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  " علوم زراعي ايرانمجله"
  ١٣٨٦تابستان  ،٢ شماره نهم، لدج

  
   اسکالد جويماريبا ب مرتبط ABC-Transporter ک ژني يابيمکان 

 (Rhynchosporium secalis (Oud.) Davis)  ک نشانگريبا استفاده از CAPS  

Mapping of an ABC-Transporter gene associated with barley scald disease 
(Rhynchosporium secalis (Oud.) Davis)  using a CAPS marker 

  

  ، ٥، محمدرضا بي همتا٤، منصور اميدي٣، هوشنگ عليزاده٢، كلاس اولدچ١علي اعلمي
  ٧ و كري ويلزمور٦علي اكبر بوشهري

  

  چکيده

ــي، ع  ـ. ، ك.اعلم ــ ــدچ، ه ــزاده، م .اول ــدي، م.  علي ــا، ع .امي ــي همت ــهري و ك. ا. ، ب ــور. بوش ــان .١٣٨٦. ويلزم ــ مک ــ يابي   ک ژني

 ABC-Transporterــا ب ــا اســتفاده از (Rhynchosporium secalis (Oud.) Davis) اســکالد جــو يمــاري مــرتبط ب ــ ب ــشانگر ي   . CAPSک ن

  ١٥٧‐١٦٨): ٢ (٩. مجله علوم زراعي ايران

  

افـت  ي موجـودات زنـده       همـه  ي سلول ي در غشاها  يک پل ارتباط  ي به عنوان    ABC-Transporter ين ها يخانواده بزرگ پروتئ  

در .  باشـند  ياهان م ي گ ي دفاع يسم ها يل در مکان  ي دخ يت ها ين ها مسئول تبادل مواد گوناگون از جمله متابول        ين پروتئ يا. شوند  يم

عامـل   R. secalis در برهمکنش سازگار و ناسازگار بـا قـارچ   ي اختصاص ABC-Transporterک ژن ي يابيق، جهت مکان ين تحقيا

 ي اختـصاص  ي بـا آغـازگر هـا      PCR حاصل از فراورده     kb٢/٢ک قطعه   ي.  استفاده شد  CAPS ها و نشانگر     SNPد جو از     اسکال يماريب

 ـي شد و پس از همرديابي ي والد جو توال  ١٠ ژن مذکور در     يبرا  ـدر م. هـا مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت     SNP کـشف  ي بـرا يف ان ي

SNPک ي مشاهده شده، يهاSNPم ي آنـز يگاه برشي با تفاوت در جاNlaIII ني در والـد Chebec  وHarrington  ي مـشاهده و بـرا 

 جـو   ٣ بـزرگ کرومـوزوم شـماره        ي بازو ين ژن را رو   يت ا ي موقع يابي ج مکان ينتا.  استفاده شد  يابي  و مکان  CAPSل به نشانگر    يتبد

 بـالا  Syntenyدهنده وجـود   نشانيز همچون مطالعات قبليه از کروموزوم نين ناحي در ا  ي همولوژ يجه بررس ين نت يهمچن. ن کرد ييتع

  . برنج بود١ جو با کروموزوم شماره ٣ کروموزوم شماره يبرا

  

   .، اسكالد ABC-Transporter ،SNP ،CAPS ،NlaIII ،Synteny ژن، يابيجو، مکان : يدي کليواژه ها

  

  
  ٢٥/٤/١٣٨٦: تاريخ دريافت

  ) مكاتبه كننده( دانشجوي دكتري اصلاح نباتات، دانشگاه تهران ‐١

   محقق ارشد مؤسسه تحقيقات و توسعه جنوب استراليا‐٢

   استاديار، دانشكده علوم زراعي و دامي، دانشگاه تهران‐٣

   دانشيار، دانشكده علوم زراعي و دامي، دانشگاه تهران‐٦ و ٤

   استاد، دانشكده علوم زراعي و دامي، دانشگاه تهران‐٥

   استراليا كارشناس تحقيقات مؤسسه تحقيقات و توسعه جنوب‐٧
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  ١٣٨٦ تابستان ،٢ ، شمارهنهم جلد ،" علوم زراعي ايرانمجله"

١٥٨ 

  مقدمه

ــا را از محــيط   ســلول ــشاهايي كــه آنه ــيله غ ــا بوس ه

از آنجايكـه   . انـد پيرامون خود جدا مي كنند احاطه شـده       

 غيـرممكن   يک ـيحيات بدون تبادل مواد و اطلاعـات ژنت       

هـايي بـراي    است در طي تكامل موجودات زنده، سيستم      

  هـا انـد كـه از جملـه ايـن سيـستم          تبادل مـواد تعبيـه شـده      

  هــــايان بــــه خــــانواده بــــزرگ پــــروتئينتــــو مــــي

 ABC-T (ATP-Binding Cassette Transporter)  اشـاره 

نمود كه به عنوان يك پل ارتباطي در غشائ سلولي همه      

شوند و قادرند طيف وسيعي از      موجودات زنده يافت مي   

ايـن  . مواد و متابوليت ها را در بين غـشاها مبادلـه نماينـد            

  اختاري پـــــــروتئين هـــــــا داراي دو عنـــــــصر ســـــــ

  شـــــامل يـــــك ناحيـــــه آبگريـــــز بـــــين غـــــشايي 

 TMD (Trans-Membrance Domain) مـارپيچ آلفـا   ٦ با 

(α-helix) و يــك ناحيــه آبدوســت اتــصال نوكلئوتيــدي 

NBD (Nucleotide Binding Domain) موتيــف ٣ بــا 

ــده  ــت شـ  ABC و Warlker B و Walker Aحفاظـ

Signature  همه پروتئين هاي    .  مي باشندABC-T ساس  برا

 بــه ســه زيــر NBD و TMDســاختار و ترتيــب دو عنــصر 

ــانواده بـــه شـــرح زيـــر تقـــسيم بنـــدي مـــي     شـــوند خـ

(Jasinski et al., 2003; Stukkens et al., 2005):  

Pleiotropic Drug Resistance (PDR) 

Multi-Drug Resistance (MDR) 

Multi-Drug Resistance-associated Proteins (MRP) 

ــون  ــا كنـــ ــ١٣١تـــ ــاه ABC-Tن يروتئ پـــ  در گيـــ

 پروتئين در ٥٤ و (Arabidopsis thaliana)آرابيدوپسيس

برنج شناسايي شده اند کـه ايـن تعـداد زيـاد نـشاندهنده              

  تنــوع زيــاد تركيبــات و متابوليــت هــايي اســت كــه       

 رد و بـــدل شـــوند ي ســـلوليبايـــستي در بـــين غـــشاها

(Fernandez et al., 2001).  

ن هــاي يكــه پــروتئمطالعــات اخيــر نــشان داده اســت 

ABC-T           گياهي در تبادل متابوليت هـاي ثانويـه همچـون 

ــل     ــا دخي ــوم ه ــا و م ــل ه ــدها، فن ــدها، ترپانوئي   آلكالوئي

مي باشند كه عمـدتاً ايـن متابوليـت هـا نقـش مهمـي در                

ــه   ــر حمل ــاه در براب ــدعوامــل بيمــاريزاحفاظــت گي    دارن

 (Yazaki, 2006) .   ــه، ژن ــوان نمونـ ــه عنـ  در CER5بـ

 كـه مـسئول انتقـال    ABC-Tن ييس يك پـروتئ  آرابيدوپس

. مــوم بــه ســطح كوتيكــول مــي باشــد، را رمــز مــي كنــد

  گـــسترش مـــوم در ســـطح كوتيكـــول مـــي توانـــد     

ــؤثر باشــد     ــا م ــه پاتوژنه ــر حمل  همچــون ســدي در براب

(Pighin et al., 2004) . ژنNpABC1 ــروتئ ــك پ ن ي ي

ABC-T   ــوعي ــد كــه ن ــز مــي كن ــون را رم ــاه توت  در گي

بـات  يه که بعنـوان ترک    يت ثانو ي نوع متابول  کي(ترپانوئيد  

) کننـد   يماريزاي مختلف عمل م ـ   ي در برابر عوامل ب    يسم

ــح      ــلولي ترشـ ــين سـ ــضاي بـ ــه فـ ــارچي را بـ ــد قـ ضـ

  . (Jasinski et al., 2001)كند مي

ــاکنون گــزارش ــا نقــش  ت هــاي متعــددي نيــز در رابطــه ب

 در مــسيرهاي انتقــال پيــام PDR  تيــپ ABC-Tهــاي نيپــروتئ

بيـان ژن   به عنوان مثـال،     . هاي دفاعي ارائه شده است    مكانيسم  

NpPDR1       قطعات و  ( در گياه توتون بوسيله اليسيتورهاي

ر ي مــسي از پــاتوژن کــه باعــث درک والقــايبــاتيا ترکيــ

  ) شـــود يزبـــان مـــي مربوطـــه در ميمـــاري بيرســـان اميـــپ

  ميكروبــــي القــــاء شــــده و از طريــــق ترشــــح مــــواد 

 تـأثير مـي گـذارد       ضد قارچي در مكانيسم دفـاعي گيـاه       

(Sasabe et al., 2002; Stukkens et al., 2005) . ژنGm 

PDR12              در سويا به وسيله تيمـار بـا ساليـسيليك اسـيد و 

ــمونيت  ــر كليـــدي در يترک(متيـــل جاسـ   بـــات و عناصـ

به سـرعت بيـان مـي شـود         ) مكانيسم هاي دفاعي گياهان   

(Eichhorn et al., 2006) . ژنAt PDR8 در 

ر كنترل ميـزان مـرگ سـلولي در پاسـخ       س د يآرابيدوپس

   دخالـت دارد    عوامل بيمـاريزا  دفاعي گياه در برابر حمله      

(Kobae et al., 2006).  

ــاي   ــت ژنه ــرغم اهمي ــاي ABC-Tعلي ــسم ه  در مكاني

دفاعي مرتبط با تنش هاي مختلف، تا كنون تعداد انـدكي           

از اين ژنها مورد بررسي و تجزيه و تحليل قرار گرفتـه انـد      

رد بسياري از آنها هنوز ناشناخته اسـت، بـر همـين            و عملك 

اساس اخيراً مطالعـات در جهـت شـناخت و درك بيـشتر             

ــند      ــي باش ــي م ــه فزون ــان رو ب ــا در گياه ــروتئين ه ــن پ اي
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 ..."ABC-Transporter  مكان يابي يك ژن"

١٥٩ 

(Jasinski et al., 2003).  

SNP          ها شامل تغييرات در سطح يك باز آلي يا درج

 در سطح ژنوم هـا   (Delition) و حذف ها(Insertion)ها 

ايــن تغييــرات معمــولاً از . (Brookes, 1998)ي باشــند مــ

 يف ـي و همردDNAطريق توالي يابي آلل ها و يا قطعـات   

(Alignment)          آنها باهم و يا با يك توالي مرجع مشخص 

هـا  SNPاز آنجايكـه  . (Rostoks et al., 2005)مي شـوند  

 در ســطح ژنــوم مــي باشــند DNAفراوانتــرين فــرم تنــوع 

 ي گنجينـه ارزشـمندي از نـشانگر هـا         بنابراين بـه عنـوان    

ه نقــشه يــژنتيكــي جهــت مطالعــات مولكــولي از قبيــل ته

 ژنهـا، انتخـاب بـه كمـك نـشانگر و            يابي، مکان   يکيژنت

 ياين نشانگر ها دو آلل    . غيره قابل بهره برداري مي باشند     

هـا  SSRبا پايداري و فراواني بالا، نسبتاً ارزان و نسبت به           

 ــ ــال جهـــش كمتـــري برخـ ــند از احتمـ وردار مـــي باشـ

.(Giordano et al., 1999; Rafalski, 2002) تــا كنــون 

هـا ارائـه شـده    SNPييچندين روش ارزيابي براي شناسـا  

 ,Gut, 2001; Kwok, 2000; Rafalski, 2002; Shi)است 

 بـه   CAPS به نشانگر    SNPاما در ميان آنها تبديل      . (2001

وش عنوان كـاراترين، پايـدارترين و كـم هزينـه تـرين ر            

 Rostoks et al., 2005; Thiel)ارزيابي توصيه شده است 

et al., 2004).  

ــروژه    ــايج يـــك پـ ــاس نتـ ــق براسـ ــن تحقيـ  SSHايـ

(Suppression Subtractive Hybridization)  در خصوص 

ــاوت در    ــان متفــ ــا بيــ ــد بــ ــاي كانديــ ــايي ژنهــ   شناســ

بـــرهمكنش ســـازگار و ناســـازگار قـــارچ بيمـــاري زاي   

Rhynchosporium secalis (Oud.) Davis   عامـل بيمـاري ، 

يكـي از ژنهـاي كانديـد بـا         . اسكالد جو طراحي شده بـود     

بيان بسيار اختصاصي در پاسخ به قارچ مذكور، رمز كننده          

در تحقيـق   .  در گياه جـو مـي باشـد        ABC-Tن  ييك پروتئ 

ــه    ــدف مطالع ــر ه ــا SNPحاض  Single Nucleotide) ه

Polymorphisms)      ها بـه نـشانگر      در ژن مذكور و تبديل آن

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) 

  .براي مكان يابي اين ژن بود

  

  ها مواد و روش
 ژنوتيپ جو كه بـه عنـوان والـدين          ١٠در اين تحقيق    

در تهيه جمعيت هاي هاپلوئيد مـضاعف در برنامـه ملـي             

به نژادي مولكـولي كـشور اسـتراليا مـورد اسـتفاده قـرار              

ها همراه بـا شـجره و         پياين ژنوت . اده شد رند، استف يگ  يم

آغازگرهـا  .  آورد شده اند   ١ آنها در جدول     يپ رشد يت

  BAC  مربوط به يك ناحيـه از  kb٤براساس يك توالي 

(Bacterial Artificial Chromosome) كه حامل ٧ شماره 

 قـبلاً  BACايـن  .  مورد نظر بود، طراحي شـد   ABC-Tژن  

گر بدسـت آمـده از       با يك کاوش ـ   يريبوسيله دورگ گ  

 در خـصوص شناسـايي ژنهـاي     SSHنتايج يك آزمايش    

كانديد در برهمكنش سازگار و ناسازگار قارچ بيمـاري         

هاي جو غربـال  BAC در كتابخانه ژنومي R. secalisزاي 

بـه شـرح    Primer3 آغازگرها بوسيله نرم افزار . شده بود

  :زير طراحي گرديد

BAC 7-1   5'AATTGCTAGGTGAGATGCTTGTTGGTCC 

BAC 7-2   5'GCTCTTGATCTTTCCTTGATGTCACC 

BAC 7-3   5'AATGGGAGTACCATGCCCTTCCTTCTTG 

BAC 7-4   5'GCCATGATTGGATACACACTGCTCTTCA  

 ميكروليتــر شــامل يــك ٢٥ در حجــم PCRواكــنش 

 ٣٣/٠م،  يزي ـ ميلـي مـولال كلريـد من       ٥/١،  PCRبرابر بافر   

  ازگر،کرومــول از هــر آغــي م٣٣/٠، dNTPsميلــي مــول 

 ٤ %DMSO واحد آنـزيم  ١ و  Taq DNA Polymerase  

(Immolys, UK)  نـانوگرم  ٥٠همراه با DNA   ژنـومي بـه 

برنامه حرارتي و زمانبنـدي شـامل       . عنوان الگو انجام شد   

  يـــك مرحلـــه واسرشـــت ســـازي اوليـــه در دمـــاي     

ــه ٩٥  ــه بـ ــدت   درجـ ــه، ٧مـ ــامل  ٣٥ دقيقـ ــه شـ    چرخـ

  ثانيــه،  ٣٠ درجــه بــه مــدت   ٩٥واسرشــت ســازي در  

 ثانيـه، بـسط در      ٣٠ درجـه بـه مـدت        ٦١اتصال در دماي    

 بـا يـك     PCRواكـنش   .  دقيقه ٢ درجه به مدت     ٧٢دماي  

 دقيقـه خاتمـه     ٥ درجه به مـدت      ٧٢بسط نهايي در دماي     

  .يافت

ــراورده ــيله PCR فــ ــت بوســ ــركت كيــ ــاژن شــ كيــ
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  ١٣٨٦ تابستان ،٢ ، شمارهنهم جلد ،" علوم زراعي ايرانمجله"

١٦٠ 

   جويها پي ژنوت‐١جدول

Table 1- Barley genotypes. 
  پيژنوت

Genotype 
  Growth habit دپ رشيت

  تعداد رديف

No. of row 
Chebece بهاره             Spring  Two rowed فيدورد 
Harrington بهاره             Spring  Two rowed دورديف 
Clipper بهاره             Spring  Two rowed دورديف 
Sahara بهاره             Spring  Two rowed دورديف 
Galleon هارهب             Spring  Two rowed دورديف 
Sloop بهاره             Spring  Two rowed دورديف 
Alexis بهاره             Spring  Two rowed دورديف 
Harana Nijo بهاره             Spring  Two rowed دورديف 
Frankiln بهاره             Spring  Two rowed دورديف 
Halcyon بهاره             Spring  Two rowed دورديف 

  .ستي مشخص ن Haruna Nijo يپ رشدي ت‐١
http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/links.shtml  
http://genbank.vurv.cz/barley/pedigree/pedigree.asp  
 

(Min Elute PCR purification, QIAGEN, USA) 

ــوال جهــت ســپس و ســازي خــالص ــ يت ــه يابي    روش ب

Big Dye Terminator ــا جهــت دو در  آغازگرهــاي ب

BAC7-1 و BAC7-3، كيت از Terminator V3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Bio Systems. USA) اســتفاده 

  .شد

 قطعات توالي يابي شده بوسـيله نـرم افـزار           يفيهمرد

Contig Express با بررسـي كرومـاتوگرام هـاي    ٢ نسخه 

 جفت باز دو    ١٠. ها شناسايي شدند  SNPمربوطه انجام و    

ــوالي   ــرف تـــ ــرش آنزيمـــــي   SNPطـــ    بـــــراي بـــ

  NEBcutter2 بـــا نـــرم افـــزار  In Silicoبـــصورت 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)   مـورد 

ــت  ــرار گرفــ ــتفاده قــ ــراي  . اســ ــي بــ ــضم آنزيمــ   هــ

ــديل  ــشانگر  SNPتبـــ ــه نـــ ــزيم CAPS بـــ ــا آنـــ    بـــ

 NlaIII (Biolabs, NEW England) در حجــم واكــنش 

  .  ميكروليتر به شرح زير انجام شد٢٥

، تهيـه   NEBuffer4 (٤ شـماره    X١٠ ميكروليتر بـافر     ٢

 ٢٥/٠، )Biolabs, NEW Englandشـده بوسـيله كمپـاني    

 ٥٥/٢) ميلـــي ليتـــر/  ميلـــي گـــرم١٠ (BSAميكروليتـــر 

 بـه مـدت     PCR ميكروليتر فراورده    ٢٥/٠ميكروليتر آب،   

نتـايج  .  درجـه قـرار گرفتنـد      ٣٧ ساعت در انكوبـاتور      ١٢

هضم آنزيمي بر روي ژل آگاروز دو درصد جداسـازي          

  .شدند

ــشانگر    ــاي ن ــه داده ه ــراي CAPSتجزي ــ لا٩٦ ب ن ي

 با داده Harrington و Chebecهاپلوئيد مضاعف جمعيت 

 (Willsmore et al., 2006) نشانگر قبلي ٣٧٢هاي موجود 

 ,.Map Manager QTX (Manly et al ادغام و با نرم افزار

ــتانه   (2001 ــدار آسـ ــوزامبي و مقـ ــابع كـ ــاس تـ    براسـ

 P=0.05-0.001 نقــشه كرومــوزمي بــا   .  انجــام گرفــت

 تهيـه  Map Chart (Voorrips, 2002)استفاده از نرم افزار 

  . شد

  

  نتايج و بحث
 ABC-Tن   طراحـي شـده بـراي ژ       يابتدا آغازگر هـا   

 بـه دو    PCRجهت بررسـي كـارائي صـحيح در واكـنش           

 ١٠ ژنـومي  DNAصورت مجزا و تركيبـي بـا اسـتفاده از        

در اين ميان در حالـت مجـزا        . والد مذكور آزمون شدند   

 و در حالــت تركيبــي  BAC7-3 و BAC7-4آغازگرهــا 

ــوار  BAC7-1 و   BAC7-3آغازگرهــاي ــد تــك ن  تولي

ندازه مورد انتظار، بـه     اختصاصي يكسان براي والدين با ا     

ــب  ــدbp٢٢٠٠ و bp٣٧٠ترتي ــه  ياز آنجا.  نمودن ــه قطع ک

، قطعـه   يب ـير شده توسط آغـازگر هـا بـصورت ترک         يتکث
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bpن فـراورده    ي شـدند، بنـابرا    يز شـامل م ـ   يرا ن ٣٧٠PCR 

 بـه عنـوان الگـو       يب ـيوالدين با آغازگرها در حالـت ترک      

هـا مـورد اسـتفاده قـرار        SNPبراي تـوالي يـابي و تعيـين         

نتايج توالي يابي و همرديفي قطعات با توجه بـه          . فتندگر

 مربــوط بــه bp٢٢٠٠ فــراورده يكرومــاتوگرام آنهــا بــرا

  SNP تعداد هشتBAC 7-1 و BAC 7-3جفت آغازگر 

از آنجائيكه ممكن است عليرغم     . در والدين را نشان داد    

مشاهده يك تك نوار مجزا روي ژل آگـاروز، بـيش از            

ــوال  ــابي وارد شــده باشــد،  يــك الگــو در واكــنش ت ي ي

 درصـد داده    ٧٠ تـا    ٦٠بنابراين ممكن است تنهـا حـدود        

 مربوطه  ي شده براساس كروماتوگرام ها    يابيهاي توالي   

  داراي كيفيـــــت بـــــالا و قابـــــل اطمينـــــان  باشـــــند  

.(Van et al., 2004)      بـر ايـن اسـاس در مطالعـه حاضـر 

ها با توجه به در نظر گـرفتن نـواحي تـوالي            SNP يفراوان

 بـه   SNPابي شده با كيفيت بـالا و قابـل اطمينـان، يـك              ي

  . بودbp٥٩٠ازاي هر 

SNP    ــطح ــات در س ــوع تنوع ــرين ن ــزء فراوانت ــا ج   ه

ژنوم ها مي باشند كـه ايـن فراوانـي در نـواحي مختلـف               

ها در نواحي غيـر     SNPبطوركلي  . ژنوم متفاوت مي باشد   

 حـــداكثر و در (Non-Coding Regions)رمـــز کننـــده 

 حداقل ميزان خود (Coding Regions)ننده نواحي رمز ک

هـا، طراحـي    SNPبـه همـين دليـل در مطالعـه          . مي باشند 

 يـا   UTR َ 5–آغازگرها در نواحي غيـر رمـز کننـده مثـل            

UTR‐ َ3 مجــاور EST   ــا ــاي شــناخته شــده و ي ــا و ژنه ه

اينترون ها متمركز مي شوند تا امكان تهيه تعداد بيشتري          

 از طـرف ديگـر   (Rafalski, 2002).. نشانگر بوجود آيـد 

ز مــي تواننــد يــهــا در نــواحي رمــز کننــده نSNPمطالعــه 

ارزشــمند باشــند در صــورتيكه ســبب تغييــر در فنوتيــپ 

شده، كه در اين صورت به عنوان يك نشانگرعملكردي  

بـه عنـوان   . (Van et al., 2004)قابل استفاده خواهـد بـود   

شاسته مثال، آنزيم بتا آميلاز سبب آزادسازي مالتوز از ن ـ        

اسجاكستي . آندوسپرم در فرايند تهيه مالت جو مي شود       

موفـق بـه يـافتن     ) Sjaskste and Roder, 2004(و رودر 

C از نوع    SNPيك   T        شدند كه سبب جابجـايي اسـيد 

ن در سـاختار پروتئينـي و در        يآمينه والـين بـه جـاي سـر        

  نتيجه افزايش پايداري ايـن آنـزيم در دماهـاي بـالاتر از            

آنها بـا تبـديل     . ر فرايند توليد مالت مي شود      درجه د  ٥٥ 

، توزيـع و تـوارث آلـل هـاي          CAPS به نشانگر    SNPاين  

  .بتا آميلاز را در ارقام جو اروپايي مطالعه كردند

ــي      ــه حاضــر فراوان ــه  SNPدر مطالع ــسبت ب ــا ن  ه

كوتـا و   .  ها در سـاير گزارشـها كمتـر بـود          SNPفراواني  

 در هـر  ١هـا  SNPاني  فراو(Kota et al., 2001)همكاران 

ــواحي غيــر رمــز کننــده تعــدادي از    جفــت٢٤٠ ــاز درن ب

EST      روسـتاكس و همكـاران     . هاي جـو بـرآورد کردنـد

(Rostoks et al., 2005)ز فراواني ي نSNP ها را براي ناحيه

هاي غيـر زنـده در       تعدادي از ژنهاي پاسخگو در تنش      ٣َ

 از آنجايكـه  . بازگزارش نمودند    جفت ٢٠٠ به   ١اه جو   يگ

ق ي ـقطعات توالي يابي شـده بـا كيفيـت بـالا در ايـن تحق              

ژن ) اگــزون هــا(عمـدتاً مربــوط بــه نــواحي رمـز کننــده   

ABC-T          بودند، فراواني بدسـت آمـده بـراي SNP   هـا در

ــود   ــل انتظــار ب ــوم قاب ــه از ژن ــن ناحي   ون و همكــاران. اي

 (Van et al., 2004)  فراوانـي SNP    هـا را در نـواحي رمـز

 ي جفت بـاز و در نـواح  ٣٢٦٠ازاي   به  SNPک  يکننده،  

 جفت باز در گيـاه      ٢٧٨ به ازاي    SNPکيغير رمز کننده    

هـا  SNPسويا گزارش کردند كه نشان مي دهد فراوانـي          

 برابر ١٠در نواحي غير رمز کننده ممكن است تا بيش از          

عـلاوه بـر ايـن ممكـن اسـت          . نواحي رمـز کننـده باشـد      

 ABC-Tن  ي پـروتئ  NBDقطعات مورد بررسي در نـواحي       

كه از حفاظت بالايي برخورداراست، واقـع شـده باشـند           

ن صــورت احتمــال جهــش کــم خواهــد بــود يــکــه در ا

(Jasinski et al., 2003).  

 بـا   SNPهاي مشاهده شده تنها يك      SNPدر ميان      

 ــ  ــرش آنزيم ــاه ب ــاوت در جايگ ــراي دو ژنوتيتف ــ ب پ ي

Chebec و Harringtonــد ــا  .  بدســت آم ــه ب ــن ناحي در اي

 آنزيم ياديص تعداد زيگاه تشخي نوكلئوتيد جا٢٠تعداد 

 FatI, NlaIII آنـزيم  ٣برشي مشاهده شد كه در اين ميان 

و بنـابراين   ) ١شـكل ( بين دو والد متمايز بودند       CviAIIو  

 موجود و تبـديل آن      SNPپ  ين ژنوت ييمي توانند براي تع   
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ي ژن مـورد نظـر در       باي ـ  جهـت مكـان    CAPSبه نـشانگر    

ي والدين مـذكور مـورد اسـتفاده        جمعيت حاصل از تلاق   

 آنـزيم   ٢ نسبت به    NlaIIIاز آنجائيكه آنزيم    . قرار گيرند 

ن از اين آنزيم    يتر و ارزانتر مي باشد، بنابرا     گر عمومي يد

تيـل و همكـاران     .  اسـتفاده شـد    PCRبراي برش فراورده    

(Thiel et al., 2004)    نرم افـزاري بـه نـام SNP2CAPS را 

يفـي تـوالي هـا، جايگـاه هـاي           کردند كه با همرد    يمعرف

چندشکل برشي آنزيم هايي را كه مي توانند براي آناليز          

CAPS      آنهـا بـا    .  مورد استفاده قرار گيرند، شناسايي كند

% ٩٠استفاده از نرم افزار فـوق نـشان دادنـد كـه بـيش از                

 را دارا   CAPS قابليت تبديل به نشانگر      SNP ينشانگر ها 

-كن است بعـضي از آنـزيم      اما از آنجايكه مم   . مي باشند 
هاي پيش بيني شده در ايـن نـرم افـزار نـادر و يـا گـران                  

 آنزيم برشي عمومي و ارزان      ١٠باشند، تنها با استفاده از      

از جايگـاه هـاي چندشـکل قابليـت         % ٣١قيمت همچنان   

  . را دارندCAPSتبديل به نشانگر 

ــ مــشاهده مــي شــود تفک٢کــه در شــكل يبطور ک ي

پ جـو  ي دو ژنوت  PCR حاصل از     جفت باز  ٢٢٠٠فراورده  

 روي ژل آگــاروز توليــد NlaIIIپـس از بــرش بــا آنــزيم  

ــدين     ــك از وال ــر ي ــراي ه ــح ب ــوار واض  و Chebecدون

Harrington     کرد كه نوار bpبين دو والد مشترك و      ٥٠٠ 

ــا  ــوار ه ــد  ٤٠٠ و bp٧٠٠ ين ــاوت بودن ــا متف از .  در آنه

ــار     ــصورت چه ــزيم ب ــن آن ــاه برشــي اي آنجايكــه جايگ

تيدي مي باشد برشهاي متعدد ديگـري نيـز مـورد           نوكلئو

ن ژل قـرار    ييانتظار بود كه با وضوح كمتر در قـسمت پـا          

 در  bp٤٠٠ و   bp٧٠٠وجود تفـاوت در نوارهـاي       . داشتند

 در  CAPS توانند به عنوان يك نـشانگر        ين، آنها م  يوالد

غربال افراد جمعيت حاصل از والدين و مكـان يـابي ژن            

ABC-T   از آنجايكه اين نشانگر    . ار گيرد  مورد استفاده قر

CAPS    براساس يك SNP     مربوط به ژن ABC-T   و برش 

 نــام ABC-NlaIII توســعه يافتــه اســت، NlaIIIبــا آنــزيم 

  .گرفت
  

  

  Harrington و Chebec  يبرا )١٠ت يموقع (SNPم ها در مجاورت ي آنزي برشيگاه هاي جا‐١شکل 

Fig.1 Restriction enzyme sites in flank of SNP (Position 10) for Chebec and Harrington 

 
 

Chebec Harrington 
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 پس از Chebec ‐٤(، )1kb نشانگر اندازه ‐٣(، )ني والدPCR فراورده ٢ و١(، NlaIIIم ي با آنزPCR هضم فراورده ‐٢شکل 

  ) پس از هضمHarrington ‐٥(، )هضم

Fig2. Digestion of PCR product by NlaIII,(1 and 2 Parents PCR products), (3- Ladder 1kb), (4- Chebec after 

digestion), (5- Harrington after digestion) 

 

 فــرد هاپلوئيـد مــضاعف براسـاس الگــوي   ٩٦غربـال  

 والدين انجام و داده هاي حاصله با داده هـاي   يچندشکل

 موجــود RFLP و SSR نــشانگر ٣٧٢موجــود مربــوط بــه 

 انجام گرفـت    يوستگيه پ يت ادغام و تجز   ين جمع ي ا يبرا

 روي كروموزوم شماره سه     ABC-Tكه بر اين اساس ژن      

 مـشاهده مـي     ٣کـه در شـكل      يبطور.  شـد  يابيجو مکان   

ن ژن درسـمت سـانترمر،      ي ـک به ا  يشود، نشانگرهاي نزد  

   SSR و نــشانگر٩/٠ بــا فاصــله  RFLP bcd809نــشانگر 

GBM1163 ک يــنــشانگرهاي نزد.  بودنــد٤/٣ بــا فاصــله

 با تفـرق  Wg178 RFLPز شامل نشانگر يدرسمت تلومر ن

 سـانتي  ٢/١ بـا فاصـله   Hvm33  SSRهمزمـان و نـشانگر   

  .مورگان بودند

ــان    ــصات مک ــه مشخ ــه ب ــا مراجع ــشانگر يب ــار ن    چه

ــايت  ــذكور در ســــــــــــــ  Graingenes2مــــــــــــــ

(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml)  و

 (Vershney et al., 2007) يهــاي اجمــال آخــرين نقــشه

جايگاه دقيـق ايـن ژن روي بـازوي بـزرگ كرومـوزوم             

  .ن شدي جو تعي٣شماره 

 متعلق به خـانواده بـزرگ سـلولز         Hv.CesA5گاه  يجا

 بود و ABC-Tوسته به ژن ي پ(Cellulose Synthase)سنتاز 

ــا آن داشــت  ــز. تفــرق همزمــان ب  ســلولز ســنتاز در ميآن

ــش دارد و     ــلولي نق ــه س ــه و ثانوي ــواره اولي ــت دي حفاظ

ز نـشان داده كـه ايـن ژن در مكانيـسم هـاي              ي ـمطالعات ن 

  دفـــاعي گيـــاه در برابـــر پاتوژنهـــا دخيـــل مـــي باشـــد 

 (Schenk et al., 2000; Zwiegelaar and Dubery 

 QTLمجاورت اين ژن و همچنين كشف چندين       . (2006

ــاي م   ــه ژن ه ــوط ب ــكالد و  مرب ــاري اس ــه بيم ــت ب   قاوم

 Net blotch ٣ روي بــازوي بــزرگ كرومــوزوم شــماره 

(Willsmore et al., 2006)  دهـد كـه ژن هـاي     نـشان مـي

مقاومت و يا دخيـل در مكانيـسم هـاي دفـاعي در برابـر               

 ياي  در اين ناحيه کرومـوزوم      پاتوژن ها بصورت خوشه   

 (Tacconi et al., 2001)تاسـوني و همكـاران   . قـرار دارد 

 ژن مقاومـت بـه بيمـاري هـاي       siاي بـودن    ز بـه خوشـه    ين

زنگ ساقه، سفيدك پودري و اسكالد بر روي ناحيه اي          

  .از كروموزم شماره هفت جو اشاره کردند

ــان   ــات مکـــــ ــمطالعـــــ ــ مقايابيـــــ   يسه ايـــــ

 (Comparative Mapping) ــوژي و  Synteny، همولـــ

وســيعي از نــشانگرها و ژنهــا را بــراي نــواحي بزرگــي از 

روموزم هـاي جـو، بـرنج و سـاير ژنـوم هـاي خـانواده                ك

بخـصوص در رابطـه بـا كرومـوزم         . گندميان نشان دادند  

شماره سه جو با كروموزم شماره يك برنج و كرومـوزم           

 ي بـالا  Syntenyشماره شش جو با شماره دو برنج يـك          

 
1kb  

1 2 3 4 5

500bp 

700bp 
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البتـه  . تقريباً در طول كامل كروموزم مـشاهده مـي شـود          

ت ي و بـرنج نيـز ايـن وضـع         براي ساير كروموزم هاي جو    

  هــا  بــصورت قطعــات غيــر پيوســته در طــول كرومــوزوم 

  .(Stein et al., 2007)ديده مي شود 

  

  

  

  
  

  

   باشندي مورگان مي جو، فواصل بر حسب سانت٣ کروموزوم شماره ي بر روABC-T ژن يکينقشه ژنت‐٣شکل 

Fig. 3. Genetic map of ABC-T gene on  barley chromosome 3, Genetic distances are in CentiMorgan  

  

ــين      ــود چن ــي وج ــور بررس ــه منظ ــاس ب ــن اس ــر اي ب

هاي بدست آمـده    ESTسازمانيابي در اين ناحيه از ژنوم،       

 ژن EST و ABC-T  مربـــوط بـــه ژن SSHدر آزمــايش  

HvCesA5نشانگرهايي و کاوشگرها RFLP ، Wg178   

ترين جورهـا در ژنـوم بـرنج         براي شناسايي به   bcd809و  

  همرديف شدند E-value≤1E-10 با BlastNبوسيله 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  and  

http://tigrblast.tigr.org/euk-

blast/index.cgi?project=osa1  )  

هاي مربـوط  ESTبهترين ارتولوگ هاي فرضي براي  

ــه  ــا PDR4 از تيـــپ ABC-T  يـــک ژن ABC-Tبـ -E بـ

Value=0 ــراي   يــك ژن ســلولز HvCesA5 ژن EST و ب

 بدســت آمــد كــه هــر دو روي    E-value=0ســنتاز بــا  

  همرديفــي . كرومــوزم شــماره يــك بــرنج قــرار داشــتند 

 bcd809 و   Wg178 يبه کاوشـگر هـا    توالي هاي مربوط    

 روي كروموزم شـماره     ينيز دقيقاً داراي بهترين همولوژ    

د مطالعـات قبلـي در      ي ـن نتيجه مؤ  ييك برنج بودند، که ا    

 كرومـوزم شـماره سـه جـو بـا      يبالاSynteny  خصوص 

وجود چنين وضعيتي   .  برنج است  ١كروموزم شماره يك  

مچنـين سـاير      بالا، بين ژنوم جو و بـرنج و ه          Syntenyاز  

هاي خانواده گندميان، نمايانگر يك سير تكاملي از    گونه

انشعاب گونه ها از ژنوم برنج در اين خـانواده مـي باشـد              

glk6830.0
1280GBM2.6
1450GBM7.7

abc171 psr1316
psr119616.5
awwm122.1
ksuA3b23.0
AG/CAG13826.1

1495GBM69.4
GBM116371.6
bcd80975.0
HvCESA5a  ABC-NlaIII
wg17875.9

hvm3377.1
BMag22588.2
cdo718 psr31291.1
P14/M61-15498.0
wg94098.9
wg405c100.8
ksuA1c107.9
bcd298 glk645109.7
abg4127.2
P13/M50-331128.1
wg110130.9
Bmag13134.4
ksuD19139.7
P13/M50-336158.4
psr596165.1
GIV166.9
Bmac29191.9
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HvJas199.2

3H_CxH

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 ..."ABC-Transporter  مكان يابي يك ژن"

 165

(Stein et al., 2007) .   علاوه بر اين به دليل وجـود چنـين

-ها در درون ژن ها در بين گونه       حفاظت بالايي از توالي   
هـاي ژنتيكـي    هاي خانواده گندميان، امكان توسعه نقـشه      

- بـراي مقايـسه گونـه      ESTبراساس نشانگرهاي مبتني بر     
هاي مرتبط با جو و برنج همچون گيـاه ارزشـمند گنـدم             

بر اين اساس امروزه توسـعه نـشانگرهاي        . شودفراهم مي 

SSR و SNP  ــر ــي ب ــستجو در   EST مبتن ــق ج ــا از طري ه

 بسيار مورد توجه قـرار گرفتـه        ESTهاي اطلاعاتي   بانك

نكـه مـي تـوان بـا طراحـي آغازگرهـاي            است، ضـمن اي   

ــصاص ــوالي   ياخت ــاس ت ــر اس ــراي  ي EST ب ــه ب  مربوط

  . ژن هاي خاص در ژنوم استفاده کردييشناسا

ــاران   ــداك و همك ــا (Bundock et al., 2003)بن  ب

هـاي  EST مبتنـي بـر      SNP و   SSRاستفاده از نشانگرهاي    

 در جـو موفـق بـه مكـان          P450مربوط به ژن سـيتوكروم      

 بدسـت   CAPSک نـشانگر    ي ـ بـا اسـتفاده از     يابي ايـن ژن   

 Rostoks et)روستاكس و همكاران .  شدندSNPآمده از 

al., 2005) ي با ادغام داده هاي نشانگر هـا SNP  طراحـي 

شده براساس ژن هاي دخيل در تنش هاي غيـر زنـده بـا              

يابي دقيق تر اين     داده هاي نشانگرهاي قبلي، امكان مكان     

نقــشه هــاي ژنتيكــي فــراهم ژن هــا را بــا افــزايش اشــباع 

ها از تنوع و چند شكلي بـالاتر        SNPاز آنجائيكه   . کردند

ــه     ــسبت ب ــر ن ــال جهــش كمت ــين احتم ــا SSRو همچن ه

برخوردار مي باشند، توسعه اين نشانگرها در حال فزوني         

همچنــين در ميــان روشــهاي ارزيــابي نيــز تبــديل . اســت

SNP    ها به نشانگرCAPS        كاراترين، مطمئن تـرين و كـم 

بدليل .  به نظر مي رسديپي ژنوتيابيزينه ترين روش ارزه

اينكه نتيجه گيري و تفسير اين نشانگرها ساده است، نياز          

به امكانات و تجهيزات بـسيار پيـشرفته و مـواد شـيميايي             

گرانقيمت نـدارد و قابـل انجـام در آزمايـشگاه هـاي بـا               

تجهيزات عمـومي مـي باشـد، هزينـه ايـن نـشانگرها نيـز               

ــزيم هــاي عمــومي اســتفاده شــود  بخــصوص اگــ ر از آن

 ,.Rostoks et al., 2005 , Thiel et al)معمولاً پايين است 

2004).  

اين مزايا سبب شـده كـه تبـديل سـاير نـشانگرها بـه               

بـه عنـوان    .  نيز مورد توجه قرار گيـرد      CAPS ينشانگرها

 با مشكل عدم تكرارپذيري مناسب      RAPDمثال، نشانگر   

شانگر پيچيده، پر هزينه و زمانبر       به عنوان يك ن    RFLPو  

در آزمايشگاه ها شـناخته شـده انـد كـه بـراي رفـع ايـن                 

نقيصه مي توان از طريق توالي يـابي نوارهـاي مربوطـه و             

، آنها را به نشانگر ساده، كـارا و كـم هزينـه             SNPكشف  

CAPSويلنــد و يــو .  تبــديل کــرد(Weiland and Yu, 

 بـا ژن مقاومـت       كه RAPD با توالي يابي يك نوار     (2003

به نماتود ريشه چغندر ارتباط قوي نشان مـي داد، موفـق            

ــشانگر   ــه يــك ن ــه تهي ــن بيمــاري  CAPSب ــا اي ــرتبط ب  م

 با تبديل (Graner et al., 1999)گرينر و همكاران .کردند

ــ ــروس زرد    RFLPک ي ــه وي ــت ب ــا ژن مقاوم ــاور ب  مج

 در ايـن    CAPSموزائيكي جو موفق به تهيه يك نـشانگر         

  .ژنوم شدندناحيه از 

بنابراين با توجه به محاسن فـوق الـذكر بـه نظـر مـي               

 در آزمايشگاه هاي    CAPSرسد كاربرد و توسعه نشانگر      

تحقيقاتي كـشور بـا توجـه بـه امكانـات موجـود توصـيه               

  .مناسبي جهت مطالعات ژنتيكي مولكولي باشد

  

  يسپاسگزار
قـات و توسـعه جنـوب       يله از مؤسـسه تحق    ين وس ـ يبد

ار يغ ودر اختيدري بيت هاي بخاطر حما(SARDI)ا ياسترال

ــات و تجه ــرار دادن امکان ــق ــشکر و ي ــال ت زات لازم کم

  . مي شوديقدردان
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Mapping of an ABC-Transporter gene associated with barley scald disease 
(Rhynchosporium secalis (Oud.) Davis) -  using a CAPS marker 

 
Aalami, A1., C. Oldech2, H. Alizadeh3, M. Omidi4, M. R. Bihamta5,  

A. A. Boushehri6, and K. Willsmore7 
 

ABSTRACT 
Aalami, A., C. Oldech, H. Alizadeh, M. Omidi, Bihamta, M. R., Boushehri, A. A. and K. Willsmore. 2007. Mapping of 

an ABC-Transporter gene associated with barley scald disease (Rhynchosporium secalis (Oud.) Davis)- using a CAPS marker. 

Iranian Journal of Crop Sciences. 9 (2):157-168 

 

ABC-Transporter proteins superfamily are found in all alive organisms as connection bridge in cellular 

membranes. These proteins are responsible for transportation of variant substrates such as metabolites that 

involved in plant defense mechanisms. In this study SNPs and CAPS markers were used for mapping of an 

ABC-Transporter which is specific for compatible and incompatible interaction against R. secalis fungus. A 

2.2kb fragment derived from PCR product with specific primers for mentioned gene was sequenced in 10 barley 

parents. Among observed SNPs, one SNP showed different restriction enzymes sites in Chebec and Harrington 

parents and converted to CAPS marker. Results mapping revealed position of the gene on long arm of barley 

chromosome 3. Also, a homology evaluation for this region of chromosome was in accordance with previous 

studies about high synteny for barley chromosome 3 with rice chromosome 1. 
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