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زميني درحال تفرق سيب F1در جمعيت ) RGAs(هاي مقاومت به بيماري هاي ژنشناسايي آنالوگ

 NBS profilingبا استفاده از تكنيك 
Identification of resistance gene analogues (RGAs) in F1 mapping population of 

potato using NBS profiling technique 
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  چكيده
ــتان، س  ــدم، س. ، م.دژســ ــدي، س. ا. مقــ ــري. محمــ ــن. زاد و ژاهــ ــالوگ. 1389 .وســ ــايي آنــ ــاي ژنشناســ ــاري  هــ ــه بيمــ ــاي مقاومــــت بــ   هــ
)RGAs ( در جمعيتF1  زميني با استفاده از تكنيكسيبدرحال تفرق NBS profiling .. 12: مجله علوم زراعي ايران )185-198 )2.    

  
درحال تفـرق   F1از جمعيت  ژنوتيپ 46زميني، در سيب (RGAs)هاي مقاومت هاي ژنمنظور شناسايي و جداسازي آنالوگبه

در آزمايشگاه ژنوميكس دانشگاه واگنينگن هلند مـورد   NBS Profilingبا حداكثر نوتركيبي با استفاده از تكنيك  RH×SHديپلوئيد 
 187، در مجمـوع  NBSشـده دامنـه   هاي حفاظتشده براساس موتيفبا استفاده از پنج آغازگر دژنره طراحي. ارزيابي قرار گرفتند

يابي تعدادي پس از توالي. شدنديابي نشانگر مكان 10000جمعيت متشكل از  AFLPنشانگر چندشكل توليد شد كه در ارتباط با نقشه 
-TIR-NBSهاي مقاومت به بيمـاري گـروه   شده يا پروتئينهاي مقاومت شناختهنشانگر با ژن 68از نشانگرها و همرديف كردن آنها، 

LRR هفت تا از اين . همولوژي نشان دادندRGAيـا   زمينيشده در سيبهاي مقاومت شناساييها جايگاه ژني و توالي مشابه با  ژن
ها در RGAشده يا هاي مقاومت شناساييشده در نواحي كروموزومي مشابه با ژنابييتوالي RGAهفت وسي. فرنگي داشتندگوجه
ها از نظر توالي داراي همولـوژي باشـند و   RGAهاي مقاومت يا يابي شدند بدون اينكه با اين ژنزميني مكانفرنگي يا سيبگوجه

هـا يـا   ها در خوشه RGA اكثر اين. استگزارش نشده  RGAيابي شدند كه تاكنون در آنها هايي مكانها نيز در جايگاهRGAبقيه 
براسـاس آغـازگر دژنـره     RGAهـاي  در بررسـي رابطـه فيلـوژني، تـوالي    . هاي جديد يا موجود در نقشـه قـرار گرفتنـد   زيرخوشه

هاي كمي هاي مقاومت منفرد و مكانيابي ژنتواند در مكاننتايج حاصل از اين پژوهش مي. مورداستفاده براي تكثير تفكيك شدند
  .ها مورداستفاده قرار گيردمقاومت به بيماري

  
  NBS Profiling. زميني و ، سيب)RGAs(هاي مقاومت به بيماري ژنيابي،  جمعيت نقشههاي آنالوگ: هاي كليديواژه
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١٨٦ 

  مقدمه
هـاي ژنـومي در   اندازي پـروژه هاي اخير با راهدر سال

  شـده هـاي همولـوگ حفاظـت   گياهان، استفاده از تـوالي 
  هـاي مقاومـت بـه بيمـاري    هاي عامل مقاومـت يـا ژن  ژن 
هاي كارآمد تشخيص و شناسـايي  عنوان يكي از روشبه 

هـاي مقاومـت بـه     ژن. رودشـمار مـي  مقاومـت بـه   هايژن
هـا،   هـا، ويـروس   هي شـامل بـاكتري  عوامل بيماريزاي گيا

  هــــاي مختلــــف   هــــا و نماتــــدها از گونــــه   قــــارچ
ــده  ــازي ش ــدجداس ــوالي . ان ــه ت ــه   مقايس ــيدهاي آمين   اس

شـده در  هاي مقاومت همسـانه  هاي حاصل از ژنپروتئين 
  گياهـــان مختلـــف نشـــان داده اســـت كـــه در آنهـــا      

  هــاي حفاظــت شــده وجــود دارد    تعــدادي از موتيــف 
 )Baker et al., 1997 .(شده توسط هاي رمزبيشتر پروتئين

اتصـال بـه نوكلئوتيـد    هاي مقاومت داراي يك محـل  ژن
(Nucleotide Binding Site: NBS)      هسـتند كـه بـه يـك

بـا   (Leucien-Rich Repeats: LRR) غني از لوسـين تكرار 
ــول  ــي   مط ــيل متصــل م ــاي كربوكس ــر در انته ــدتغي   .باش

ــرهمكنشايــن دامنــه  ــروتئهــا در ب ــروتئين و -ينهــاي پ پ
ــام ــاني پيـ ــولي شـــركت مـــي ترارسـ كننـــد هـــاي مولكـ

(Staskawicz et al. 1995) .ــت ژن ــاي مقاومــ    هــ
هـاي مقاومـت   تـرين گـروه ژن  متـداول  NBS-LRRگروه 
ــتند ــا   .)Hulbert et al., 2001( هس ــاكنون، تنه ــشت   نق

هـاي داراي  كننـده پـروتئين  هـاي رمـز  شده براي ژنثابت 
NBS-LRR هـــا يـــا ومـــت بـــه بيمـــاريمقا ،اهـــانيدر گ  

ــات  ــوده آفـ ــت بـ ــايژن .)Michelmore, 2000(اسـ   هـ
ــروه   ــروه NBS-LRRمقاومــــت گــ ــه زيرگــ ــايبــ   هــ
 TIR [Toll/Interleukin-1/Receptor (TIR)] و non-TIR   
در ناحيـه انتهـاي آمينـي     TIRبراساس حضور يك دامنه  

ــي ــيم مـ ــوندتقسـ ــوع از ژن. شـ ــن نـ ــتايـ ــاي مقاومـ   هـ
  TIR-NBS-LRR (TNL)هــــــاي  عنــــــوان ژنبــــــه 
معمـولاً   non-TIRهـاي مقاومـت   ژن. شوندبندي ميطبقه 

به جـاي يـك دامنـه     Coiled-Coil (CC)داراي يك دامنه 
TIR باشند مي)Pan et al., 2000b( .  

هـاي مقاومـت داراي چنـد مزيـت     ژن NBSهاي دامنه

هـاي  هاي همولوگ از طريق موتيفبراي شناسايي توالي
  .هــــاي جديــــد هســــتنددر گونــــه NBSدرون ناحيــــه 

ــا آرايــش   شــدههــاي حفاظــتاز موتيــف  ــه ب يــك ناحي
  و يتــوان بــراي تعيــين روابــط فيلــوژن تغييــر مــيغيرقابــل

ــه  ــدي ژنطبقــ ــاي بنــ ــرد NBS-LRRهــ ــتفاده كــ   اســ
 )Meyers et al., 1999; Pan et al., 2000b(.  وجــود

 شـده امكـان طراحـي آغازگرهـاي    هاي حفاظـت موتيف

توسـط   هاي مقاومـت هاي ژنازي آنالوگدژنره و جداس
هـاي گيـاهي را فـراهم    مـراز از ژنـوم  واكنش چرخه پلـي 

  آميــزيايــن رهيافــت بــه صــورت موفقيــت. كــرده اســت
لپهاز چند گونه تك NBS-LRRهاي براي جداسازي ژن 

 Kanazin( اسـت  مورد استفاده قرار گرفتـه اي اي و دولپه

et al., 1996; Noir et al., 2001(.  ــت -NBSرهياف

profiling ــازي   يكــي از روش ــراي جداس ــد ب ــاي جدي ه
هاي اين روش در گونه. باشدتكثيرشده مي RGAقطعات 

  مختلــــف بــــا انــــدكي تغييــــر يــــا بــــدون تغييــــر در 
ــاربرد اســـــت   ــا و پروتكـــــل قابـــــل كـــ   آغازگرهـــ
 )van der Linden et al., 2004.(  

 NBS-LRRهاي توجهي از تواليامروزه مجموعه قابل
هـاي مختلـف گيـاهي در دسـترس     شده در گونهاظتحف

ــمـــي ــوالي. دنباشـ ــياري از ايـــن تـ ــهبسـ ــا بـ   صـــورتهـ
هاي مقاومت بزرگ اثـر و  نواحي كروموزومي حامل ژن 

  مقاومــــــتژنــــــي كمــــــي هــــــاي نيــــــز مكــــــان
 )Quantitative Resistance Loci: QRL( ــل   دخيــ
   انـــديـــابي شـــده در مقاومـــت بـــه بيمـــاري مكـــان    
)Kanazin et al., 1996; Carcia-Mas et al., 2001( .

  اســت كــه برخــي از    مشــخص شــده  افــزون بــر ايــن  
  شـــده بـــه مقاومـــت شناســـايي هـــايهـــاي ژنآنـــالوگ
  هـــا و آفـــات ژنـــي مقاومـــت بـــه بيمـــاريهـــايمكـــان

هــا پيوســته  QRLيــا و  )Geffroy et al., 2000( خــاص 
 Chen et al., 1998; Timmerman-Vaughan et( هسـتند 

al., 2000.(  
ژني مكان 65 شده وژن مقاومت شناخته 39يابي مكان

زمينـي  در نقشـه پيوسـتگي سـيب    )QRL( مقاومـت كمـي  
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ــور ژن ــه ظهـ ــت را بـ ــاي مقاومـ ــه هـ ــورت خوشـ   ايصـ
شامل ) Hotspots(هاي متراكم اين جايگاه. دهدنشان مي 

هـاي  اعطاكننـده مقاومـت بـه گـروه     چندين خانواده ژني
هـاي  مهمتـرين خوشـه  . باشـند مي مختلف عوامل بيماريزا

 12و  11، 9، 5، 4هـاي  هاي مقاومت روي كروموزومژن
هـا احتمـالاً از اجـداد    ايـن خوشـه  . زميني قرار دارندسيب

 )Gene duplication( مشترك از طريق مضاعف شدن ژن
ولــي از نظــر ســاختاري و عملكــردي   ،انــدحاصــل شــده
هـا ماننـد   يمـاري برخي از بها براي  QRL. اندانشعاب يافته

و نماتدهاي سيست ريشه  بلايت ديررس، پوسيدگي غده
امـا   ،اندزميني شناسايي شدهكروموزوم سيب 12روي هر 

قرار دارد كه  5بزرگ روي كروموزوم  QRL يك خوشه
هـا،  هاي ژني ايجادكننده مقاومت به ويـروس شامل مكان

ــارچ ــا، ق ــااُميســته ــاكتريه ــدها مــي ، ب ــا و نمات   باشــده
 )Simko et al., 2007(. تـوان بـه   براي اطلاعات بيشتر مي

زمينـي  نقشه عملكردي مقاومت به عوامل بيماريزاي سيب
ــاه ) PoMaMo )Meyer et al., 2005در  داده پايگــ

https://gabi.rzpd.de/PoMaMo.html  مراجعــــه كــــرد .
ــابيمكــان ــدا،هــاي كا RGA ي   و ي مقاومــتهــاژن ندي

 QRL را آشكار كردبين آنها زميني پيوستگي هاي سيب 
)Gebhardt and Valkonen, 2001(.   

هـاي  و جداسازي آنـالوگ  تكثيرهدف اين پژوهش، 
 درحـال تفـرق  جمعيـت  در هاي مقاومـت بـه بيمـاري    ژن

بـا   (Solanum tuberosum)زمينـي  سيب SH×RHديپلوييد 
بـه نقشـه    انتساب آنها ،NBS-profilingاستفاده از تكنيك 

زمينـي،  سـيب  )Ultra High Density: UHD(اشـباع  فـوق 
شـده و نيـز   هاي ژني شـناخته ها در خوشهRGA شناسايي 
   .هاي ژني مقاومت جديد احتمالي بودخوشه شناسايي

  
  هامواد و روش

هـــا در آزمايشـــگاه ژنـــوميكس دانشـــگاه آزمـــايش
  .واگنينگن هلند انجام شد

  DNAادگياهي و استخراج مو
، )Selective mapping(يـابي گزينشـي   منظور مكـان به

ــال تفـــرق F1 جمعيـــتژنوتيـــپ از  46  SH×RHدرحـ
ــيب ــل  سـ ــديزمينـــي حاصـ ــد ناز تلاقـــي والـ  ديپلوييـ

 RH89-039-16(RH)و   SH83-92-488(SH)هتروزيگوت
)Rouppe van der Voort et al., 1997 (ــا   بــ
ــتفاد    ــا اســ ــوتركيبي بــ ــداكثر نــ ــرمحــ ــزاره از نــ   افــ
 MapPop )Vision et al., 1999 ( والـدين  . انتخاب شـدند

شـده در دانشـگاه   هاي مختلف انجامجمعيت از بين تلاقي
واگنينگن كشور هلند براساس حداكثر مقـدار نـوتركيبي   

مريستم برگي از گياهان . در جمعيت، انتخاب شده بودند
ــنج ــه پ ــديافته در اي هفت ــت رش ــه برداش ــدند گلخان   و ش

 DNA فولتـــــون و همكـــــاران ژنـــــومي طبـــــق روش  
 )Fulton et al., 1995(  ــد ــتخراج گرديـ ــراي. اسـ   بـ
اشـباع متشـكل از تقريبـاً    فـوق اين جمعيت نقشه ژنتيكـي   

ــانگر  10000 ــه در آن   AFLPنشــ ــت كــ ــود اســ موجــ
جايگـاه   900زميني تقريباً به حـدود  هاي سيبكروموزوم

)Bins( مورگان تقسيم يسانت 8/0تقريبي  با فاصله ژنتيكي
  . )Isidore et al., 2003; van Os et al., 2006( شدند

    NBS Profilingتكنيك 
ــن تكنيــك ــق روش اي ــدن طب ــدر لين ــاران ون   و همك

 )van der Linden et al., 2004 ( رويDNA ــومي   ژن
بـر اسـتفاده از يـك    در اين تكنيك علاوه  .گرفتانجام  

اپتـور متصـل بـه    زمان از يك آد، همRGAآغازگر دژنره 
شـود و چندشـكلي   يك جايگاه آنزيم برشي استفاده مـي 

  در طـــــول قطعـــــات و همچنـــــين چندشـــــكلي درون
هاي آنزيم .شودجايگاه تشخيص آنزيم برشي آشكار مي 

  بـــراي TaqI و  AluI،MseI ،RsaI ،HaeIIIبرشـــي 
هاي دژنره آغازگر. ندشد كار بردهژنومي به DNA تيمار 

NBS  هـاي  تـوالي  براساس همرديفـيDNA  هـاي  موتيـف
  .)1جـــدول (ند ، طراحـــي شـــد NBSشـــده حفاظـــت

 درصـد  6آكريلاميـد  روي ژل پلي تكثيري هايفرآورده 
ــتفاده از  ــا اسـ ــتگاه  بـ ــك Li-Corدسـ ــد تفكيـ   .گرديدنـ

ــاهده    ــكل مش ــاي چندش ــده برانواره ــاسش ــود س   و وج
  .نــــوار در نتــــاج امتيــــازدهي گرديــــد وجــــودعــــدم 
يـابي حـداكثر درسـت نمـايي     روش مكـان با اسـتفاده از   
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)Maximum likelihood mapping (ــاه ــر جايگــ   هــ
ــانشــانگر   ــاط ب ــين موجــود UHDنقشــه  در ارتب    شــد تعي
)van Os et al., 2006 .(  

   NBSنوارهاي  تجزيهجداسازي و 
ــدين   ــكل، والـ ــاي چندشـ ــازي نوارهـ ــراي جداسـ   بـ

 SH  وRH  ــب ــام تركيـ ــا تمـ ــزيم بـ ــاي آنـ ــازگر/هـ   آغـ
مورداسـتفاده در  ) نشانمند شـده بودنـد   P33آغازگرها با ( 

نوارهـاي چندشـكل   . آكريلاميد بارگذاري شدندژل پلي
ــين  ــياز ژل معـ ــدپلـ ــد  آكريلاميـ ــده شـ  100در  و بريـ

بـراي  درجه سانتيگراد  97در دماي  TEمحلول ميكروليتر 
ــنج ــرار گرفت پ ــه ق ــددقيق ــات  .ن ــا قطع ــازگرمجــدداً ب  آغ

 هايفرآورده وتور تكثير پآدا آغازگرو  NBSاختصاصي 
قطعـات  . ندشـد  تفكيـك ژل آگارز  با استفاده از تكثيري

عنـوان  تـور بـه  پآدا آغازگرصورت مستقيم با استفاده از به
و   BigDye Terminatorبـا كيـت   ويـاب  آغـازگر تـوالي  
ــوالي  ــتگاه ت ــار  دس ــاب خودك  ABI3700 Applied [ي

[Biosystems (USA) ها تواليهمرديفي  .يابي شدندتوالي
نوكلئيك و هاي هاي اسيددادهها با تواليمقايسه  ه وسيلهب

 در tBlastxو  Blastxهـاي  بـا اسـتفاده از برنامـه    هاپروتئين
 ,.Altschul et al( انجــام شــد NCBI اطلاعــاتي بانــك

 RGAهاي نوكلئوتيـدي  روابط فيلوژني بين توالي ).1997
-منر MegAlignبا استفاده از برنامه  TIRهاي نشانگرهاي 

مورد ارزيابي  Neighbor-joiningو روش  DNAstarافزار 
  .قرار گرفتند

  
 نتايج و بحث

ــازگر   ــنج آغ ــازگر    NBSاز پ ــه آغ ــتفاده، س مورداس
NBS13R ،NBS15F  وNBS5A    بين والـدين چندشـكلي

تركيــب  15بــا اســتفاده از  . قبــولي نشــان دادنــد  قابــل
ــزيم ــازگر در كــل /آن ــر و   187آغ ــوار چندشــكل تكثي ن
منتسب  UHDو به نقشه ژنتيكي ) 1جدول (دهي شد امتياز

الگوي نواري افراد جمعيت با استفاده از تركيـب  . گرديد
در شكل  Li-Corدر ژل  NBS13Rو آغازگر  RsaIآنزيم 
يـابي  در مكـان  LODميـانگين  . نشان داده شده است يك

نشانگر اختصاصـي   77از اين تعداد نشانگر . بود 3/6برابر 
ــد  ــد  RH ،79در وال  31و  SHنشــانگر اختصاصــي در وال

براي تعيـين ماهيـت   . نشانگر در هر دو والد مشاهده شدند
يـابي  نشانگرهاي تكثيرشده، تعـدادي از نشـانگرها تـوالي   

خوانــدن نشــانگر داراي تــوالي معتبــر قابــل 85 شــدند كــه
ــد و  ــا ژن  68بودن ــوژي ب ــا از آنهــا براســاس همول هــاي ت

هاي مقاومـت بـه بيمـاري    شده يا پروتئينمقاومت شناخته
از . شناسايي شـدند  RGAعنوان به TIR-NBS-LRRگروه 

68 RGA ،29 RGA  مختص والدRH ،31 RGA   مخـتص
ــد  ــدند    RGAوهشــت  SHوال ــر ش ــد تكثي ــر دو وال در ه

  ).2جدول (
و ) 1-3فاصله ( RH5.1 ،RH11.2 ،SH6.1هاي جايگاه

SH11.2  بـا  در سطح توالي و تقريباً در سطح جايگاه ژني
RGA و  زمينـي توسـط ليسـتر   هاي شناسايي شده در سيب

ــاران  ــب )Leister et al., 1996(همك ــاردت و و جِ ه
  و در  )Gebhardt and Valkonen, 2001(والكـــونن 

) Pan et al., 2000a(و همكـاران   پن فرنگي توسطگوجه
، RH4.1 ،RH6.3 ،RH7.1هـاي  جايگاه. همولوژي داشتند

RH11.1 ،SH4.1 ،SH5.1،SH6.1 ) و ) 5فاصــــلهSH11.1 
يابي شـدند كـه قـبلاً در    در آن نواحي كروموزومي مكان

زميني شناسـايي  فرنگي يا سيبهايي در گوجه RGAآنها 
مولوژي ها داراي ه RGAها با اين اند ولي اين تواليشده

   ).2و شكل  2جدول (نبودند 
ها براساس توالي نوكلئوتيـدي،   RGAتجزيه فيلوژني 

گـروه اول  . ا به سه گـروه مشـخص تفكيـك كـرد    آنها ر
زيرگروه اول شـامل نشـانگرهاي   . شامل دو زيرگروه بود

NBS15F    ــانگرهاي ــامل نش ــروه دوم ش  NBS5Aو زيرگ
ــود . را در برگرفــت NBS13Rگــروه دوم نشــانگرهاي . ب

ــانگرهاي  ــه NBS15Fو  NBS5A ،NBS13Rنش ــب ب ترتي
و  Kin-2a ،GLPL siteشـده  هاي حفاظتبراساس موتيف

MHDV  دامنهNBS  هـاي  بودنـد و موتيـف   طراحي شـده
در تجزيـه فيلـوژني   . را تكثير كردنـد  NBSمختلف دامنه 

 در Contig 18 .هاي مجـزا قـرار گرفتنـد   نيز آنها در گروه
 قــرار گرفــت و شــامل) گــروه ســوم(يــك گــروه منفــرد 
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هاي ها يا ژن RGAداري با هاي معتبر كه تشابه معنيتوالي تعداد و هاي معتبرتوالي تعدادي چندشكل، نوارها تعداد هاي برشي،آنزيم، NBSاختصاصي  آغازگرهاي -1جدول 
 داشتندشده مقاومت شناخته

Table 1. Specific NBS primers, enzymes used for cutting DNA, number of polymorphic bands, number of reliable sequences and number of reliable sequences that 

exhibited significant similarity with RGAs or known resistance genes 
RGA≠ 

  هاي معتبرتوالي
Reliable sequences 

  هاي چندشكلنوار
Polymorphic bands 

  آنزيم
Enzyme 

  دماي اتصال
AT (°C) 

  توالي آغازگر
Primer sequence  

  آغازگر
Primer 

26 34 55 AluI, MseI, RsaI, HaeIII, TaqI 55 AAGAARCATGCDATATCTARAA NBS13R 
-* - - AluI, MseI, RsaI, HaeIII, TaqI 55 yTTsArsGCTAAAGGRAGRCC NBS12R 
- - - AluI, MseI, RsaI, HaeIII, TaqI 55 CTTTAGCbyTsAArkTGTkkGG NBS12F 

27 33 92 AluI, MseI, RsaI, HaeIII, TaqI 55 ATGCATGAyTTrATwvAAGAbA NBS15F 
15 18 40 AluI, MseI, RsaI, HaeIII, TaqI 55 YYTKRTHGTMITKGATGAYGTITGG NBS5A 
68 85 187    Total 

RGA≠  :داري با هاي معتبر كه تشابه معنيتوالي تعداد RGAداشتندشده هاي مقاومت شناختهها يا ژن  
≠RGA: Number of reliable sequences that exhibited significant similarity with RGAs or known resistance genes. 
AT: Annealing Temperature.  
*: The primers didn’t amplify enough polymorphic bands.  
G,A,T,C: Guanine, Adenine, Thymine, Cytosine. R: Purine (A or G), Y: Pyrimidine (T or C),  W: A or T, S: G or C, M: A or C, K: G or T, H: A or T or C, B: G or C or T, V: G or A or C, D:  
G or A or T, I: Inosine 
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 بــود كــه در جايگــاه   13RH1و  13RR14نشــانگرهاي 
RH11.1    قرار دارند و بـا پـروتيئنgag   رتروترانسـپوزون

)Retrotransposon gag protein (ــت  و ژن ــاي مقاوم ه
ــد   ــوژي نشــان دادن ــن ). 3شــكل (همول ــال دارد اي احتم

شـده در قسـمت   هـاي درج نشانگرها با رتروترانسـپوزون 
يا حاصـل تكثيـر   ومت مرتبط بوده و هاي مقااينترون ژن

هـا  اي باشند كه عملكـرد آن هاي مقاومت از بين رفتهژن
تـوالي  . از بين رفته اسـت  رتروترانسپوزونيعلت درج به

ــواحي غيــر مشــابه رتروترانســپوزون كننــده ژن رمــزدر ن
Xa21  است برنج نيز گزارش شده)Song et al., 1998 .(  

هــــاي از روشيكــــي  NBS profilingتكنيــــك 
هاي مقاومت است كه به طور اختصاصـي  جداسازي ژن

RGA ــدر لينــدن و همكــاران. كنــدهــا را تكثيــر مــي   ون
 )van der Linden et al., 2004 (ــيب ــي، در س   زمين

ــه ــاران گوجـ ــالنج و همكـ ــاهو، كـ ــو و كـ ــي، جـ   فرنگـ
 )Calenge et al., 2005 (  ــز و ــيب و بروگمنـ در سـ

زمينــي در ســيب) Brugmans et al., 2008(همكــاران 
  گـــزارش كردنـــد كـــه اكثريـــت قطعـــات تكثيرشـــده 

هـاي مقاومـت و   از ژن NBS profilingبوسـيله تكنيـك    
RGA نـــز و همكـــاران . انـــدهـــا بدســـت آمـــدهبروگم

)Brugmans et al., 2008 ( حاضر و جمعيت با استفاده از
ــاس ــاي براس ــي آغازگره ــده از طراح ــفش ــاي موتي ه
يـابي  را مكـان  NBS، 34 RGA دامنهشده درون حفاظت
  .كردند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
ها پيكان. Li-Corدر ژل  NBS13Rو آغازگر  RsaIالگوي نواري افراد جمعيت با استفاده از تركيب آنزيم  -1شكل 
سه چاهك اول از سمت چپ . اندها رديابي شدهدهند كه در ميان ژنوتيپهاي نوارهاي چندشكل را نشان ميجايگاه
  باشدفرد از جمعيت مي 46ها مربوط به و بقيه چاهك SHو والد  RHعبارتند از نشانگر وزن مولكولي، والد  بترتيب

Fig. 1. The banding pattern of some individuals of the population using combination of RsaI enzyme and 

NBS13R primer on Li-Cor gel. Arrows indicate the positions of polymorphic bands that were detected among 

genotypes. Three wells from left side indicate ladder, RH parent and SH parent, respectively and other wells are 

related to 46 individuals from population 
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(a) 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

(b) 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 

هايي هر كروموزوم شامل جايگاه. SH (b)و  RH (a)زميني ها در نقشه فوق اشباع سيب RGAي جايگاه نسب -2شكل 
 جايگاه بوسيله سايه خاكستريتعداد نشانگرها در هر . درحال تفرق دارد AFLPاست كه تعداد متفاوتي نشانگرهاي 

خطوط سمت راست هر  .استشده نشان داده ) نشانگر وجود دارد 500در سايه سياه بيش از  درسايه سفيد، صفر و(
، Sen1-4 ،R3a/b، Rpi-blb2 ،Rpi-blb3، Rpi-abpt ،Gpa6هاي جايگاه. دهدها را نشان ميRGA كروموزوم جايگاه نسبي 

Gpa3 ،Sen1 ،RYsto ،ST124 ،Rmc1، R1، R2،H1 & Grov1 ، Grp1 و wun2  هايجايگاهو  زمينيسيبدر Mi، Q173،  
I2 و Q136 اندشدهرنگي شناسايي شده و در سمت چپ هر كروموزوم نشان داده فدر گوجه 

Fig. 2. The relative positions of RGAs in the UHD map of potato of (a) RH and (b) SH. Each chromosome 
includes bins that contain different numbers of AFLP markers. The number of markers in each bin is represented 
by gray shading (white shading is 0 and black shading is more than 500). Bars in the right part show the relative 

positions of RGAs. The positions of Sen1-4, R3a/b, Rpi-blb2, Rpi-blb3, Rpi-abpt, Gpa6, Gpa3, Sen1, RYsto, 
ST124, Rmc1, R1, R2, Grov1 & H1, Gpa1 and wun2 from potato and positions of Mi, Q173, Sw5, I2 and Q136 

from tomato were identified and indicated in the left part of each chromosome 
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نشـانگرهاي  . هـا  RGAشـده و  هـاي مقاومـت شـناخته   دار بـا ژن با همولـوژي معنـي   NBS profilingنوارهاي  -2 جدول
NBS15F ،NBS13R  وNBS5A 15صورت به اختصار بهF ،13R  5وA اندنشان داده شده 

Table  2. The NBS profiling bands that had significant homology with known resistance genes and RGAs. 

NBS15F, NBS13R and NBS5A markers are shown as15F, 13R and 5A, respectively 

  جايگاه
Locus 

  فاصله
Bin 

(Interval) 
  آنزيم/آغازگر

Primer/Enzyme 
  هاي همولوگشمارة دسترسي توالي

Homologueaccession number
E ميزان تشابه و ارزش 

Score (bits) & E value 
RH4.1 14 5AH4 gb|ABI30281.1| NBS-containing resistance-like protein 34.3 (4.0) 
RH4.2 29-30 5AR5,5AT3 gb|AAV31189.2|  NB-ARC domain containing protein 67.8 (3e-10) 
RH5.1 17 5AT6 gb|AAU95627.1|  R1 135 (7e-55) 
RH5.2 33-34 15FM8 TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins  
RH5.3 55 13RA5 TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins  

RH6.1 11-23 

13RA3,15FH12, 
15FT15,15FH7, 5AH10, 
15FM16 

emb|CAA08797.1|  NL25 
gb|AAZ95005.1| late blight resistance protein Rpi-blb2 
gb|AAC32252.1|  disease resistance gene homolog Mi-copy2 
TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins 

42.4 (1e-06) 
88.6 (1e-21) 
89.4 (1e-21) 

RH6.2 34-45 13RT2,15FT13,13RR11 TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins  

RH6.3 73-74 15FT18 
gb|AAG43546.1|AF211528_1  Avr9/Cf-9 rapidly elicited 
protein4 43.9(0.005) 

RH7.1 72-77 5AT7 
gb|ACE79504.1|  NBS-coding resistance gene analog 
gb|AAF04603.1|AF195939_1 disease resistance protein Gpa2 

105 (4e-21) 
97.4 (8e-19) 

RH11.1 4-10 

13RH1,13RH2,13RM4, 
15FR15,15FH5,15FM11
, 15FR4,13RT5,13RT4, 
13RA7,13RR6,13RR14, 
13RR15,13RT10,15FA7
, 15FH4 

gb|AAR21295.1|  bacterial spot disease resistance protein4 
gb|AAW28561.2| TMV resistance protein N 
emb|CAA08798.1| NL27 
emb|CAA08797.1| NL25 
TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins 

270 (6e-71) 
 
208-264 (1e-52 to 5e-69) 
150 (8e-47) 
137 (3e-31) 
 

RH11.2 85-86 5AM2, 5AR8, 5AM1 

gb|ABV29168.1| disease resistance protein R3a-like protein 
gb|AAU90287.1| Putative disease resistance protein I2C-5 
CC-NBS-LRR type disease resistance proteins 

53.5-187 (6e-06 to 4e-46) 
53.5-185 (6e-06 to 1e-45) 
 

SH1.1 33-34 13RR21 
dbj|BAD12594.1| N protein 
TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins 147 (6e-47) 

SH4.1 16-22 5AR6 gb|AAS93912.1| RPP13-like protein 85.9 (1e-15) 

SH5.1 3-11 13RR19, 13RT8 

gb|AAR21295.1| bacterial spot disease resistance protein 4 
gb|AAW28561.2| TMV resistance protein N 
TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins 

270 (6e-71) 
264 (5e-69) 

SH5.2 70-71 13RA5 

gb|AAR21295.1| bacterial spot disease resistance protein 4 
gb|AAW28561.2|  TMV resistance protein N 
TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins 

270 (6e-71) 
264 (5e-69) 

SH6.1 1-3 5AH5, 5AT2 
gb|AAZ95005.1| late blight resistance protein Rpi-blb2 
gb|AAC32252.1| disease resistance gene homolog Mi-copy2 

88.6 (1e-21) 
89.4 (1e-21) 

SH6.1 5 

13RA2,13RM6, 
15FM2,15FT17, 
15FT19, 13RR16, 
15FT18 

emb|CAA08797.1| NL25 
gb|AAR21295.1| bacterial spot disease resistance protein 4 
gb|AAF21317.1|AF121437_1 disease resistance protein A19 
gb|AAG43546.1|AF211528_1 Avr9/Cf-9 rapidly elicited 
protein4 
TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins 

42.4 (1e-06) 
70.1 (7e-11) 
53.5 (9e-17) 
43.9 (0.005) 

SH6.2 30-41 

15FH9, 13RR12, 
13RR9, 15FT12, 
15FH10, 15FR13,13RT2 

gb|ACF22048.1| NBS-coding resistance gene protein 
gb|AAO23076.1| R 1 protein 
TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins 

63.2 (5e-13) 
45.8 (0.001) 

SH7.1 83-87 15FR14 
gb|AAG43546.1|AF211528_1  Avr9/Cf-9 rapidly elicited 
protein4 71.2 (3e-11) 

SH7.2 97 5AT7 gb|ACE79504.1| NBS-coding resistance gene analog 105 (4e-21) 

SH11.1 5-28 

13RT9,13RA8, 
15FH6,15FT7, 
15FT8,13RA9, 
15FM15,15FM5, 
13RA7,13RR15, 
13RT10, 15FH4 

emb|CAA08798.1| NL27 
gb|AAW28561.2| TMV resistance protein N 
gb|AAT37497.1| N-like protein 
gb|AAG43546.1|AF211528_1 Avr9/Cf-9 rapidly elicited 
protein4 
gb|AAR21295.1| bacterial spot disease resistance protein4 
TIR-NBS-LRR type disease resistance proteins 

150 (8e-47) 
104-180 (2e-42 to 5e-44) 
102-124 (2e-37 to 9e-21) 
77(5e-13) 
 
70.1 (7e-11) 

SH11.2 65-66 5AM4, 5AT1 

gb|ABV29168.1| disease resistance protein R3a-like protein 
gb|AAU90287.1| Putative disease resistance protein I2C-5 
CC-NBS-LRR type disease resistance proteins 

187 (4e-46) 
185 (1e-45) 
 

A: AluI, M: MseI, H: HaeIII, T: TaqI, R: RsaI 
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هـا براسـاس برنامـه    Contig. ئوتيـدي براسـاس سـطح نوكل   NBSهاي نشـانگرهاي  روابط فيلوژنتيك بين توالي -3شكل 
SeqMan افزار نرمDNAstar روابط فيلوژنتيك براساس برنامه . اندبدست آمدهMegAlign افزار نرمDNAstar   با اسـتفاده از

  علــت تفــاوت بــالا بــا تــواليافــزار بــهبنــابر پيشــنهاد نــرم 13RA9بدســت آمــد و تــوالي نشــانگر  Neighbor-joiningروش 
ــاليز . ها حــذف گرديــدديگــر نشــانگر    بنــديچرخــه در هــر نقطــه از خوشــه 1000بــراي  Bootstrapدرصــد دقــت در آن
  است نشان داده شده  

Fig. 3. Phylogenetic relationships among sequences of NBS markers at nucleotide level. Contigs derived 
from SeqMan program of DNAstar software. Phylogenetic relationships derived by MegAlign program of 
DNAstar software based on Neighbor-joining method and sequence of 13RA9 marker was deleted based on 
suggestion of software because of high divergence of this marker with another markers. Percent of accuracy in 
bootstrap analysis for 1000 cycles are indicated at each branch point 

  
هــا در RGA يــابي تعــداد زيــادي از بــه علــت مكــان

  ، فاصـــله متوســـط  SH11.1و  RH11.1هـــاي جايگـــاه
هرچند كه در برخـي  . بود جايگاه70/1يابي برابر با مكان

ي هـا ها اين فاصـله بـه علـت عـدم وجـود داده     از جايگاه
 70/1نشـانگري كـافي در افـراد مـورد بررسـي بيشــتر از      

لازم بـه ذكـر اسـت كـه كـل افـراد       . جايگاه بدست آمد
هاي موردنظر، نوتركيبي نشـان  جمعيت براي تمام فاصله

ولي با توجـه بـه اينكـه در پـژوهش حاضـر فقـط       . دادند
  بخـــش كـــوچكي از جمعيـــت مورداســـتفاده قـــرار     

ــوتركيبي   ــال نـ ــابراين احتمـ ــت، بنـ ــي از گرفـ   در برخـ
ــله  ــت  فاص ــده اس ــر ش ــا كمت ــاران  . ه ــز و همك بروگمن

)Brugmans et al., 2008 (   بيان داشتند با افـزايش تعـداد
گـروب و  .يابي را بهبود بخشـيد توان دقت مكانافراد مي

اي بــا مطالعــه مقايســه) Grube et al., 2000(همكــاران 
  هـــا درRGA هـــاي مقاومـــت و ســـازمان ژنـــومي ژن

زميني و فلفـل گـزارش كردنـد كـه     سيب فرنگي،گوجه
هـايي بـا فنوتيـپ    عليرغم انطباق كم جايگـاه ژنـومي ژن  

كه مقاومت به عوامل بيماريزاي خويشـاوند يـا    مشخص
هــاي ژنــي مقاومــت كننــد، مكــانمــييكســان را ايجــاد 

اين موضوع نشان . اندشده داري حفاظتصورت معني به
هـاي  ي ژنهـا هـاي كرومـوزومي خوشـه   داد كه جايگاه

زايـي حفاظـت   اي در گونـه صـورت گسـترده  مقاومت به
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توانـد ابـزاري مناسـب    اي مـي اند و ژنوميك مقايسهشده
هايي باشد كه از نظـر سـاختاري   ژن براي شناسايي سريع

ــا ژن هــاي هــايي هســتند كــه تــاكنون در جــنس مشــابه ب
  . انديابي شدهخويشاوند مكان

چـه بسـياري از   نتايج اين پژوهش نشـان داد كـه اگر  
فرنگـي  زميني و گوجههاي ژني مقاومت بين سيبخوشه

اند، ولي اغلب آنها ممكن است قسـمتي از  حفاظت شده
هاي نـاهمگن باشـند كـه شـامل بـيش از يـك       زيرخوشه

ــانواده  ــتند RGAخــ ــرد هســ ــاران. منفــ   پــــن و همكــ
 )Pan et al., 2000a ( پيوسـتگي بـين   فرنگـي  در گوجـه

ــوال  ژن ــت و ت ــاي مقاوم ــاي دربردارنــده  يه از  NBSه
يــابي ايــن مكــان. منشــاهاي مختلــف را گــزارش كردنــد

هاي هاي لاينفرنگي براساس جمعيتها در گوجهتوالي
خالص نوتركيب انجام گرفت كه يك دقـت نشـانگري   

كنند و بنابراين نشانگرها در يـك فاصـله   پايين ايجاد مي
اگرچـه دقـت ژنتيكـي    . گيرنـد ژنتيكي بزرگ قـرار مـي  

ــن و   كــانم ــا مطالعــه پ ــژوهش در مقايســه ب ــابي ايــن پ ي
بالاتر بود، اما هنـوز بـراي   ) Pan et al., 2000a(همكاران 

كـافي نبـوده    Profilingيـابي  هاي مكانترسيم نتايج داده
  . است

بـا نشـانگرهاي    هاي ژنـي حاضر، خوشه آزمايشدر 
 RGAشده و هاي مقاومت شناختهداراي همولوژي با ژن

ــا  SHو  RHدر والــدين  11تــداي كرومــوزوم هــا در اب ب
ــوان ــاي عنـ ــان SH11.1و  RH11.1هـ ــدندمكـ ــابي شـ   يـ

ــوزوم .  ــداي كرومـ ــاه 11ابتـ ــا ژنجايگـ ــاي هـ    Sen1هـ
ژن مقاومـت  S. endobioticum( ،Gpa3 )ژن مقاومت به (

 )Potato Virus Yژن مقاومت بـه  G. pallid( ،RYsto ) به 
ــه  ( Rmc1 و ــت بــ ــت )M. chitwodiiژن مقاومــ   اســ
 )Simko et al., 2007( ــا هــاي هــاي جايگــاه RGA ام

RH11.1  وSH11.1 ها همولوژي نشان ندادنـد با اين ژن. 
و  RH4.1 ،RH6.1 ،RH6.3 ،RH7.1 ،SH4.1هاي جايگاه
SH5.1 هاي مقاومـت  ترتيب با نشانگرهاي مرتبط با ژنبه
 ،Rpi-abpt و Rpi-blb3 و R2 هاي ژنـي مقاومـت  و مكان
GP506، WUN2، Q173، R2 و Rpi-blb3 و Rpi-abpt، 

R1 region،Gpa  وGrp1  جايگاه يكسان داشتند كه دليل
مقاومـت در ايـن   ) هـاي (از ژن ) هـايي (بر وجود خوشه 

 RH6.1 ،SH6.1هـاي در جايگـاه . باشدهاي ژني ميمكان
. ها قرار داشـند RGA اي از يا زيرخوشه خوشه SH6.2و 

و ) 1-3فاصــله ( RH5.1 ،RH11.2 ،SH6.1هــاي جايگــاه
SH11.2     از نظر توالي نوكلئوتيدي و نيـز از نظـر جايگـاه

-R3a ،Rpi و R1 ،I2GAهـاي ترتيب با ژنكروموزومي به

blb2  وMi-copy2 ،I2GA و R3a همولــــوژي داشــــتند .
-NBSهـاي  اند كه تواليهاي مختلف نشان دادهپژوهش

LRR  هــاي مقاومــت در ديگــر   هــاي ژنيــا آنــالوگ  
دهـي  هاي بـزرگ سـازمان  هاي گياهي نيز در گروهگونه
هــاي و ژن RGAهـاي  معمــاري ژنـومي تــوالي . انـد شـده 

هـا و  عنـوان يـك منبـع تنـوع تـوالي     مقاومت حقيقـي بـه  
هاي بيشتر توالي. تكامل آنها موردتوجه قرار گرفته است

NBS-LRR    ــود ــوزومي خـ ــراكنش كرومـ ــاس پـ   براسـ
در  NBS-LRRي هـا همچنين تـوالي . اندبندي شدهگروه

يك كروموزوم خاص با تكرار بيشتري نسبت بـه ديگـر   
در  .)Meyers et al., 2003( گيرنـد ها قرار ميكروموزوم

ــيس،  ــد ژن 2/73آرابيدوپســ ــاي درصــ    NBS-LRRهــ
انـد  گروه توزيـع شـده   43در ) ژن 149ژن از ميان  109(
)Richly et al., 2002 .( 37در اين تحقيق RGA   موجـود

ــروه و  11در  RHدر  ــود در  RGA 39گــ در  SHموجــ
رود ساختار فيزيكي اين گمان مي. گروه توزيع شدند10

هاي مقاومت دخالـت  ها در ايجاد و حفظ تنوع ژنگروه
  .داشته باشند
هـا  با هدف قرار دادن گروه  NBS profilingتكنيك
هــاي ژنــي هــاي مقاومــت و خوشــههــاي ژنو زيرگــروه

ــانگرهاي   ــايي نش ــي، شناس ــا    اختصاص ــته ب ــاملاً پيوس   ك
  هـــــاي ژنـــــي مقاومـــــت بـــــه بيمـــــاري را مكـــــان
ــذير مـــيامكـــان ــازدپـ ــراز ايـــن طريـــق عـــلاوه. سـ   بـ

هـاي  هاي موجود، شناسايي خوشهاعضاي جديد خوشه 
ــن اســـت    ــز ممكـ ــد نيـ ــي جديـ ــي مقاومـــت فرضـ   ژنـ

)van der Linden et al., 2004.(  
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سسـه  نگارندگان اين مقاله صـميمانه از همكـاري مو  
المللي گياهي و گروه اصلاح نباتات بخش تحقيقات بين

مقاومـــت واگنيـــنگن هلنـــد در انجـــام ايـــن پـــژوهش  
  .نمايندسپاسگزاري مي
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Identification of resistance gene analogues (RGAs) in F1 mapping population 
of potato using NBS profiling technique 

 
Dejestan, S.1, M. Moghadam2, S. A. Mohammadi2, S. Aharizad3 and J. Osen4 

 
ABSTRACT 

Dejestan S., M. Moghadam, S.A., Mohammadi, S., Aharizad and J., Osen. 2010. Identification of resistance gene 

analogues (RGAs) in F1 mapping population of potato using NBS profiling technique. Iranian Journal of Crop Sciences. 

12 (2): 185-198 (in Persian). 

 
 To identify and isolate resistance gene analogues (RGAs) in potato, 46 genotypes from F1 diploid mapping 

population of SH × RH with highest recombination were assessed by NBS profiling technique in the genomics 

laboratory of Wageningern University, The Netherlands. Using five degenerate primers, that were designed 

based on conserved motifs NBS domain, in total, 187 polymorphic markers were produced and mapped in 

relation to AFLP map of the population comprising 10,000 markers. Following sequencing and alignment of 

several markers, 68 of them revealed homology between known resistance genes or TIR-NBS-LRR type disease 

resistance proteins. Seven of these RGAs showed similar genetic position and sequence with resistance genes 

identified in potato or tomato. Thirty seven of the sequenced RGAs were mapped in the chromosomal regions 

similar to resistance genes or RGAs identified in tomato or potato without having sequence homology with these 

resistance genes or RGAs, and the rest of RGAs were mapped in positions where no RGA was reported, before. 
The majority of the RGAs were positioned in new or existing clusters or sub-clusters in the map. Phylogenetic 

analysis revealed the grouping of RGA sequences based on degenerate primers that were used for amplification. 

The result of this research could be used in mapping of single resistance genes and quantitative resistance loci. 
 

Key Words: NBS profiling, Mapping population, Potato and Resistance Gene Analogues (RGAs). 
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