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ايجاد ) Septoria tritici: آنامورف( Mycosphaerella graminicolaماري سپتوريوز برگي كه توسطبي

عملكرد گندم در سطح جهان تاثير  در كاهشباشد كه  هاي گندم مي ترين بيماري شود، يكي از مخرب مي
هاي اصلي  لاوه بر ژنها نشان داده است كه ع مطالعات قبلي در ارتباط با الگوي بيان ژن .بسزايي داشته است

، در طول پاسخ مقاومت گياه به اين بيماري تظاهر تعداد )stb1-15(ايجاد كننده مقاومت به سپتوريوز برگي 
، PR-1ژن مرتبط با دفاع شامل  5در اين مطالعه به منظور بررسي الگوي بيان . يابد ها افزايش ميزيادي از ژن

) روز 6صفر تا (زمان  8ها در سطح بيان آنبازدارنده آنزيم پروتئاز،  هايو پروتئين PR-5كيتيناز، پراكسيداز، 
كمي  نيمه RT-PCRحساس فلات با استفاده از روش رقم و  ونگشوبايبعد از آلودگي در رقم مقاوم 

مورد بررسي در اثر آلودگي با بيماري سپتوريوز  هايژن  نتايج اين تحقيق نشان داد كه بيان. گيري شد اندازه
روزه  6ها در طي دوره بررسي روند تغييرات بيان اين ژن. كندگي در هر دو رقم حساس و مقاوم تغيير ميبر

. يابدميتر از رقم فلات افزايش ها در اثر تنش در رقم ونگشوباي سريعپس از آلودگي نشان داد كه بيان اين ژن
 هاسطح تظاهر اين ژن لب تيمارهاي زمانياغدر  كند كهكمي تاييد مينيمه RT-PCR  همچنين آناليز نتايج

-توان گفت اين ژنبا توجه به اين نتايج مي. باشددر رقم مقاوم بالاتر از رقم حساس مي نظر از حالت تنشصرف
 .شوندهاي اصلي، باعث تشديد و حفظ مقاومت ميها در كنار ژن
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   مقدمه
ترين گياهان زراعي  يكي از مهم) Triticum aestivum(گندم نان 

. گيرد  هاي زيادي قرار مي باشد كه در معرض پاتوژن در جهان مي
هاي قارچي گندم، بيماري سپتوريوز  ترين بيماري يكي از مخرب

 باشد كه بوسيله قارچ مي) Septoria tritici Blotch(برگي 
Mycosphaerella graminicola )آنامورف :Septoria tritici( 

در  ميزان كاهش محصول در اثر اين بيماري .شود ايجاد مي
 Kia and(گزارش شده است  درصد 53تا  31 هاي شديدآلودگي

Torabi 1387.( نظر از ژنوتيپ هاي اين قارچ، صرفكنيدي
ساعت پس از آلودگي بر روي سطح برگ  دوحساس يا مقاوم، 

اين پاتوژن، در هر دو  ).Cohen and Eyal 1993( زنندمي جوانه
ساعت پس از  24الي  12حساس و مقاوم در  ميزبان حالت

اي وارد گياه شده و بعد از آن آلودگي از طريق فضاي زير روزنه
 Duncan and 2000( كندها رشد ميهاي قارچ در بين سلولهيف

Howard .( تغيير در ساختار قارچ آپوپلاست سلول را از طريق
در گياهان مقاوم استعمار مزوفيل محدود و . كندمزوفيل احاطه مي

 .Ray et al( شودقارچ در تشكيل پيكنيديوم روي برگ ناتوان مي

روز  15الي  12كه بيومس قارچي در  تحقيقات نشان داده). 2003
حساس و مقاوم يكسان  ميزبان بعد از آلودگي در هر دو حالت

بعد ميزان آن در رقم حساس به صورت نمايي  باشد وليمي
هاي در حاليكه رشد قارچ در رقم مقاوم داراي ژن يابدافزايش مي

 احتمالا). Adhikari et al. 2004(شود ، متوقف ميstbمقاومت 
هاي دفاعي در رقم مقاوم از رشد فعاليت زودهنگام مكانيسم

باعث پايين  هاي قارچ در منفذ زير روزنه جلوگيري كرده وهيف
شود و اين به دليل تفاوت در زمان بيان ماندن بيومس قارچي مي

 باشدهاي موثر در مقاومت در رقم حساس و مقاوم ميژن
)Cohen and Eyal 1993.(  

ايجـاد كننـده   ) Stb1-Stb15(ژن  15 موجـود بر اساس گزارشـات  
          در گنـدم شـناخته شـده اسـت     ) STB(مقاومت به سپتوريوزبرگي 

) Raman et al. 2009.(  ژن غالبStb1    اولـين ژن شـناخته شـده ،
بـه گنـدم    Bulgaria88 اين ژن ازگندم زمسـتانه . باشد مقاومت مي

 25زمستانه نرم هندي انتقال داده شده است كه اين رقم به مـدت  
ارقام گندم كاليفرنيايي يافت شد كـه   در Stb4ژن . سال پايدار بود
 Patterson( سال پايداري نشان دادند 15ت به مد اين ارقام تقريبا

et al. 1979.( هاي موثر در مطالعات انجام شده جهت شناسايي ژن
 cDNA-AFLPايجاد مقاومت به سپتوريوز برگي از طريق تكنيك 

، علاوه بر اين نوع مقاومت اختصاصي يـا تـك   داده است كه نشان
تعـداد   ژني، در طول پاسخ مقاومت گياه بـه ايـن بيمـاري تظـاهر    

تفـاوت   ).Adhikari et al. 2007(يابـد   ها افزايش ميزيادي از ژن
ها در ارقام مقاوم و حساس پس از آلـودگي  در الگوي بيان اين ژن

-، ممكن است نقش اصلي را در مكانيزمM.graminicolaبا قارچ 

اي كـه  به طور مثال در مطالعـه  .هاي مقاومت در گندم داشته باشد
هـاي درگيـر در   انجـام شـد بيـان ژن     Ray et al. (2003) توسـط 

 و Real time PCRمقاومت به سپتوريوز برگي با استفاده از روش 
مورد بررسي قرار گرفـت و مشـخص شـد     بلات آناليزهاي نورتن

 در) PDI )Protein Disulfide Isomeraseكـه در رقـم مقـاوم ژن    
مطالعه همچنين در اين . شود سه ساعت اول بعد ازآلودگي بيان مي

 12 در) PR-1 ،PR-2 ،PR-5(پـروتئين   PRژن  3مشخص شد كه 
در  بيـان شوند در حاليكه اين افـزايش   ساعت اول آلودگي بيان مي

ايشـان بـر    .افتـد ساعت پس از آلودگي اتفاق مـي  96رقم حساس 
تعامل گيـاه و قـارچ   چگونگي  ها نتيجه گرفتند كه اساس اين يافته

اي در مطالعـه  .دشـو كوبي تعيين مي ساعت اول پس از مايه 24در 
هـاي  بـر روي بيـان ژن    Adhikari et al. (2007)وسيلههديگر كه ب

بـه سـپتوريا روي ارقـام حسـاس و       در مقاومت) ژن 14(كانديد 
د ش ـانجام شد معلـوم   Real-time PCRمقاوم گندم بوسيله روش 

 هـاي مختلـف   ها در ارقام مقاوم و حساس در زمان كه بيان اين ژن
و  PR-1متفاوت است و چهار ژن كيتيناز، فنيل آلانين آمونيا ليـاز،  

سـاعت اول پـس از    24تظـاهر زودهنگـام دارنـد و در    پراكسيداز
ــودگي بيــان مــي روز بعــد  18-24شــوند ولــي دردوره زمــاني  آل

 9يابد و  مقاومت توسعه مي همچنان )زمان رشد پاتوژن(ازآلودگي 
اكسـيداز،   6براسينواسـتروئيد   ،دو، پراكسيداز ATPase(ژن شامل 

هـاي  ريبـوزومي، پـروتئين   S40پپتيديل پروليل ايزومراز، پروتئين 
-sبازدارنده آنزيم پروتئاز، متيونين سولفوكسيد ردوكتاز، پـروتئين  

Like RNase،ADP  داراي حـداكثر تظـاهر   ) گلوكز پيروفسفريلاز
عــد روز ب 12-24 روز بعــد از آلــودگي و 1-3دو دوره زمــاني  در

ازآلودگي هستند و همچنين ژن چهاردهم يـك سـرين كربوكسـي    
به مقدار زيـاد   Tadiniaمرحله در رقم مقاوم  سهپپتيداز بود كه در 

 Mاين نتايج نشان داد كه پاسخ مقاومت گندم بـه قـارچ   . بيان شد
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.graminicola  شـود   ساعت اول پس از آلودگي كامل نمي 24طي
. يابـد ويژه در رقم مقاوم ادامـه مـي  ه روز پس از آلودگي ب 24و تا 
توانـد روشـي صـحيح و     هـا مـي  اين آناليز الگوي بيان اين ژن بنابر

 هــا و ارقـام مقـاوم از حسـاس باشــد    سـريع بـراي تفكيـك لايـن    
)Adhikari et al. 2007.(    ،الگـوي   بررسـي هدف از ايـن تحقيـق

-ينپروتئ آنزيم كيتيناز، پراكسيداز، ،PR-1 هاي كد كنندهتظاهر ژن

-ژن به عنـوان هاي شبه تئوماتين بازدارنده پروتئاز و پروتئين هاي

هاي مختلف بعد از آلـودگي بـه    هاي دفاعي در گياه گندم در زمان
هـا در  كه به منظـور تعيـين اثـرات آن    بود بيماري سپتوريوز برگي

ها در واريته فلات به عنـوان رقـم   ايجاد مقاومت، الگوي تظاهر آن
به عنوان رقم مقاوم  )Wangshuibai( گشوباييون حساس و واريته

-Semi quantitative RT(نيمه كمي  RT-PCRبا استفاده از روش 

PCR ( گرفته استمورد بررسي قرار. 

  
   هامواد و روش

هاي فلات و ونگشوباي كه  در اين تحقيق از دو رقم گندم، با نام 
-مي به ترتيب نسبت به بيماري سپتوريوز برگي حساس و مقاوم

قارچ  .SA852-2ايزوله  آلودگي از ايجاد جهت. باشند استفاده شد
M .graminicola هاي قارچ روي محيط  ابتدا ايزوله .استفاده شد

كشت داده شده و به  )PDA )Potato Dextrose Agarكشت 
در زير لامپ گراد درجه سانتي 18- 22 روز در دماي 5مدت 

هاي رشد كرده به داخل  سپس ميسليوم. فلورسنت نگهداري شدند
. منتقل شدند )YGA )Yeast Glucose Agar محيط كشت مايع

 18 در دماي) دور در دقيقه 30(محيط كشت مايع روي شيكر 
بعد از اين مدت كه . روز گذاشته شد 5به مدت  گراددرجه سانتي

هاي حاوي محيط كشت مايع  قارچ خوب رشد كرد، فلاسك
ساعت گذاشته  3- 5به مدت هاي فلزي  بصورت كج روي پايه

سپس فاز مايع خالي شده . شدند تا اسپورهاي قارچ رسوب كنند
و اسپورهاي رسوب كرده در آب مقطر حل شده و با استفاده از 

ها تعيين  در زير ميكروسكوپ ميزان غلظت قارچ يتومترلام هموسا
پس . در نظر گرفته شد 2×106غلظت نهايي براي اسپورپاشي . دش

نظر رسانده شد، به هر  وسپانسيون قارچ به غلظت مورداز آنكه س
  به منجر   كه  دش  اضافه  20  قطره توين 10ليتر از سوسپانسيون، 

ها روي برگ در هنگام چسبندگي اسپورها و باقي ماندن آن
. اسپورپاشي بوسيله اسپري دستي انجام شد. شود اسپورپاشي مي

هاي  اعت در داخل پاكتس 72بعد از اسپورپاشي، گياهان به مدت 
ها با و روي آن قرار گرفتندپلاستيكي جهت تامين رطوبت 

ساعت گياهان از پلاستيك  72بعد از . پلاستيك سياه پوشيده شد
و رطوبت  ºC26 -22 و در گلخانه با شرايط دمايي هشد خارج
ساعت روشنايي در روز قرار  16و حداقل  درصد 90- 95نسبي 
- ه و شاهد دو رقم حساس و مقاوم نمونهاز گياهان آلود. گرفتند

 6ساعت و  72، 48، 24، 12، 6، 3، صفرهاي هاي برگي در زمان
روز پس از آلودگي و هر كدام در سه تكرار گرفته شد و بعد از 

د و به شقرار گرفتن درون فويل سريعا بوسيله ازت مايع منجمد 
به . افتانتقال ي RNAبراي استخراج گراد درجه سانتي - 80فريزر 

گرم از نمونه گياهي  ميلي 100، حدود RNAمنظور استخراج 
شده به كمك نيتروژن مايع در هاون چيني به خوبي   منجمد

 RNAاستخراج . انتقال يافتليتري  ميلي دو سائيده شده و به تيوپ
 QIAGENاز شركت  RNeasy® Mini Kitبا استفاده از كيت 

استخراج شده با استفاده  RNAتعيين كميت . انجام شد )#74903(
از روش اسپكتروفتومتري انجام شد و به منظور تعيين كيفيت 

 MOPS درصد در بافر 3/1ها از روش الكتروفورز ژل آگارز نمونه

 1x اي از الكتروفورز نمونه. دش استفادهRNA  استخراج شده از
 s28و  s18تفكيك باندهاي . آورده شده است 1برگ در شكل 

  .دباشمي RNAكيفيت خوب نشان دهنده 
 

 
استخراج شده از برگ بر روي ژل  RNAاي از الكتروفورز نمونه - 1شكل 
  درصد 3/1آگارز 
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 مورد استفاده در اين مطالعه آغازگرهايليست  -1جدول 

  رديف  نام ژن  رفت آغازگر برگشتآغازگر  محصول منبع
Adhikari et al. 2007  120  CCGCGGGAATATCATTGG  CATGCGATTAGGGACGAAAGA PR-1 1  
Adhikari et al. 2007  121  CCCGGGTATGGTGTCATCAC  CGATGCCGAAGATGTCACAA  Chitinase2  2  

Ray et al. 2003  107  CGCGGTGCGACGTATAGAG GCCGCAAGCCTACCAACA  TLP (X58394.1) 3  
Adhikari et al. 2007  101  CATGATTTGCTGCTGCTCGTA  CCAGCACGACACGTGAATG  Peroxidase  4  
Adhikari et al. 2007  106  ACACGCATAGGCACGATGAC  GGGCCCTGCAAGAAGTACTG  PIS 5  

Ji et al. 2011  235  GCTTCTCCTTGATGTCCCTTA  GCCGTGCTTTCCCTCTATG Actin 6  
  

 Viva 2-steps RT-PCR با استفاده از كيت  cDNAرشته اول سنتز

Kit with M-MuLV RT/Taq DNA Polymerase )#RTPL12( 
انجام  شركت برطبق دستورالعمل آن و Vivantisساخت شركت 

استخراج شده مورد RNA ميكروگرم يك براي اين منظور  .شد
منظور آناليز كمي به نيمه RT-PCRاز واكنش  .استفاده قرار گرفت

روزه پس از آلودگي  6ژن مرتبط با دفاع در دوره  5الگوي بيان 
ميكروليتر  يك، از RT-PCRمنظور انجام واكنش به .استفاده شد

cDNA هاي مربوط به ژن اختصاصي آغازگرهايو شده  سنتز
. دشاستفاده ) 1جدول( مورد بررسي و ژن كنترل داخلي اكتين

رها با توجه به منابع مورد بررسي لازم به ذكر است اين آغازگ
حاوي بافر  µl 20در حجم نهايي  PCRواكنش . انتخاب شدند

)1x (PCR ،200µM dNTP يك واحد ،Taq 0.4مراز و  پلي µM 
شرايط دمايي براي تكثير . انجام گرفتاز هر كدام ازآغازگرها، 

PCR ،3 ثانيه در دماي  30، گراددرجه سانتي 94 دقيقه در دماي
 ثانيه در دماي اتصال مربوط به هر جفت 30، گرادرجه سانتيد 94

داري در و سپس نگه گراددرجه سانتي 72دقيقه در يك ، آغازگر
 .بود گراددرجه سانتي 10دماي 

بر روي ژل آگارز  PCR، فراورده PCRپس از اتمام واكنش 
و نهايتا از ژل زير . الكتروفورز شد x TBE5/0درصد با بافر5/1

عكس گرفته  UV-transiluminatorبا استفاده از دستگاه  UV نور
ژن مورد بررسي  RT-PCR 5اي از الكتروفورز فراورده نمونه .شد

آورده شده است، تفاوت بين ضخامت باندها در شكل  2در شكل 
 Image J استفاده از نرم افزار با سپس .شودبه خوبي مشاهده مي

)ImageJ software; Rasband  2011(،  ميزان بيان هر ژن كمي
و سپس ميزان  بي شدو هر نمونه با توجه به اكتين خود نس دش

 نسبت   ارقام  عددي بدست آمده براي هر دو حالت كنترل و تنش

ژن با استفاده از  و ميانگين بيان هر كنترل رقم حساس نسبي شدند
دو طرفه به منظور   t-testآزمون. شدتكرار بيولوژيك محاسبه  سه

 .دشدار بين تيمارها استفاده  هاي معني ي اختلافبررس

هاي مورد بررسي، قطعه تكثير شده بوسيله هر به منظور تاييد ژن
 E.coliجفت آغازگر در رقم فلات و ونگشوبايي، داخل باكتري 

 NCBIد و پس از تعيين توالي، اين قطعه در سايت شكلون 
 PCRكيت  توسط PCRبه اين منظور ابتدا فراورده . بلاست شد

Clean-up kit  ساخت شركتVivantis )#GF-PC-050 (خالص-

 CloneJET PCR Cloningسازي شد و سپس با استفاده از كيت 

kit )#k1231 ( ساخت شركت فرمنتاز قطعه مورد نظر به داخل
 E.coliسپس وكتور درون باكتري . دشكلون  pJET1.2وكتور 
هاي كلوني انتقال داده شد و پس از انتخابDH5α سويه 

تراريخت، پلاسميدها با استفاده از كيت استخراج پلازميد ساخت 
  .انجام شد) Vivantis )#GF-PL-050شركت 

  
    نتايج و بحث

 ،PR-1هاي پروتئين هاي كد كنندهدر اين تحقيق، الگوي بيان ژن
 و پروتئازآنزيم بازدارنده  هايپروتئين آنزيم كيتيناز، پراكسيداز،

با  روزه پس از آلودگي 6، در طي دوره شبه تئوماتينهاي پروتئين
بيماري سپتوريوز برگي در دو رقم حساس فلات و مقاوم 

- نيمه RT-PCR  آناليز نتايج .مورد بررسي قرار گرفت ونگشوبايي

هاي مورد بررسي در هر دو رقم كه بيان همه ژن نمودكمي تاييد 
ور قابل توجه و بطحساس و مقاوم در اثر بيماري سپتوريوز برگي 

- ژن اين  بررسي روند تغييرات بيان .افزايش يافته است داريمعني

 دهد كه سطحپس از آلودگي نشان مي روزه   6  دوره طي  در  ها
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 )ث ؛ژن پراكسيداز )ت ؛PISژن  )پ ؛زژن كيتينا )ب ؛PR-1ژن  )الف ژن مورد بررسي و ژن كنترل داخلي اكتين RT-PCR 5اي از الكتروفورز فراورده نمونه -2شكل 
تحت هاي هاي زوج مربوط به نمونههاي كنترل و شمارههاي فرد مربوط به نمونهصفر سايز ماركر است و شماره چاهكها در تمامي عكس -ژن اكتين )جو  TLPژن 

  .باشدتنش با بيماري مي
  

 هاي مختلف پس از آلودگيژن مورد بررسي در زمان 5تظاهر هر 
نمودار روند  .و در هر دو رقم فلات و ونگشوباي متفاوت است

. نشان داده شده است 3ها در دو رقم در شكل تغيير بيان اين ژن
سازي هاي مورد مطالعه با كلونپس از بررسي الگوي بيان ژن

داخل باكتري اكلايي  آغازگرقطعات تكثير شده بوسيله هر جفت 
اين قطعات در بانك ژن،  و بررسي نتايج بلاست نوكلئوتيدي

هاي مربوط به هر  توالي. هويت ژن مربوطه مورد تاييد قرارگرفت
ژن و ميزان شباهت توالي مربوط به دو رقم فلات و ونگشوبايي 

  .آورده شده است 2در جدول 
ها، پپتيدهاي  و بررسي دمين ExPASyبانك اطلاعاتي  با استفاده از

ها، در رابطه با هر پنج ژن،  راهبر و مناطق فعال پروتئين اين ژن
توالي كلون شده خارج از مناطق ذكر شده قرار دارد و در ناحيه 

سازي مناطق فعال و لذا جهت كلون .باشد ي اصلي ژن مي زنجيره
همچنين . دشهاي جديد طراحي  آغازگرها بايد  هاي اين ژن دمين

ها، دمين ويا سايت فعال  با مطالعه ساختمان پروتئين اين ژن
از اين رو جهت بررسي وجود فاكتور  .مشتركي يافت نشد

   Plant Panها در سايت اندازراهها،  رونويسي مشترك براي اين ژن
  

فاكتور   بيست بررسي  اين   نتيجه. گرفتند قرار  مطالعه   مورد
. ديده شد  W-box ها فاكتور رونويسي مشترك بود كه در ميان آن

ژن  اندازراهنويسي كه در ناحيه چگونگي فعاليت اين فاكتور رو
NPR1   قرار دارد در گياه آرابيدوپسيس مورد مطالعه قرار گرفته
فعاليت اين ژن با القاي بيماري افزايش ). Yu et al. 2001(است 

ها تشديد شده  يابد وگياهان تراريخته كه تظاهر اين ژن در آن مي
ت نشان زا مقاوم است در مقابل طيف وسيعي از عوامل بيماري

  .دهند مي
دهد كه نشان مي )الف - 3شكل( PR-1ژن  بيانبررسي الگوي 

ساعت پس از آلودگي القاء شده  12بيان اين ژن در رقم فلات در 
نسبت به  روز پس از آلودگي 3و در  يافتهو به تدريج افزايش 

. رسيده استبه حداكثر ميزان خود  برابر شده و 4حالت كنترل 
 در حاليكه .دار بودمعنيدرصد  5احتمال اين اختلاف در سطح 

ساعت بعد  3تر و در در رقم ونگشوباي خيلي سريع بيان اين ژن
تا  3و بعد از كاهش بيان در فاصله زماني  يافتهاز تلقيح افزايش 

  آلودگي پس از روز 3در  مجددا ساعت پس از آلودگي 72
  پروتئين ن اي .رسيده است  خود  يافته و به حداكثر مقدارافزايش 
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روزه پس  6هاي مورد بررسي در دوره نمودار روند تغييرات بيان ژن -3شكل 

 standardهاي رسم شده error barاز آلودگي با بيماري سپتوريوز برگي 

error دهدرا نشان مي.  
 

   Van Loon et باشند كه توسط  هايي مي پروتئين PR  اولين ها، 

al. (1970)  آلوده شده با ويروس موزاييك  وتونهاي ت گاز بر
  et al. (1993)اي كه توسطدر مطالعه. يافت شدند وتونت

Alexander د كه افزايش بيان ژن شمشخص  انجام شدPR-1  در
منجر به بالا بردن مقاومت گياه در مقابل دو پاتوژن قارچي  وتونت

Peronospora tabacina و Peronospora parasitica var. 

nicotianae ها با اثر مستقيمي كه بر روي اين پروتئين .شودمي
ها در گياه ميزبان جلوگيري ها دارند از رشد و گسترش آنپاتوژن

ساعت اول پس از  3اين ژن در  افزايش بيان سريع. كنندمي
از گسترش بيشتر نعت ب مماآلودگي در رقم ونگشوباي موج

د و بدين شزير روزنه ميپاتوژن و از بين رفتن آن در اتاقك 
 Buchel and(د شومقاوم ميشكل منجر به مقاومت در رقم 

Linthorst 1999 .( توالي بررسي بلاست نوكلئوتيدي نشان داد كه
هاي گزارش شده براي در هر دو رقم با توالي PR-1مربوط به ژن 

به ) Z21494.1(و جو  )HQ848391.1(در گندم نان  PR-1دو ژن 
  .شباهت دارد درصد 38و  درصد 84ترتيب به ميزان 

از طريق  كه باشندها ميپروتئين PRكيتينازها گروهي ديگر از 
هاي قارچ جلوگيري مياز رشد هيفتجزيه كيتين ديواره سلولي 

در شرايط آزمايشگاهي نشان داده شده است كه آنزيم كيتيناز . كنند
هاي قارچ از رشد آن جلوگيري تواند با ليز كردن نوك هيفمي
 .Caruso et alبه طور مثال ).Punja and Zhang 1993( كند

متعلق به ) wheatwin4تا  wheatwin1(چهار پروتئين  (2001)
هاي گندم جدا كردند و نشان دادند كه اين را از دانه PR -4گروه 

 هايي از قبيلعليه قارچ ها داراي فعاليت ضد قارچي پروتئين
Botrytis cinerea ،Fusarium culmurum ،Fusarium 

graminearum در اين تحقيق مشخص شد كه بيان ژن  .باشند مي
ساعت پس از آلودگي القاء شده و  3كيتيناز در رقم ونگشوباي در 

برابر  دونسبت به حالت كنترل ساعت پس از آلودگي  12در 
رسيده است كه اين كثر ميزان بيان خود به حداافزايش يافته و 

در . باشددار ميمعني يك درصدافزايش بيان در سطح احتمال 
ساعت  72حاليكه حداكثر ميزان بيان اين ژن در رقم فلات در 

بنابراين افزايش سطح تظاهر ). ب - 3شكل(است پس از آلودگي 
 فاصله  در   ميزان  نظر  از  و  تاخير  در رقم حساس باژن كيتيناز 
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  توالي نوكلئوتيدي مربوط به هر ژن پس از حذف توالي پلاسميد -2جدول 

شباهت دو رقم توالي نوكلئوتيدي نمونه  رديف
 )درصد(

1 ChitinaseII-F TCCGGGTATGGTGTCATCACCAACGTCATCAACGGCGGGATCGAATGCG

GCATGGGGCAGAACGACAAGGTGGCGGATCGGATCGGGTTCTACAAGCG

CTATTGTGACATCTTCGGCATCG 

 

2/99 

ChitinaseII-W CCCGGGTATGGTGTCATCACCAACGTCATCAACGGCGGGATCGAGTGCG

GCATGGGGCAGAACGACAAGGTGGCCGATCGGATCGGGTTCTACAAGCG

CTATTGTGACATCTTCGGCATCG 

 

 

2 Peroxidase-F CCAGCACGACACGTGAATGAATAAGGCCACAGAACCAGTGGCCAATATA

AATACCAGCTCTAGAAAACGTGTATTTTATGTACGAGCAGCAGCAAATCA

TG 

 

7/32 

Peroxidase-W TATGATTTGCTGCTGCTCGTACATAAAATACACGTTTTCTAGAGCTGGTAT

TTATATTGGCCACTGGTTCTGTGGCCTTATTCATTCACGTGTCGTGCTGG 

 

 

3 PR-1-Falat CTCGAGTTTTTCAGCAGATCCGCGGGAATATCATTGGACAGAAACCATAC

TAACTGTGATGCACGTCTTCGCAGTACATACATGCATACATACATCTAGT

CTTTCGTCCCTAATCGCATG 

 

5/97 

PR-1-W GCTCGAGTTTTCAGCAGATCCGCGGGAATATCATTGGACAGAAACCATAC

TAACTGTGATGCACGCCTTCGCAGTACATACATGCATACATACATCTAGT

CTTTCGTCCCTAATCGCATG 

 

 

4 PIS-Falat GGGCCCTGCAAGAAGTACTGATCGGCTCATGCCAGCATGATATGTTCCGC

CTAAAATGAAATAAAAGCTCAGACGAGATGAGCAGCGTCATCGTGCCTA

TGCGTGT 

 

6/92 

PIS-W GCCCTGCAAGAAGTACTGATCGGTTCATGCCGGCATATGATATGTTCCGC

CTAAAATTAAATAAAAGCTCGGACGAGATGAGCAGCGTCATCGTGCCTA

TGCGTGT 

 

 

5 TLP-F CGCGGTGCGACGTATAGAGGCTTCATGGACAGAAGGTGATCTGGTAGTT

ATTATTGCCACTGCAGGCGTGTGTGGCGACGTCGTTGGGGTGTTGGTAGG

CTTGCGGC 

 

9/36 

TLP-W GCCGCAAGCCTACCAACACCCCAACGACGTCGCCACACACGCCTGCAGT

GGCAATAATAACTACCAGATCACCTTCCGTCCATGAAGCCTCTATACGTG

GCACCGCG 

 

 

F( رقم فلات،  W( رقم ونگشوبايي  
  

. تر از رقم مقاوم استپايين ساعت پس از آلودگي 72تا  3زماني 
باعث تجزيه سريع كيتين  بيان زود هنگام اين ژن در رقم مقاوم

ديواره سلولي قارچ شده و از طريق جلوگيري از رشد پاتوژن در 
برگ و ايجاد اليگومرهاي كيتين به عنوان اليسيتورهاي مزوفيل 

 هاي مرتبط با دفاعهاي دفاعي از قبيل بيان ژنمحرك مكانيسم
)Sharma et al. 2001(، تواند در ايجاد مقاومت در رقم مي

بر اساس نتايج بلاست . نقش موثري داشته باشد يونگشوباي
نوكلئوتيدي، توالي مربوط به ژن كيتيناز در هر دو رقم فلات و 
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در گياه گندم،  IIبا ژن كيتيناز  درصد 78ونگشوباي داراي شباهت 
  .بود AB029935.1با شماره دسترسي 

در اثر آلودگي گندم با بيماري سپتوريوز برگي ميزان بيان ژن كد 
ساعت پس از  6در رقم مقاوم در كننده آنزيم بازدارنده پروتئاز 

در  ن دادنشا داريآلودگي نسبت به حالت كنترل افزايش معني
 72و 24و در  حاليكه در رقم حساس اين افزايش بيان با تاخير

 هااين پروتئين). ج - 3شكل(ساعت پس از آلودگي اتفاق افتاد 
هاي پايداري با مكان فعال پروتئازهاي هدف ايجاد كرده كمپلكس

ها و در نهايت باعث و باعث بلوكه شدن و تغيير اين مكان
كاهش توانايي با ها خواهند شد و زيمجلوگيري از فعاليت اين آن

هاي پاتوژن در بدست آوردن مواد غذايي از طريق هضم پروتئين
در دفاع  ،ميزبان و محدوديت در ترشح تعدادي از آمينواسيدها

بر اساس نتايج  .)Habib and Fazili 2007( نقش دارندگياه 
بلاست نوكلئوتيدي مشخص شد كه توالي مربوط به ژن كد كننده 
پروتئين بازدارنده آنزيم پروتئاز هم در رقم فلات و هم در رقم 

با توالي ژن بازدارنده آنزيم  صد درصدونگشوباي داراي شباهت 
-مي )Z48729.1(با شماره دسترسي ) Bsi1(پروتئاز در گياه جو 

  .باشد
روزه  6بررسي نمودار الگوي بياني ژن پراكسيداز در طي دوره 

دهد سطح بيان اين ژن در نشان مي) د -3شكل(پس از آلودگي 
داري ساعت پس از آلودگي بطور معني 6رقم ونگشوبايي در 

)05/0 P≤ ( 24ولي در رقم فلات بيان اين ژن در افزايش يافته 
با توجه به القاء  .ساعت پس از آلودگي به حداكثر رسيده است

رقم مقاوم  حالت كنترل سريع و بيان بالاي اين ژن در
توان چنين نتيجه مي) فلات(نسبت به رقم حساس ) ونگشوبايي(

. باشدهاي مرتبط با مقاومت دخيل ميگرفت كه اين ژن در واكنش
وريكه افزايش بيان اين ژن در رقم مقاوم در توليد سريع به ط
هاي شود مكانيسممي باعثهاي فعال اكسيژن موثر است و گونه

ايجاد مقاومت به مرتبط با دفاع سريعا در رقم مقاوم فعال شده و 
همچنين اين ژن  ).Kotchoni and Gachomo 2006( دشومنجر 

ث استحكام ديواره سلولي از تواند با افزايش بيان موثر خود باعمي
طريق رسوب مواد مورد نياز براي فرايند چوبي شدن و برقراري 

و در نتيجه موجب افزايش  دها شوپيوندهاي عرضي پلي ساكاريد
مقاومت گياهان با ساخت يك سد ديواره سلولي خواهند شد كه 

 ).Yoshida et al. 2003( دشها ميمانع نفوذ پاتوژن و انتشار آن
لي مربوط به ژن پراكسيداز در هر دو رقم فلات و ونگشوباي توا

در گندم نان با شماره  IIIبا ژن پراكسيداز متعلق به خانواده 
 Iمتعلق به خانواده  POX1و ژن  )EU595578.1(دسترسي 

با شماره دسترسي  Triticum monococcumپراكسيدازها در 
)AY857755.1 (در رقم ميزان شباهت آن . شباهت نشان داد

 97و 98درصد و در رقم ونگشوباي  98و  99فلات به ترتيب 
  .درصد بود
كيلو دالتون وزن  30تا  15هاي شبه تئوماتين در حدود پروتئين

هاي شيرين داشته و به دليل شباهت توالي آمينواسيدي با پروتئين
به اين  Thaumatococcusمزه تئوماتين ميوه گياهان قطبي جنس 

اولين مدرك مبني  .)Velazhan et al. 1999( شوندنام خوانده مي
هاي شبه تئوماتين در گياهان  وجود فعاليت ضد قارچي پروتئين بر

 Robert and( بذر ذرت بدست آمد با شناسايي زئوماتين در

Selitrennikoff 1990( .هاي شبه تئوماتين در  توليد پروتئين
به ميزان زيادي هاي ميكروبي  گياهان مختلف در پاسخ به آلودگي

دو   Saaedi (1385)به طور مثال. مورد مطالعه قرار گرفته است
 cDNA )tlp-3  وtlp-4 (هاي شبه تئوماتين را در  مربوط به پروتئين

هاي اين ژن ،گياه يونجه يكساله رديابي نمود و بعد از جداسازي
كرد و مشخص شد كه  كلون E.coliداخل باكتري  پروتئين رادو 

هاي بيماريزا  هاي توليدي توسط اين دو ژن از رشد قارچ پروتئين
 Fusarium و  Rizoctonia solani،Altenaria alternateاز قبيل 

graminearum نشان مي اين تحقيق نيز نتايج .كند جلوگيري مي-

-در اثر بيماري سپتوريوز برگي افزايش مي TLPدهد كه بيان ژن 

در رقم  TLPكد كننده  بيان ژن )ه -3شكل(با توجه به  .يابد
-بطور معني ساعت پس از آلودگي 72و  24حساس در دو زمان 

 3در هر دو رقم در يافته و  افزايش داري نسبت به كنترل خود
اگرچه . ميزان خود رسيده است حداكثر به روز پس از آلودگي

در رقم مقاوم با تاخير نسبت به رقم حساس و فقط  TLPبيان ژن 
در  يابد ولي بيان آناز آلودگي افزايش مي روز پس 3در زمان 

هاي پس از آلودگي بالاتر از رقم فلات در همه زمان حالت كنترل،
ها در گياه به واسطه فعاليت بتا در واقع تجمع اين پروتئين. است

گلوكانازي كه دارند باعث هضم ديواره سلولي قارچ شده و  3و1
 درون قارچ   هايفهي  از اين طريق از رشد و شاخه شاخه شدن
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نتايج بلاست  ).Liu et al. 2010( كندسلول ميزبان جلوگيري مي

نوكلئوتيدي نشان داد كه اين توالي در هر دو رقم فلات و 
هاي پروتئين 5ونگشوبايي با دو ژن تئوماتين متعلق به گروه 

مرتبط با بيماريزايي در گندم و جو به ترتيب با شماره دسترسي 
)X58394.1 ( و)AY839293.1 (ميزان شباهت با . شباهت دارد

  ..بود درصد 99 و درصد صداين دو ژن به ترتيب 
ها در اكثريت ژنبيان اين بنابراين نتايج اين تحقيق نشان داد كه 

بالاتر از رقم صرف نظر از حالت تنش در رقم مقاوم  هازمان
ر ها در رقم مقاوم دهمچنين سطح بيان اين ژن. باشدحساس مي

تر افزايش اثر بيماري سپتوريوز برگي نسبت به حالت كنترل سريع
رود نه تنها بالا بودن سطح بيان يابد و بر اين اساس تصور ميمي

هاي مرتبط با دفاع در ايجاد مقاومت تاثير دارد بلكه زمان القاء ژن
بنابراين با توجه به . باشدبيان نيز از اهميت بالايي برخوردار مي

توان چنين نتيجه گرفت كه ين تحقيق و تحقيقات مشابه مينتايج ا
هاي اصلي ايجاد كننده مقاومت توانند در كنار ژنها مياين ژن

)STB( باعث تشديد، حفظ و بهبود مقاومت در گندم در مقابله ،
 .ها از جمله بيماري سپتوريوز برگي شوندبا بيماري

  تشكر و قدرداني 
دانشكده كشاورزي  بيوتكنولوژياز تمامي پرسنل آزمايشگاه 

دانشگاه شهركرد و پژوهشكده بيوتكنولوژي كرج كمال تشكر را 
  .دارم
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