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 سازي كاركردي ژنهاي مقاومت به بلايت ديررس سيب زميني در همسانه

   ژنوتيپ محك سولانوم دميسوم

 
  3، جك ووسن3در ووسن ، ادوين ون2همتا ، محمدرضا بي2نجات بوشهري اكبر شاه ، علي2، عباسعلي زالي1انسيدمحمدمهدي مرتضوي

  چكيده

هاي جديد مقـاوم در برابـر ايزولـه هـاي پـاتوژن       شناسايي آلل. ميت جهاني دارندهاي پاتوژن اه ارقام محك دميسوم جهت تعيين نژاد ايزوله     

 و R3هـاي همولـوگ    ها يا آلل دهنده حضور ژن  مطالعات اخير، نشان  . نژادگران گياهي است   جهت ايجاد مقاومت پايدار از موارد مورد تاكيد به        

R2    در ژنوتيپ Ma.R9   هاي شايع، شناسـايي     ت اين ژنوتيپ در مطالعات مختلف در برابر ايزوله        با توجه به مقاوم   . باشد سولانوم دميسوم مي

بار وجـود    براساس نتايج اين آزمايش براي نخستين     . هاي مقاوم موجود در آن با روش ژن كانديد مورد مطالعه قرار گرفت             سازي ژن  و همسانه 

يابي گرديد  سازي و توالي ، همولوگ فعال اين ژن همسانهR2 هاي ژن از سوي ديگر از بين همولوگ     .  در اين ژنوتيپ به تاييد رسيد      R3aژن  

لذا براي نخستين بار، گزارش وجود دو ژن با واكـنش متفـاوت در       .  با روش اينفيلتراسيون همزمان تاييد گرديد      R2و فعاليت مشابه آن با ژن       

هاي مختلف مـورد مطالعـه در كـشورها و           تيپ در برابر ايزوله   تواند دليلي بر پايداري نسبي اين ژنو       هاي پاتوژن در اين ژنوتيپ مي      برابر ايزوله 

هـاي جديـد      ها و آلل   همچنين نتايج اين آزمايش تاييدي بر كارايي بالاي روش افكتوروميكس درجهت شناسايي ژن            . هاي مختلف باشد   سال

 و حذف، اضافه و جانـشيني در        LRRه  شدگي كامل ناحي   دهنده حفظ   و همولوگ آن در سطح اسيدآمينه نشان       R2همخواني دو ژن    . باشد  مي

  . باشد  ميNBSبين واحدهاي ناحيه 

  

  .، بلايت ديررس، سولانوم دميسومR3 R2، Ma.R9سازي، همولوگ هاي  همسانه:  كليدييها واژه

  مقدمه

تغييـراتش  دسـتخو  چهـار قـرن گذشـته        درزمينـي    سيب
 جايگـاهشـده  بنحويكه باعث    قرار گرفته اي   بيولوژيكي عمده 

آن بعنــوان چهــارمين محــصول زراعــي مهــم در دنيــا بعــد از
 ميليون تن در سـطح311گندم، ذرت و برنج با توليد جهاني

ــرد   9/18 ــرار گي ــار ق ــون هكت .)http://faostat.fao.org ( ميلي
 ازي حـاك  ،ر كـشو  يي مصرف مـواد غـذا     ي فعل يمطالعه الگو
و عدم درات ها ي از غلات و كربوه    ين انرژ ي تام يدرصد بالا 

يي غذا يلذا در الگو  . باشد يي مي  محصولات غذا  يتنوع كاف 
 و اقتصاديزي برنامه ر  ي موسسه پژوهش ها   يشنهاديمطلوب پ 
 مــصرف گنــدم،ي بــراي وزرات جهــاد كــشاورزيكــشاورز

يواع سبز  ان ي و در مقابل برا    يبرنج و قند و شكر كاهش نسب      
ــو م ــزاي ــات اف ــه شــده اســتيوه و حبوب در.ش درنظــر گرفت

ــصوص  ــيبخ ــي  س ــنزمين ــزا ي ــرورت اف ــصرف ويز ض ش م
دي ـ از مـصرف بـرنج و نـان مـورد تاك           ي آن با بخش   ينيگزيجا

هــاي مهــم از آنجــا كــه يكــي از پــاتوژن. قــرار گرفتــه اســت
زمينـي در ايـران بـا توانـايي بـسياربالا در ايجـاد تنـوع و  سيب

 با توجه به حضور دو فـرم جنـسي و غيـر جنـسي آن،تكامل،
زمينـي اسـت  بيماري سفيدك دروغي يا بلايت ديررس سيب      

و در ســال هــاي مختلــف بخــصوص در اســتان هــاي شــمالي
لازم اسـت نـسبت بـهكشور گسترش آن مشاهده شده اسـت        

شناســايي و معرفــي ارقــام مقــاوم و اصــلاح در جهــت ايجــاد
هـا و يـا  ر اين راستا شناسـايي آلـل       د .مقاومت پايدار گام نهاد   

هاي مقاوم جديد بـا روش هـاي نـوين مولكـولي و ادغـام  ژن
تواند يكي از راههاي موثر در مبـارزه  مجموعه اي از آنها مي    

يكـي از روش هـاي ايجـاد. عليه اين بيماري محـسوب شـود      

علمـي مركـزهيئـت   ت علمي دانشكده كـشاورزي، دانـشگاه تهـران و اعـضاي             ئ به ترتيب، دانشجوي دكتري ژنتيك مولكولي و مهندسي ژنتيك و اعضاي هي            -3 و   2،  1

  .تحقيقات گياهي هلند، دانشگاه واخنينگن
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هــاي فعــال يــا مقاومــت پايــدار اســتفاده از هرمــي كــردن ژن
از. هاي مختلـف اسـت     مده از گونه  هاي مختلف بدست آ     آلل

1اي جـنس سـولانوم، سـولانوم دميـسوم         هـاي غـده     ميان گونه

كاراترين گونه وحشي مورد استفاده تـا امـروز جهـت ايجـاد
ايــن. زمينــي اســت مقاومــت در برابــر بلايــت ديــررس ســيب

هـاي زراعـي  توانـد بطـور مـستقيم بـا گونـه           الوهگزاپلوئيد مي 
 ژن مقاومـت11لـذا تـا بحـال    . بدسولانوم توبروسوم تلاقي يا  

زميني زراعي انتقـال يافتـه  از اين گونه به سيب    ) Rژن  (اصلي  
اين يازده ژن مقاومت در قرن گذشـته شناسـايي). 17،  4(اند  

هفت ژن از يـازده. دهند  را تشكيل ميR11 تا   R1شده اند كه    
ژن اصلي شناسايي شده تا بحال نقشه يابي و چهار ژن از ايـن

هاي مقاومـت يـا  ن در ارقام مختلف بصورت تك ژن      يازده ژ
ارقـام محـك). 9(در تركيب با يكـديگر اسـتفاده شـده انـد            

دميسوم جهت تعيين نژاد ايزوله هاي پـاتوژن اهميـت جهـاني
ــد ــشخيص ژن  . دارن ــر، ت ــوي ديگ ــاريزاي از س ــاي غيربيم ه

هاي مقاومت اصلي موجود در اين ارقـام  پاتوژن، مبتني بر ژن   
ذا تعيين اينكـه چنـد ژن مقاومـت در هـر رقـمل. محك است

روش. محك وجود دارد از اهميت بسزايي برخـوردار اسـت
 بعنوان روشـي اميدواركننـده باعـث تـسهيل در2كاوش آللي
هاي  گردد و تا حدي تكامل ژن       هاي مقاومت مي    شناسايي ژن 

 بـر روي3هـا   ااميـست ). 24(نمايـد     مقاومت را نيز روشـن مـي      
بـا تغييـر سيـستم دفـاعي سـلول گيـاهي وهـاي گيـاهي       بافت

ايـن. يابنـد   هاي افكتور تكثير مي     اي از پروتئين    كمك دسته   به
شوند كه سـاختار و  هايي شناخته مي   افكتورها بعنوان مولكول  

ــسهيل ــذا موجــب ت ــر داده و ل ــان را تغيي ــت ســلول ميزب فعالي
انــدازي و يــا راه) هــا عوامــل بيمــاريزا يــا توكــسين(آلــودگي

گردند  مي) عوامل غيربيماريزا يا اليسيتورها   (ي دفاعي   ها  پاسخ
ــوروميكس در جداســازي). 21( ــا افكت ــوميكس ي ــور ژن افكت

.آللي بسيار موثر است     هاي مقاومت از طريق كاوش      سريع ژن
هــاي اي ژن هــاي بــين گونــه براســاس ايــن روش، همولــوگ

توانند شناسايي و جداسازي شـده  تر مي  مقاومت بسيار راحت  
اعـضاي يـك گـروه بـا. هاي مختلف قرار گيرنـد     روهو در گ  

هاي مختلفي يافت  طيف مقاومت مشابه ممكن است در گونه
اين نتايج بخصوص در ايجـاد مقاومـت پايـدار كـه در. شوند

هاي مقاومت همسانه سازي شده و ترجيحـا متعلـق بـه  آن ژن

گروههاي مختلف جهت ترانـسفورماسيون سيـسژنيك ارقـام
).9(توانـد بـسيار مفيـد باشـد           شود مي   اده مي زميني استف   سيب

سازي شده مقاومـت بـه بلايـت ديـررس هاي همسانه   كليه ژن
 بـا ژنAvR3a ژن   ).6( هـا هـستند      NBS-LRRمتعلق به دسـته     

R3a   هـاي وحـشي دميـسوم مـرتبط بـوده و  مقاومت در گونـه
مشخص شده اين ژن پروتئيني در سيتوپلاسـم ميزبـان ترشـح

.انـدازد    را به راه مي    R3aسلولي مربوط به    نمايد كه مرگ      مي
هـا مـدل، ويـسون و  بعنوان يك ااميـست AvR3aبا استفاده از   

 بـرايRXLR-EERنـشان دادنـد كـه موتيـف         ) 26(همكاران
.زمينـي لازم اسـت      جابجايي داخل سلول هـاي ميزبـان سـيب        

 افكتـور200دهـد كـه تقريبـا         تجزيه هاي محاسباتي نشان مي    
RXLR-EERدر ژنــوم فيتوفتــورا اينفــستانس وجــود كانديــد 

هر دو نوع مقاومت اختصاصي و غيراختصاصي به). 14(دارد  
P.infestans  زمينـي ديـده هاي وحشي و زراعي سيب   در گونه

R1هاي با مقاومت اختـصاصي ژن         از جمله ژن  ). 25(شود    مي

هايي كه ايجـاد مقاومـت  سولانوم دميسوم و از جمله تك ژن      
ــي ــد عمــومي م ــا RB  ژن نماي  .S اســت كــه از Rpi-blb1 ي

bublocastanm  نـشان) 5(بس و همكاران .  بدست آمده است
 كه در غيـر بيمـاريزايي گياهـان حامـلAvR3aدادند دو آلل    

هايي ترشح مينمايند كـه تنهـا در   نقش دارند پروتئين   R3aژن
باشند اخـتلاف سه واحد كه دوتاي آنها در پروتئين كامل مي        

، پـروتئينAvR3aهاي غير بيماريزاي حامل آلل       هايزول. دارند
AVR3aKI   هاي بيماريزا تنها  كنند در حاليكه ايزوله      را كد مي

پاسخ.  را دارند  AVR3aEM كد كننده    avR3aآلل بيماريزاي   
يهـــا فـــوق حـــساسيت تنهـــا در بـــرهمكنش بـــين پـــروتئين

AVR3aKI     و محصول ژن R3a  مشخص شده است.  ديده شد
 كـهAVR3aKIه ناحيـه انتهـاي كربوكـسيل         اسيد امين ـ  75كه

 بــراي غيربيمــاريزايي وشــود  را نيــز شــامل مــيRXLRناحيــه
حاليكه ناحيه انتهـاي امينـو در ها لازم است در      توقف فعاليت 
گيري نقش دارند اما براي فعاليت افكتور لازم انتقال و هدف  

اين محققين همچنين دريافتند كـه هـر دو اسـيد امينـه. نيستند
ــ ــك پل ــد (ي مورفي ــد ( و K) 80واح ــهI) 103واح ــوط ب  مرب

AVR3a  ــد ــش دارن ــور نق ــت افكت ــل در فعالي ــاس . كام براس
AvR2، 23 و   RD11 بـين ژنهـاي      )2008(مطالعات شامپورت   

ــن دو،     ــاركردي اي ــين ك ــاس دام ــد و براس ــد63درص  درص

1- Solanum demissum   2- Allele mining   3- Oomycetes 
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 جهت پي بـردن بـه مكـانيزم مقاومـت.همولوژي وجود دارد  
، اثـر دو1 سولانوم بالباكاسـتانوم    در RBايجاد شده توسط ژن     

 مورد بررسي قرار گرفتLB در مقاومت به     Sgt1 و   Rar1ژن
برخلاف مقاومت ايجاد شده توسط اكثر ژنهاي بـزرگ). 3(

 پيشرفت بيماري را كند نموده اما مـانع ظهـور علائـمRBاثر،  
 در تنظـيمSgt1 و   Rar1مـشخص شـده كـه       . شود بيماري نمي

در مطالعـات مختلـف روي). 12(رنـد    نقش دا  RBتظاهر ژن   
ــك،  ــام مح ــامR9ارق ــرين ارق ــدبخش ت ــي از امي ــوان يك  بعن

ــه ــر ايزول هــاي فــايتوفتورا اينفــستانس دميــسوم مقــاوم در براب
هـيچ) 15(در مطالعـه لتيـنن و همكـاران       . شناسايي شده است  

اين.  نشان دهد مشاهده نشد    R9اي كه بيماريزايي روي      ايزوله
.مررا نبـود فـشار گزينـشي عنـوان نمودنـد      محققين علت اين ا   

بـا اسـتفاده از) 2008( براساس مطالعه مرتضويان و همكاران
ــك   ــپ مح ــوروميكس، ژنوتي ــاوي ژنMa.R9روش افكت  ح

، بـا)11(  و براساس نظـر هوانـگ و همكـاران            R2همولوگ  
باشد   مي R3aاستفاده از داده هاي ماركر مولكولي حاوي ژن         

اسـتفاده از روش ژن كانديـد اقـدام بـهاين پژوهش با    لذا در   
  . گرديدها همسانه سازي اين ژن

  ها مواد و روش

DNA   هاي جوان ژنوتيپ     برگاز   ژنوميMa.R9با روش 
هـاي مجموعـه تـوالي   .  اسـتخراج شـد    )8 (فولتون و همكاران  

ــوگ ــاهمول ــول  R3a ب ــه ط ــود در3849 ب ــاز موج ــت ب  جف
BLASTتجوي  هاي اطلاعاتي با استفاده از موتـور جـس         بانك

جهت تشكيل روابط فيلوژنتيك بين توالي هـاي. بدست آمد 
ــه ــده از برنامـ ــت آمـ ــد Megalign v.8بدسـ ــتفاده شـ . اسـ

هاي فيلوژنتيك جهت تكثيـر  براساس گروه  هرزهاي  آغازگر
هـايآغازگر و نيـز     R3a مربوط به خـانواده ژنـي        ORFكامل

جهـت تكثيـر .)1جـدول  ( طراحـي گرديـد    R2مربوط بـه ژن     
واكـنش .  خانواده هاي ژني از آنزيم فيوژن استفاده شـد         دقيق

،آغــازگر pmol 50 شــامل µl 20  ر بــه حجــم آپــي ســي  
 mol/lµ 200 ،ــي ــي پ ــوژن U/µl 02/0   دي ان ت ــزيم في آن

ــراز و  ــه50پليمـ ــق برنامـ ــانوگرم دي ان اي ژنـــومي و طبـ  نـ
برنامه مورد استفاده جهت تكثير خـانواده. زيرصورت گرفت 

 ثانيـه در30:  براي گروه هاي يك، دو و چهار       R3aهاي ژني   
 ثانيـه45 درجـه،    98 ثانيـه در     10 سيكل شامل      35 درجه،   98
 درجــه و گــسترش نهــايي بــه72 ثانيــه در 180 درجــه، 65در 

 درجـه و برنامـه مـورد اسـتفاده جهـت72 دقيقه در    10مدت  
10 سيكل شامل      35 درجه،   98 ثانيه در    30:  تكثير گروه سه    

72 ثانيـه در     180 درجـه،    62 ثانيـه در     45 درجـه،    98در  ثانيه  
انجـام  درجه   72 دقيقه در    10درجه و گسترش نهايي به مدت       

 برنامـه پـي سـي آرR2 همولـوگ جهت تكثير ژن هـاي      . شد
 ثانيه در10 سيكل شامل      35 درجه،   98 ثانيه در    30: بصورت

 درجه و گسترش نهايي بـه مـدت72 ثانيه در    150 درجه،   98
  .  صورت پذيرفت درجه72دقيقه در  10

ــازي از ژل و ــس از جداسـ ــي آر پـ ــي سـ ــصول پـ  محـ
 بـاآغازگرهـاي جفـت شـده     حذف  از  يا پس   و  سازي   خالص

 در ناقـل،PEG8000/30mM Mgcl2 %30استفاده از محلـول  

 آغازگر رفت و LR ،Fبازهاي با حروف كوچك ناحيه لازم براي واكنش ( R3aهاي همولوگ   ژنسازي هاي مورد استفاده جهت همسانهآغازگر :1جدول

Rباشد  آغازگر برگشتي مي( 

 

1-S. bulbocastanum 
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ــميدي  ــدpDONR221 و D-TOPOپلاســــ ــاق شــــ . الحــــ
هـاي باكتريـايي مـستعد پلاسميدهاي نوتركيب داخـل سـلول

E.coli   سويه TOP10  درريخت باكتريهاي ترا  . شد تراريخت 
ــشت   ــيط ك ــي  LBمح ــاوي آنت ــد ح ــابي  جام ــك انتخ بيوتي

بـه گـراد   سـانتي  درجـه    37در دماي   ) mg/ml 50(كانامايسين
هاي حـاوي همسانه. ساعت مورد كشت قرار گرفتند     8مدت

ژن مورد نظر از طريق كلوني پي سي آر با استفاده از تركيب
 انتخـابي داخـل ژن شناسـاييآغـازگر  و   M13Fهاي  آغازگر
ــدند ــرپ DNA. ش ــي پ ــتفاده از روش مين ــا اس ــميدها ب پلاس

تجزيـه تـوالي،. گرفـت قراريابي    توالي ه و مورد  استخراج شد 
بررسي همخواني و بررسي روابط فيلـوژني بـا نـرم افزارهـاي

Seqman v.7 ، MEGALIGN v.7 و CLUSTUL-Wــام  انج
 با واسطه آنزيمLRي واكنش   جهت بررسي تظاهر ژن ط    . شد

LR Clonaseالحاق آغاز كننده و خاتمه شركت اينويتروژن ،
236pKGW-MGW در ناقل بيان دوتايي      Rpi-blb3ژن  دهنده  

ــس از ت  ــه و پ ــورت گرفت ــر درص ــاكتريكثي ــستعد  ب ــاي م ه
هاي مورد نظر با روش كلوني پي سـي همسانه 1ايشريشيا كلي 

ردنظر پس از هضم بـا آنـزيمهاي مو  همسانه. تعيين شدند آر،
ApEبيني شده توسط نرم افزار       و مقايسه با الگوي پيش    برشي

در ناقــل اگروبــاكتريوم DNAپــس از اســتخراج شناســايي و 
ــويه ــا روش الكترCOR308سـ ــدندوپوريـــشن بـ . منتقـــل شـ

 حــاويLB در محــيط كــشت ريخــتهــاي ترا اگروبــاكتريوم

بــه) µg/ml 100 (و اسپكتينومايــسين) µg/ml 4(تتراســايكلين 
هاي مثبت در همسانه ساعت رشد داده شده و       72 تا   48مدت  

.گزينش مقدماتي با روش كلوني پي سي آر شناسايي شـدند          
 منتقـل شـده بـه ناقـلسازهجهت تاييد و نيز بررسي پايداري       

 اســتخراج پلاســميد و انتقــال بــه ناقــل باكتريــايي،باكتريــايي
بررسـي. ت گرفـت صـور  DH5Alphaمستعد ايشريـشيا كلـي    

، پس از اسـتخراج پلاسـميد      ، تصادفي همسانهنتايج هضم پنج    
هاي مورد نظـر پـس اگروباكتريوم. مورد بررسي قرار گرفت   

سوسپانـسون OD تعيين   از رسيدن به مرحله رشد لگاريتمي و      
قـرارسـانتريفوژ  مورد  دقيقه 10 و به مدت g 3600 با سلولي 

 در محـيطت آمـده  رسوب بدس ـ  .ندرسوب داده شد  گرفته و
انتقـال.  تنظـيم شـدند  OD 0.2 حل شده و براي MMAكشت

هـاي حـاوي ژن مـورد نظـر بـه فـضاي سـلولي اگروباكتريوم
Nicotiana benthamiana ــش ــهشـــ ــا روش  هفتـــ اي بـــ

ــان  هــماگرواينفيلتراســيون  ــرگزم ــشتي ب ــق ســطح پ از طري
چهار گياه و از هريك سه موقعيت برگـي از. صورت گرفت 

سـمت بـالا، در مجمـوع دوازده تكـرارين سـاقه بـه      ناحيه پـاي  
بعنـوان كنتـرل مثبـت و نيـز R2/AvR2از تركيـب    . انجام شـد  

ــوگ ــرين همول ــت  نزديكت ــاي ژن مقاوم ــي R2ه ،RD11 يعن
چهـار تـا.  شـد  ي استفاده  احتمال يها  جهت بررسي برهمكنش  

ــنج ــيونپ ــس از اينفيلتراس ــان روز پ ــل از همزم ــايج حاص ، نت
ور علائـم فـوق حـساسيت و يـا عـدمبرهمكنش براساس ظه ـ  

، پنج ستون دوم حاصل) جفت باز256(پنج ستون اول حاصل بكارگيري نخستين گروه آغازگرهاي اختصاصي : از چپ به راست. R3a باندهاي اختصاصي :1شكل

كه در)  جفت باز202(زگرهاي اختصاصي و سومين گروه حاصل تكثير توسط سومين گروه آغا)  جفت باز338(تكثير توسط دومين گروه آغازگرهاي اختصاصي 

 ژنومي، دومين ستون نتيجه تكثير از روي كلون كانديد، سومين باند حاصل تكثير از روي كلون حاوي ژنDNAهر گروه نخستين ستون مربوط به تكثير از روي 

R3a چهارمين و پنجمين ستون متعلق به استفاده از دو كلون ديگر ،R9 9 يعني بترتيبD4-6 9 وD4-26باشد  مي.  
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  .ظهور آن ثبت گرديد

  نتايج و بحث

 بــا اســتفاده از آنــزيمR2 و R3هــاي ژنــي  تكثيــر خــانواده
فيــوژن صــورت گرفــت و تــوالي هــاي تكثيــر شــده پــس از

D-TOPOجداســــازي از روي ژل وارد ناقــــل پلاســــميدي 

 حـاويهمسانهيابي،   براساس نتايج حاصل از توالي    . گرديدند
جهـت تاييـد. شناسـايي شـد   هـا     از بين همسانه   R3aامل  ژن ك 

، پــس از دميــسومMa. R9حــضور ژن مــذكور در ژنــوم   
ــوان ــ كليهمخ ــوالي ــا يه ت ــك يه ــده از بان ــت آم ــا  بدس يه

ني ـ شده بدسـت آمـده از ا       يابي ي توال يها همسانه و   ياطلاعات
ــواحي برمبنــاي اختــصاصآغــازگرپــژوهش، ســه جفــت  ي ن

 مـذكوريهـا  همـسانه ك از   ي ـچي كه در ه   R3aموجود در ژن    
ــد ــشده ي ــودده ن ــب ــت  ي طراح ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس  و م
 در همـسانهR3aحضور باند اختصاصي     .)1، شكل   2جدول  (

 و عدم تكثير باند اختصاصي در سـايرMa.R9كانديد و ژنوم    
  ). 1شكل(ها تاييد كننده حضور اين ژن است  همسانه

هوانگ وبراساس اطلاعات ماركري بدست آمده توسط       
امـا براسـاس. باشـد   مي R3a شكل آللي    R9) 2005(همكاران

نتـايج بدســت آمـده از ايــن آزمـايش بــراي اولـين بــار تاييــد
باشـد هـر چنـد  مـي  R3aشود كه اين ژنوتيـپ حـاوي ژن          مي

ايـن .هاي ديگر مقاومت نيز محتمل اسـت       امكان حضور آلل  
هاي نترين دسته ژ   باشد كه فراوان    مي NBS-LRRژن از دسته

  ).13(باشد  ها مي مقاومت در ااميست
 بــاR3aه ي و شــبR2ه ي شــبيهــا همــسانه يابيــ يج تــوالينتــا

. قــرار گرفــتيابيــ مــورد ارزSeqmanافــزار  اســتفاده از نــرم
 وR3a مـشابه  با طول كامل     يها همسانهن  يك ب يلوژنتيروابط ف 

R2   ــزار ــرم اف ــتفاده از ن ــا اس ــد Megalign ب ــم ش ــه. رس  رابط

 Ma.R9 در R3a آغازگرهاي اختصاصي طراحي شده جهت تاييد حضور ژن :2جدول 
 

كلون مربوط به  . R9 ي كلون هاي توال26 يكيلوژنتيشجره ف :2شكل 

، جهت ي ژنومDNAاند بهمراه   نشان داده شدهپررنگ كه بصورت ييها ژن

 . مورد استفاده قرار گرفتندMa.R9 در R3aد حضور ژن ييتا

 

 بدسـت آمـده ازR3هـاي شـبيه      ي بـين كليـه تـوالي      فيلوژنتيك
Ma.R92شكل (دهد   چهار گروه مجزا را نشان مي.(  

ــايگزيني ــافه و ج ــذف، اض ــي از ح ــرات ناش ــدليل تغيي ب
. با طول كامل بدسـت نيامـد       R3هاي شبيه    هيچيك از همسانه  

 جهــش9D4-14 و 9D4-27هــاي  بعنــوان مثــال در همــسانه  
 نـوع ترانـسورژن بـين آدنـين و از 876اي در نوكلئوتيـد      نقطه

ــسانه  ــيتوزين و در همـ ــاي  سـ ــوع9D4-8,20,28,29,15هـ  وقـ
 بين نوكلئوتيدهاي سـيتوزين و439ترانسورژن در نوكلئوتيد    

تيمين باعث ايجاد كدون پايان و خاتمه زودرس ژن گرديده
هـا بـين بازهـاي در مجموع بيشترين تعـداد جـايگزيني      .است
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سـيدآمينه بـين لوسـين و سـرينگوانين و آدنين و در سـطح ا       
در ذرت و گنــدم نيــز بيــشترين ميــزان. قابــل مــشاهده اســت

ها از نوع ترانزيسيون بين بازهاي گـوانين و آدنـين جايگزيني
 درصـــد از چندشـــكلي تـــك55 و 45بترتيـــب بـــه ميـــزان 

هـاي تر بودن جايگزيني   فراوان). 10(باشد   ها مي 1نوكلئوتيدي
ــسورسيو  ــاي تران ــسيون بج ــوانينترانزي ــيتوزين و گ ــين س ن ب

اطـلاع). 10(تواند بدليل ساختار شيميايي دي ان اي باشد           مي
تواند در شناسـايي اينكـه از ماهيت و فراواني اين تغييرات مي      

يـابي اسـت اختلافات حقيقـي و يـا ناشـي از خطاهـاي تـوالي            
ــد  ــادي نماي ــوالي. كمــك زي ــه ت ــوژنتيكي و تجزي ــه فيل رابط

بيـشترين ميـزان جانـشيني داد كه نشان R2همولوگ هاي ژن    
در سطح نوكلئوتيد بين گوانين و آدنين و در سطح اسيدآمينه

با توجه به يك قانون كلي،. باشد  بين لوسين و ايزولوسين مي    
اكثر تغييرات، بخصوص در داخل ژن بايد از نوع ترانزيسيون

 باشد به اين معنا كه تغييـر در اسـيد امينـه2و احتمالا هم معني   
بـا ).10(نمايـد    وتي در عملكرد پروتئين حاصله ايجاد نمي      تفا

ــسانه     ــين هم ــباهت ب ــشترين ش ــه بي ــه اينك R2 و ژن 9R8توج

بدست آمد، ادامـه آزمـايش بـا روش اينفيلتراسـيون همزمـان
ــت ــورت گرفـ ــاران . صـ ــسترانگ و همكـ از روش) 1(آرمـ

ــد فــرم غيربيمــاريزاي ژن اينفيلتراســيون همزمــان جهــت تايي
Avr3a KI2005(مور و همكاران .  توتون استفاده نمودند در(

با استفاده از اينفيلتراسيون همزمان كاتـالاز و بـاكتري، ميـزان
.تجمع پراكسيد اكسيژن و مـرگ سـلولي را بـرآورد نمودنـد            

هيچگونه علايم مرگ سلولي پس) 23(وليشوور و همكاران    
ــان  ــيون همزمــ  در توتــــونIpiO4 و Rpi-blb1از اينفيلتراســ

ATTAجهـت انجـام آزمـايش       . هده نكردند مشا
هـاي  بـرگ  3

باشـند در حاليكـه  هـاي مـسن مـي      تـر از بـرگ     جوانتر مناسب 
تـر جهـت انجـام براساس نتايج اين آزمـايش، برگهـاي مـسن

لـــذا بمنظـــور .تـــر بودنـــد اينفيلتراســـيون همزمـــان مناســـب
.تـر اسـتفاده گرديـد      اينفيلتراسيون همزمـان از برگهـاي مـسن       

هاي جوانتر نسبت به ايش نيز نشان داد كه برگ     نتايج اين آزم  
تـر هـستند تر قاعده توتـون بـه بيمـاري مقـاوم          هاي مسن  برگ

در) 16 (pGR106 موجــود در پلاســميد Avr2 ژن ). 22،19(
 كـه امكـان گـسترش در منطقـهPVXناقل دوتايي نوتركيـب     

تري از سطح برگ اما همراه با علائم موزاييـك برگـيوسيع

در. نمايد تراريخت و مورد استفاده قـرار گرفـت         را فراهم مي  
 و ميــزان تظــاهر بــالا،PVXاســتفاده از ناقــل  مــواردي بــدليل

علائــم نكــروزه حــول منطقــه اينفيلتراســيون بيــشتر از معمــول
در مطالعات صورت گرفته توسط ساير محققين. شد مشاهده  

نمايند نيـز چنـين امـري كه از ويروس بعنوان ناقل استفاده مي      
)3( و همكـاران     رامپانـت -فـايور ). 2،5(مشاهده شـده اسـت      

  درPVX  ،pGR106 بـر    ي مبتن ـ يياند كه ناقل دوتـا     نشان داده
گونه هـاي تتراپلوئيـد زراعـي و ديپلوئيـد سـولانوم و توتـون

براسـاس مطالعـات. تواند مورد اسـتفاده قرارگيـرد      بنتاميانا مي 
ATTAت  دهـي جه ـ   هـا و رتبـه      واكنش ايزوله ) 2008(ريتمن  

توانـد  سـازي مـي     روز پـس از آلـوده      11 تـا    3بسته به ژنوتيپ    
هي شب يها همسانه يه همخوان يج اول يبراساس نتا . صورت گيرد 

R2 و R3a، ــسانه ــوان 9G52 هم ــسانه بعن ــ كاندهم ــتي د جه
ون همزمان و انتقال موقـت جهـت تظـاهريلتراسينفيش ا يآزما

   .)3شكل  (ژن مورد استفاده قرار گرفت
يـــد ژن و بررســـي پايـــداري ســـازه در ناقـــلجهـــت تاي

اگروباكتريوم استخراج پلاسميد، انتقال به ناقـل باكتريـايي و

 وR2 همولوگ  نتايج اينفيلتراسيون  همزمان برگهاي توتون با ژن:3شكل

AvR2 هاي آنهمولوگ و  
 

1- Single Nucleotide Polymorphism (SNP)  2- synonymous 3- Agrobacterium Transient Transformation Assay 
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نتــايج.  پــنج همــسانه تــصادفي صــورت گرفــتDNAهــضم 
يكسان بدست آمده با نتايج قابل انتظار و الگوي برش مـشابه
نشان دهنده تاييد حضور ژن و پايداري سازه مـوردنظر اسـت

ون همزمـان نـشانيلتراسـي نفيبدست آمده از ا   ج  ينتا). 4شكل(
زولـه فعـال در برابـر ژنين ژن در مقابـل ا     يدهنده فعال بودن ا   

R2   وR3a وهمولـوگ  آلـل  از حـضور     يباشد كـه حـاك      مي 
  .باشد يم R3aو حضور ژن  R2فعال

شناسايي بسياري از ژنهاي مقاومت بـراي نخـستين بـار از
ت گرفتـه اسـتهاي همسانه سازي مكاني صـورطريق روش

كه مبتني بر پيوستگي مقاومت گياه با ماركرهـايي اسـت كـه
طـي چنـد. ها بر روي ژنوم مـشخص اسـت        مكان فيزيكي آن  

اي در ژنوميك گياهي رخ داده هاي عمده  سال اخير پيشرفت  
سازي مكـاني در بـرنج و آرابيدوپـسيس را بـسيار كه همسانه 

وانـد حـاكي ازت  كارآمدتر نموده و نتايج اين پژوهش نيز مـي        
در). 20(كارامد بودن اين روش در خـانواده سـولانوم باشـد            

نهايت، مطالعات تكميلي جهت بررسي تظـاهر و فعـال بـودن
ســازي شــده در ســطح گيــاه و انتقــال پايــدار بــه ژن همــسانه

  . گردد سولانوم پيشنهاد مي

 وHindIII توسـط آنـزيم   9G29  حـاوي ژن   DH5αالگوي برش پنج پلاسميد تصادفي بدست آمـده از بـاكتري    -4شكل 

تشابه در الگوي برش بـين پلاسـميدها نـشان دهنـده. ApEمقايسه الگوي برش يافته با الگوي مورد انتظار توسط نرم افزار

  . افزار، تاييد كننده حضور ژن مورد نظر است تقل شده و تشابه با الگوي پيش بيني شده نرمپايداري سازه من

 نـشانR2 نـسبت بـه ژن       يرييچگونه تغ يه 9R8محصول ژن موجود در همسانه       LRRن  ي دام ي،ابي ي براساس اطلاعات توال  

بـا) 9R8) R2-Likeمحـصول ژن    . باشـد  يم جابجايي اسيدآمينه    44و   ي ژن ترايي تغ ي دارا NBSن  يكه دام ي دهد در حال   ينم

  ).3، جدول 5شكل (باشد   مي74/7 واحد داراي نقطه ايزوالكتريك 845 و طول 97921وزن مولكولي 

 

 9R8 خصوصيات ژن :3جدول
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     Abstract 

Demissum differentials are important for pathogen isolates identification. Recent studies show Ma.R9 
contains R2 and R3 or homologues of the genes. This genotype has a high resistance against different 
isolates in the world. Candidate gene approach applied to isolate and cloning of these homologues in 
this genotype. Phylogenetic clades drawn and expression assay was done by coinfiltration in 
 N. benthamiana. Result revealed this genotype contain R3a and also functional R2 like gene. 
Alignment of R2 gene against R2-like in amino acids level showed completely conserved residues in 
LRR region. Presence of more than one gene could be the reason of resistance against different 
isolates. These results confirm high efficiency of candidate cloning approach and effector genomics as 
new approaches. 
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