisمنظور انجام تفسیر، آخرین نسخه از پروتئوم گیاه به

thaliana  از پایگاه دادهTAIR  به فرمتFASTA  دانلود شد. با
 ، ابتدا پایگاه داده+ncbi‐blast‐2.2.30استفاده از برنامه 
های دانلودشده ساخته شد. سپس توالی پروتئینی از توالی

 SR3شده نمونه مرجع (در اینجا نمونه های اسمبلترانسکریپت
عنوان نمونه مرجع در نظر گرفته شد) در برابر پایگاه پروتئینی به

ردیف شدند هم 1e‐5برابر با  e‐valueشده با تعیین آستانه ساخته
(Blastx)  و خروجی بلاست به فرمتtxt .دریافت شد	

برای  (enrichment	set	gene)ها همچنین آنالیز مجموعه ژن
های چندشکل با SSRهای (کانتیگ) واجد نشانگرهای توالی

 PlantGSEAاستفاده از ابزار مبتنی بر وب 
(http://structuralbiology.cau.edu.cn/PlantGSEA) 

لا و مدت زمان طولانی لازم برای علت حجم بسیار بابهانجام شد. 
، بلاست و تفسیر UniProtیا  NRپایگاه داده انجام تفسیر به کمک 

  به کمک پروتئوم گیاه مدل آرابیدوپسیس انجام گرفت.

  
  و بحث نتایج

های یابی با بازدهی بالا، امکان انجام تجزیه و تحلیلفناوری توالی
های مختلف بیوانفورماتیکی از جمله کشف نشانگرها در ارگانیزم

  را فراهم کرده است. rebaudiana	S.غیرمدل مانند 
های اولیه مورد استفاده در تجزیه و در مطالعه حاضر تعداد خوانش

 SR3و  SR1 ،SR2های ی واریتههای بعدی به ترتیب براتحلیل
). کیفیت ۲بود (جدول  ۶۱۲۲۷۴۷۴و  ۶۸۶۵۲۶۱۴، ۶۱۷۱۰۱۹۴برابر با 
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 FastQCافزار یابی با استفاده از نرمهای خام حاصل از توالیخوانش
های ، کیفیت بازها را در طول خوانش در موقعیت۱بررسی شد. شکل 
دهد. برای ارتقای نتایج آنالیزها از بازهای با مختلف نشان می

کیفیت بالا استفاده و بازهای با کیفیت پایین طی فرآیند پیرایش 
در پکیج  BBDuckبا استفاده از برنامه حذف شدند. به این منظور 

BBMAP	37  ٢٠بازهای با کیفیت پایین (حذف اقدام به =Phred	

score	cutoff بازهای ناشناخته ،((N) نهایتاً توالی آداپتورها شد و .
منظور بازآرایی به ۳۸شده با میانگین امتیاز کیفیت های پیرایشداده

ل و بعد ها قبترنسکریپتوم مورد استفاده قرار گرفتند. میزان خوانش
  ).۱اده شده است (شکل نشان د ۲از پیرایش در جدول 

  
  نمونه استویا ۳ها قبل و بعد از پیرایش برای میزان خوانش )۲جدول 

	)%(شده طی پیرایش های حذفمیزان خوانش  ها پس از پیرایشتعداد خوانش  هاتعداد اولیه خوانش  نام نمونه

SR1	۶۱۷۱۰۱۹۴ ۶۱۰۰۱۱۶۸  ۱۵/۱  

SR2  ۶۸۶۵۲۶۱۴  ۶۷۹۳۰۳۸۱  ۰۵/۱  

SR3  ۶۱۲۲۷۴۷۴  ۶۰۰۷۵۶۳۱  ۹/۱  

  

  

	
	SR3): کتابخانه نمونه C2و  C1؛ (SR2): کتابخانه نمونه B2و  B1؛ (SR1): کتابخانه نمونه A2و  A1های خام در سطح باز؛ (کیفیت خوانش )۱شکل 
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	CLCشده هر نمونه با استفاده از برنامه های پیرایشخوانش

Genomics	Workbench طور جداگانه بازآرایی شد و در پایان به
یابی هشده نقشهای اولیه روی ترانسکریپتوم اسمبلبازآرایی، خوانش

بالا  N50شده و همچنین یابیهای نقشهشدند. درصد بالای خوانش
). علاوه ۳شده است (جدول حاکی از کیفیت مطلوب بازآرایی انجام

های در رونوشت شدهیابیهای مکانبر این، درصد خوانش
بودن عنوان معیاری برای ارزیابی کاملبه (RMBT)شده بازآرایی

دهنده میزان دربرگرفتن شود که نشانبازآرایی در نظر گرفته می
نشان  ۳گونه که در جدول ها در ایجاد رونوشت است. همانخوانش

 %۹۸های مختلف حدود برای نمونه RMBTداده شده است، میزان 
شده برای آنالیزهای ی از کیفیت بالای بازآرایی انجاماست که حاک

های اضافی و حذف موارد منظور کاهش توالیبعدی است. به
	CD‐HITهای اضافی با استفاده از بندی رونوشتیکسان، خوشه

  انجام شد. %۹۵و شاخص  4.6.1
  

  نمونه استویا ۳پارامترهای مرتبط با کیفیت اسمبلی  )۳جدول 

  نام نمونه
د تعدا
  کانتیگ

حداکثر طول 
  کانتیگ

N50سایز 
های درصد خوانش

	شدهیابینقشه

SR1	۶۷۵۸۳ ۱۵۳۸۴  ۱۱۳۷  ۸۶  

SR2  ۷۷۳۰۳  ۱۵۵۷۵  ۱۰۰۲  ۸۶  

SR3  ۶۰۳۱۴  ۱۴۳۸۶  ۱۱۰۱  ۸۶  

  
با استفاده  %۹۵های مشابه با یکسانی در ادامه و پس از حذف توالی

وجوی برای جست CandiSSRافزار ، از نرمCD‐HIT‐EST از برنامه
شده های اسمبلچندشکل بین ترانسکریپتوم SSRنشانگرهای 

های استویا استفاده شد. برای اجرای این برنامه ابتدا باید واریته
افزار تعریف شود. در اینجا مرجع برای نرم عنوان نمونهای بهنمونه
عنوان نمونه مرجع است به RAکه واجد بیشترین میزان  SR3نمونه 
های SSRعنوان را به SSRنشانگر  ۳۶۸نظر گرفته شد. این برنامه  در

 ۳۶۰چندشکل بین سه واریته استویا معرفی کرد که در این میان 
). ۱ پیوستنشانگر شرایط لازم برای طراحی پرایمر را دارا بودند (

 CandiSSRافزار که بخشی از نرم Primer3 پرایمرها توسط برنامه
 شده طراحی شد. برنامهبینیچندشکل پیش است برای نشانگرهای

فرض سه جفت پرایمر برای هر نشانگر طراحی کرد. برای طور پیشبه
تایید تجربی نشانگرهای چندشکل، پس از انتخاب نشانگرهای مورد 
نظر بهتر است جفت پرایمرهای مربوط به هر نشانگر با استفاده از 

یمر انتخاب شود برنامه الیگو بررسی شوند و بهترین جفت پرا
	).۱ پیوست(
های چندشکل در برابر پروتئوم SSRهای (کانتیگ) واجد توالی ۸۹%

ردیف شدند و دارای بهترین توالی مشابه با خود آرابیدوپسیس هم
شده، توالی (کانتیگ) ردیفهای هم). در میان توالی۲ پیوستبودند (

ترانسفراز و توالی مشابه گلیکوزیل -UDPپروتئینی  مشابه با خانواده
گلیکوزیدها گزیلولوزسنتاز که در مسیر بیوسنتز استویولبا داوکسی

نقش دارند، وجود داشت. علاوه بر این، برای شناسایی مسیرهای 
های چندشکل، آنالیز SSRهای واجد شده در توالیزیستی غنی

و با  PlantGSEها با استفاده از ابزار مبتنی بر وب مجموعه ژن
در سطح  (Geometric	Hyper)انتخاب آزمون هایپرژئومتریک 

انجام شد. براساس این آنالیز،  (FDR<0.05) %۵داری معنی
های SSRهای واجد دار توالیطور معنیمسیرهای متابولیکی به

) که این امر حاکی از نقش ۳ پیوستچندشکل غنی شده بودند (
  وژیکی فعال است.ها در مسیرهای بیولاین کانتیگ

اصلی  هایشده و تفسیر کارکردی یکی از جنبهادغام رونوشت بازآرایی
کاوی ترنسکریپتوم در یک ارگانیزم غیرمدل است. در مطالعه داده

فاده شده، با استهای بازآراییهای رونوشتحاضر، بررسی تشابه توالی
در مقابل دو  1e‐5معادل  e‐valueو با آستانه  BLASTاز 
های دارای (متشکل از توالی TAIR10و  NRیتابیس رایج، یعنی د

اس ) انجام شد. براسآرابیدوپسیس تالیاناتفسیر مناسب گیاه مدل 
ها به ترتیب در دو دیتابیس مذکور کانتیگ %۵۱و  ۵۳نتایج تفسیر، 

 شده بودند کههای همسان شناختهدارای بهترین هیت با پروتئین
مدل های غیر شده روی گونهلعات قبلی انجاماین مطابق با نتایج مطا

  .[8]است
ی های طبیعکنندهدلیل شیرینارزش تجاری قابل توجه استویا به

نژادی بایستی مورد زراعی و بههای بهموجود در آن است که در برنامه
نژادی سنتی از معیارهای فنوتیپی و توجه قرار گیرند. در به

 های خاصی از استویا با میزان بالایبیوشیمیایی برای انتخاب واریته
SG آ  -بودیوزیدویژه ریبه(RebA) شود که این معیارها استفاده می

 نای همچنین به میزان زیادی تحت تاثیر شرایط محیطی هستند.
قابل ارزیابی  بالغ گیاهان در رشد مراحل پایانی در معمولاً  معیارها

. [10]پرهزینه خواهد بود بر وزمان وسیع مقیاس در هستند که
 (SSR) تکرارشونده سادههای توالی جمله از مولکولی، نشانگرهای

بارزبودن و نیز امکان تشخیص چندشکلی، هم میزان بالای دلیلبه
 نژادیبه اهداف برای در مراحل اولیه رشد و نمو گیاه، ابزار ارزشمندی

. توسعه چنین نشانگرهایی و متعاقباً شناسایی [11]هستند گیاهی
 مسیرهای جدیدیهای نشانگرهای مرتبط با صفات مورد نظر، جایگاه

 یکیژنت نژادی گیاهی فراهم کرده است. تنوعرا برای متخصصین به
 نشانگرهای از استفاده با استویا مختلفهای واریته میان در

 DNAقبیل چندشکلی حاصل از تکثیر تصادفی قطعات  از مولکولی
(RAPD) های بینابینی ساده تکرارشونده و توالی(ISSR) مورد 
 نشانگرهای روی مشابهی تحلیل و . تجزیه[12]است گرفته قرار بررسی
SSR از حاصل EST از بالایی میزان وضوحبه که شد انجام 

حال،  این . با[5]نشان داد مطالعه مورد ارقام تمامی بین چندشکلی را
ازده یابی پربتوالیهای داده از استفاده با جامعی مطالعه در این رابطه

 SGهای دارای مقادیر مختلف و با تمرکز بر ایجاد تمایز بین واریته
 RNAیابی نیست. در حال حاضر توالی موجود RebAو  STویژه به

(RNA‐seq) های ژنتیکی برای تشخیص تعداد زیادی از واریانت
گیاهی غیرمدل که های گونه برای ویژهها، بهSSR ها وSNP مانند

ژنتیکی مانع از شناسایی نشانگرهای  اطلاعات وجود آنها عدمدر 
. در مورد استویا تنها یک مطالعه [7]است شود، مفیدمولکولی می

و همکاران برای بررسی ترنسکریپتوم این گیاه با استفاده  چنتوسط 

http://journals.modares.ac.ir/files/biot/user_files_749497/atch/skad123-A-10-50525-1-4e84ac2---f6016e.xls
http://journals.modares.ac.ir/files/biot/user_files_749497/atch/skad123-A-10-50525-1-4e84ac2---f6016e.xls
http://journals.modares.ac.ir/files/biot/user_files_749497/atch/skad123-A-10-50525-1-4e84ac2---0369fc.xls
http://journals.modares.ac.ir/files/biot/user_files_749497/atch/skad123-A-10-50525-1-4e84ac2---93be0a.xls
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 ۱۶۰/۸۰در میان  SSRمورد  ۰۷۰/۱۰انجام شده و  RNA‐seqاز 
است. در مطالعه حاضر، تلاش  گزارش شده (unigene)ژن یونی

های چندشکل کاندید بین سه واریته SSRبار شد تا برای اولین
با استفاده از پایپ لاین  RebAو  STاستویا با میزان متفاوت 

CandiSSR  مورد شناسایی قرار گیرند. در این پایپ لاین، توسط
به ترتیب  tool)	identification	MISA (MIcroSAtelliteابزار 

های تکراری در رونوشت مرجع، احلی شامل شناسایی توالیمر 
شده با های شناساییSSRهای دو طرف کردن توالیردیفهم

وجوی های غیرمرجع، جستدر مقابل رونوشت BLASTاستفاده از 
SSR های اختصاصی مرجع در توالی غیرمرجع، فیلترکردن

PolySSRدو  یهای با کیفیت پایین، محاسبه تشابه توالی نواح
شده و نهایتاً طراحی جفت آغازگرهای های شناساییPolySSRطرف 

شود. انجام می Primer3های با استفاده از PolySSRهر کدام از 
این  . در[9]گزارش شده است %۹۰افزار تا بیش از میزان دقت این نرم

 بالاترین با SR‐3شده حاصل از واریته بازآرایی رونوشت مطالعه،
 نتایج براساس. شد انتخاب مرجع عنوان) بهRebA )۳۵/۹%درصد 
 استویا رقم سه میان در چندشکل SSR نشانگر ۳۶۸ آمده،دستبه

اریته و سه میان در ژنتیکی تنوع دهنده وجودکه نشان شناسایی شد
 با ااستوی مختلف انواع تشخیص برای تواندمی مورد بررسی بود و

چندشکلی شامل  .قرار گیرد استفاده متفاوت مورد SG محتوای
ها با های دونوکلئوتیدی با حداقل شش تکرار و سایر موتیفموتیف

حداقل پنج تکرار در رونوشت مرجع است. حداقل و حداکثر تعداد 
، AT ،TAهای بود. موتیف ۲۹و  ۱تکرارهای چندشکل به ترتیب 

TGA  وGAT  کل تکرارهای چندشکل  %۵با دربرگرفتن بیش از
). همچنین با استفاده از ۴ پیوستشترین فراوانی بودند (دارای بی

Primer3  ۳۶۰جفت آغازگرهایی برای PolySSR کردن با لحاظ
 پیوستهای دو طرف با موفقیت طراحی شد (میزان کافی از توالی

آغازگرهایی که چند آمپلیکون تولید منظور حذف جفت ). به۱
رها از طریق ماژول برای تمامی آغازگ PCRسازی کنند، شبیهمی

IPCRESS افزار در نرمExonerate جفت  ۳۵۷که  [13]انجام شد
دهنده اختصاصیت آمپلیکون ایجاد کردند که این نشانآغازگر تک

). نشان داده شده است ۵ پیوستمتناظر است ( SSRنشانگرهای 
 silico	inصورت به PCRسازی که در شبیه SSRکه نشانگرهای 
طور بالقوه نشانگرهای کنند، بهباند تولید میمحصول تک

  .[14]توانند مفید واقع شوندجایگاهی هستند و میتک
 

های علاوه بر این در مطالعه حاضر اقدام به تفسیر عملکردی کانتیگ
 شدههای شناختهشد تا همولوژی آنها با پروتئین PolySSRحاوی 

ها از طریق مقایسه توالی مشخص شود و عملکردهای احتمالی این
تعیین شود. جالب توجه  NR های پروتئینیآنها با دیتابیس توالی

‐e)داری تشابه معنی SSRهای حاوی کانتیگ %۸۹اینکه، 

value<1e‐5)  را در مقایسه با دیتابیسNR ) پیوستنشان دادند 
 دموجو کلیدیهای با ژن مشابه هاییها، کانتیگتوالی میان ). در۲
سنتاز و فسفات -۵گزیلولوزداوکسی جمله از ،SGs بیوسنتز مسیر در

UDP- ۵گزیلولوزترانسفراز وجود داشتند. داوکسیگلیکوزیل- 
و  و تبدیل پیروات MEP از مسیر مرحله اولین در سنتازفسفات
فسفات نقش  -۵گزیلولوزدیداوکسی-۱فسفات به  -۳گلیسرآلدهیددی

 -UDPترپنوئید توسط دی استویول گلیکوزیلاسیون دارد.
 است که در آن SG بیوسنتز از مرحله ترانسفراز آخرینگلیکوزیل
 لمنتق یک گیرنده آگلیکون به شدهفعال قندهای از قند بقایای
	.[16	,15]شوند تولید هاSG انواع تا شودمی
شده را های عملکردی شناساییPolySSRهای این مطالعه، یافته
عنوان ابزاری مفید برای تسریع مطالعات ژنتیکی و بهبود به

کند. علاوه بر این، آنالیز نژادی در استویا معرفی میهای بهبرنامه
GO  با استفاده از ابزارagriGO منظور انتصاب بهGO	term های

ین ها انجام شد. برای اPolySSRهای حاوی متناظر به کانتیگ
 عنوان مرجع در نظر گرفتهآنالیز، رونوشت بازآرایی و تفسیرشده به

برای انجام آنالیز آماری  (FDR<0.05)شد و آزمون هایپرژئومتریک 
 term	GOمورد  ۸۳انتخاب شد. براساس نتایج حاصل، در مجموع 

). آنالیز ۳ پیوستاختصاص یافت ( PolySSRهای حاوی به کانتیگ
داری با طور معنیهای مورد نظر بهمذکور مشخص کرد که کانتیگ

ه نقش دهندچندین مسیر متابولیکی در ارتباط هستند که این نشان
ها در مسیرهای مختلف متابولیکی فعال در استویا است این توالی

طور مستقیم یا غیرمستقیم با مسیر بیوسنتز و همچنین اینکه به
وزیدها مرتبط هستند. بنابراین با توجه به نتایج حاصل گلیگاستویول

 PolySSRتوان این فرضیه را مطرح کرد که نشانگرهای می
های یافته در این مطالعه با اطمینان قابل استفاده در برنامهتوسعه
الای های با میزان بمنظور انتخاب واریتهنژادی مولکولی استویا بهبه
SG ویژه بهRebA ر فاز دوم مطالعه حاضر، مطالعات هستند. د

شده روی ای نشانگرها و آغازگرهای معرفیآزمایشگاهی و مزرعه
  های استویا در دست بررسی است.تعدادی از ارقام و واریته
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