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 Sclerotiumزاد با قارچ خاک از حبوبات غنی از پروتئين است که در اثر بيماری يکیلوبيا، 

rolfsii ،زراعت لوبيا در گيلان، عمدتاً به  .شود دچار پوسيدگی طوقه و کاهش شديد عملکرد می

ای بر روی دانه، های قرمز و سرمه کشت بهاره و تابستانه نوعی لوبيای محلی پاکوتاه با رگه

-تحت آلوده S. rolfsiiزاترين جدايه لاين انتخابی لوبيا محلی گيلان، با بيماری 31. اختصاص دارد

و صفات مورفولوژيک مرتبط ( DSI)اری شاخص شدت بيم. سازی مصنوعی در گلخانه قرار گرفتند

پيوسته با مقاومت به بيماری  SCARنشانگر اختصاصی  8از . گيری شدندبا واکنش به قارچ اندازه

، (Chiti)تغييرات بيان سه ژن دفاعی کيتيناز . قارچی لوبيا نيز برای ارزيابی تکميلی استفاده شد

های منتخب از  در لاين RT-PCRبا کمک ( PAL)از آمونيا لي آلانينو فنيل( ChI)چالکون ايزومراز 

مصنوعی  سازیروز پس از آلوده 6و  4، 2های مقاوم، متحمل و حسّاس، با فواصل  هر يک از گروه

ها با استفاده از  های آماری و غربالگری ژنوتيپ بررسی. مورد ارزيابی قرار گرفت S. rolfsiiبا قارچ 

متحمل و  29مقاوم،  9ها و شناسايی ، منجر به تفکيک ژنوتيپSCARهای گلخانه و نشانگرهای داده

با افزايش تدريجی بيان در  Chitiنتايج نشان داد، ژن . دشژنوتيپ کاملاً حساس  8نيمه حساس و 

ها  های مقاوم و متحمل، روند مشابهی داشت، هرچند که ميزان بيان در مقاومطی زمان در لاين

های مقاوم روند افزايشی نيز در ژنوتيپ PALو  ChIهای يان ژنباگرچه . ها بود بيش از متحمل

تواند عامل  می Chitiلذا ژن  .نبود Chitiژن داشت، ولی تغييرات بيان با گذشت زمان مانند روند 

   .در لوبيا محلی گيلان باشد S. rolfsiiاصلی مقاومت به قارچ 
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منبع اصلی پروتئین، کربوهیدرات ( .Phaseolus vulgaris L) لوبیا

ترین حبوبات برای  همین دلیل یکی از مهم و آهن است و به

عنوان یک  چنین لوبیا به هم. مصرف انسان در سراسر جهان است

های سازگار با نیتروژن، نقش کننده نیتروژن به کمک باکتریتثبیت

 Gepts et al. 2008, Schmutz et)مهمی در کشاورزی پایدار دارد 

al. 2014) . ،بخش اعظم سطح زیر کشت لوبیا در استان گیلان

 7حدود )و تابستانه ( هزار هکتار 11حدود )عمدتاً به کشت بهاره 

با نام  "لوبیا پاکوتاه"نوعی لوبیای محلی، معروف به ( هزار هکتار

 آناهمیت اقتصادی کشت اختصاص دارد که  "پاچ باقلا"محلی 

های اندك تولید، میزان تولید و عملکرد قابل قبول و به هزینه

دو . (Ghanbari et al. 2011)است قیمت مناسب فروش 

های قرمز و غالب از این لوبیا با رگه( landrace)پلاسم محلی  ژرم

های زراعی آنها از غرب وجود دارد که اکوتیپ( مشکی)ای سرمه

 .  اندتا شرق گیلان پراکنده

زای لوبیا، یکی از علل اصلی کاهش عملکرد تعدد عوامل بیماری

 Pastor-Corrales and) در بسیاری از مناطق کشت حبوبات است

Schwartz 1994.) زیزای خاكقارچ بیماری Sac. Sclerotium 

rolfsii  گسترده در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری با پراکنش

دامنه وسیعی از  دربیماری پوسیدگی ریشه و طوقه  عامل جهان،

پوسیدگی . (Eslami et al. 2013) شود محصولات کشاورزی می

یک ( Southern Blight)یا سوختگی جنوبی ( Collar Rot)طوقه 

بیماری جدّی در لوبیا است که دما و رطوبت بالا در مناطق آلوده 

رت یک مزرعه در این وضعیت، خسا. به نفع توسعه بیماری است

درصد یا حتی بیشتر خواهد بود و حتی در  33طور متوسط  لوبیا به

شود، مزارع لوبیا های بارانی که اقدامات پیشگیرانه انجام نمیدوره

 .Oliveira et al. 2005،Kator et al)بینند درصد زیان می 133تا 

ثرترین روش برای کنترل و ؤاستفاده از ارقام مقاوم، م(. 2015

ود کردن تلفات بیماری پوسیدگی طوقه و کاهش خطرات محد

متاسفانه، (. Castaño et al. 2005)گیری است ناشی از همه

-های تجاری لوبیا که در بسیاری از مناطق تولید کشت میواریته

زا ریشه شوند، سطح بالایی از تحمل در برابر عوامل غالب بیماری

های با توجه به محدودیت. (Abawi et al. 2011) اندنشان نداده

، در گلخانه فنوتیپیو غربالگری ارزیابی مقاومت به بیماری 

 مفیدی برای ، ابزارDNAاستفاده از نشانگرهای اختصاصی 

 و ارزیابی کاهش زمان سبب هستند که مقاوم هایژنوتیپ انتخاب

مرتبط  SCARsدر لوبیا، چندین . شوند می انتخاب دقت افزایش

 Vallejo and Kelly)های مقاومت در برابر بیماری آنتراکنوز با ژن

 ،(Naderpour et al. 2010)بیماری ویروسی موزاییک  ،(2008

و زنگ لوبیا ( Soule et al. 2011)بیماری قارچی کپک سفید 

(Melmaiee et al. 2013 ) اندشدهو معرفی با موفقیت شناسایی .

دفاعی  هایمکانیسم به مربوطمطالعات  از از سوی دیگر، بسیاری

 مطالعات .است ها استوارژن بیان ها، بر سنجش میزانو تنش

در  تنش بهپاسخ  از بهتری درك به ارائه مربوط به ترانسکریپتوم

اعلام  Slusarenkoو   Collinge(1987). نموده است گیاهان کمک

آلانین آمونیا لیاز های فنیلنمودند که فعالیت هماهنگ آنزیم

(PAL ) و چالکون سینتاز(ChS ) در لوبیا، سبب القای مقاومت در

یک آنزیم کلیدی در   PAL.شودهای گیاهی می برابر حمله قارچ

های شدن است که سنتز آن توسط محرك واکنش گیاهان به زخمی

شود، در حالی که فعالیت آنزیم چالکون  القا میChS هماهنگ با 

، ممکن ChSو   PAL، به شرط فعالیت حداکثری(ChI) ایزومراز

البته بسته به تفاوت ارقام لوبیا، ممکن  .است به اوج خود برسد

های مذکور وجود داشته هایی نیز در فعالیت آنزیماست تفاوت

توسط یک ژن ساختاری رمزگذاری  ChIرسد که نظر می به. باشد

، (ژن 0حداقل )  ChSو (ژن 3حداقل ) PAL که شود، در حالیمی

رسد مقاومت نظر می های چند ژنی هستند و بهاعضای خانواده

های  حمله قارچها در برابر القایی ناشی از عملکرد این آنزیم

نشان داده  et al. Dixon(2002) مطالعات. گیاهی متفاوت است

عنوان  ممکن است به های مسیر فنیل پروپانوئیداست که فرآورده

های های سیگنالینگ، نقش مهمی را در رشد و سیستممولکول

توانند همپوشانی ها میهمچنین این نقش. دفاعی گیاهان ایفا کنند

ای که ممکن است بر فرآیندهای اصلاح گونه داشته باشند، به

 .تأثیر بگذارند گیاهی ژنتیکی برای بهبود مقاومت در برابر بیماری

ای از فعالیت ضد  بسیاری از فنیل پروپانوئیدها طیف گسترده

میکروبی دارند و بنابراین اعتقاد بر این است که به گیاه در مبارزه 

آلانین چالکون ایزومراز و فنیل .کنندبا بیماری میکروبی کمک می

. ثر در بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها هستندؤدو آنزیم م ،آمونیا لیاز

نیز  هافیتوالکسین et al. Whitehead(1982) هاییافتهطبق 
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پروپانوئیدی در لوبیا  فنیل از مسیر تولیدی ایزوفلاوونوئیدها

. شوندهای قارچ در گیاه می هستند که مانع گسترش میسیلوم

، شواهد .Fontenelle et al(2016) تحقیقاتعلاوه بر این، طبق 

زیادی از نقش کیتینازها در دفاع گیاهان برابر امراض قارچی 

وجود دارد که بر پایه افزایش چشمگیر و سریع سطح فعالیت 

حساّسیت در طول مقاومت القایی گیاه های فوقآنزیم در واکنش

فعالیت ضد قارچی هستند و اجزای  کیتینازها دارای. میزبان است

 .کنندها را تخریب میدیواره سلولی قارچ

فنیل آلانین  های ژن بیان الگوی تغییرات حاضر، مطالعه در

 در و (Chiti)کیتیناز و ( ChI)چالکون ایزومراز  ،(PAL)آمونیالیاز 

پوسیدگی طوقه  بیماری قارچ با آلودگی از پس های مختلفزمان

شامل دو ژنوتیپ از سه گروه حساس، متحمل )ژنوتیپ  شش در

 شد بررسی Real-Time PCRروش  لوبیا به در بیماری به مقاوم و

 مورد برداری، نسخه سطح در قارچی آلودگی به گیاه واکنش تا

 .گیرد قرار ارزیابی

 

ژنوتیپ برتر لوبیا پاکوتاه  33مواد گیاهی این تحقیق عبارتند از 

 .Gholami et al)اند گیلان که قبلاً غربال و انتخاب شدهمحلی 

لاین انتخابی در قالب طرح  33ای با آزمایش گلخانه(. 2020

تکرار و یک شاهد به ازای هر لاین  3آماری کاملاً تصادفی با 

بذور هر لاین پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت . انجام شد

ضدعفونی شده با  های حاوی خاك ، در گلدانیک درصدسدیم 

و در گلخانه ( Oever et al. 1982)گاز متیل بروماید کشت شدند 

گراد و  درجه سانتی 22تحقیقاتی با تنظیم دمای شبانه روز روی 

 .Sennoi et al) درصد، استقرار یافتند 73رطوبت نسبی روی 

2012.)  

های انتخابی با  سازی مصنوعی و یکنواخت لاینآلوده

از که قبلاً  Sclerotium rolfsiiزاترین جدایه قارچ خاکزاد  بیماری

شناسایی و  et al.  Erikilic(2006) جدایه قارچ به روش 22بین 

پس از کشت قارچ . دشانجام ، (Eslami 2013)معرفی شده بود 

S. rolfsii  روی محیطPDA از کالچر، سازی آن با ساب و خالص

سازی مصنوعی در  آلودهقارچ تکثیر شده بر روی بستر ارزن برای 

ارزیابی بیماری به . شد مرحله ظهور کامل سه برگچه اول استفاده

 (.Castellanos et al. 2015) دشانجام CIAT معرفی شده  روش

های حساس، متحمل و مقاوم نسبت به قارچ مذکور بر ژنوتیپ

بندی شدت بیماری و ارزیابی کمّی صفات اساس روش درجه

نسبت تعداد گیاهان سالم باقیمانده به کل : مورفولوژیک شامل

گیاهان کشت شده در گلدان، کل خسارت وارده به گیاهان هر 

، طول زخم در Fery and Dukes(2011)گلدان بر مبنای روش 

ناحیه طوقه، ارتفاع گیاه، وزن تر و خشک اندام هوایی، تفکیک 

-سازی طوقه گیاهچه روز پس از آلوده 14ب که یبه این ترت. ندشد

 3و توسعه بیماری در ساقه، طی  S.rolfsiiها با قارچ خاکزاد 

گیری طول زخم، شمارش تعداد مرحله با فاصله یک هفته با اندازه

گیاهان بیمار و تعیین نسبت گیاهان سالم به کل و نیز محاسبه 

 Fery( 2011) هر گلدان به روشمجموع درصد خسارت وارده به 

and Dukes  مرحله )سازی روز پس از آلوده 22انجام شد و

-، ارتفاع گیاه، وزن تر و وزن خشک اندام هوایی گیاه، اندازه(سوم

بندی شدت بیماری و تعیین مقیاس. (Eslami 2013)گیری شدند 

، 2 تا 1 با مقیاسدرصد خسارت با ثبت علایم بیماری روی گیاه 

چنین شاخص هم. انجام شد Fery and Dukes( 2011)به روش 

 =DSIبرای هر ژنوتیپ از طریق فرمول  (DSI) شدت بیماری

£NW/T  محاسبه شد(Erikilic et al. 2006 ) که اجزای آن

درجه شدت =  W ،Wتعداد گیاه دارای شاخص = N: عبارتند از

از ساقه سالم بدون علایم زخم تا پژمردگی  2تا  1)بیماری گیاه 

پس از . تعداد کل گیاهان هر ژنوتیپ=  T، (کامل و مرگ گیاه

تعیین مقدار شاخص شدت بیماری برای هر ژنوتیپ، مقاومت 

های انتخابی لوبیا بر اساس مقادیر شاخص شدت بیماری ژنوتیپ

، گیاه 3-2که عبارتند از گیاه مقاوم  et al.  Farooq(2011)به 

و گیاه فوق  3-2، گیاه حساس 2-3( مقاومت متوسط)متحمل 

 . باشد، تعیین شد می 2حساس 

برای مطالعات تکمیلی، از ارزیابی مولکولی مقاومت در برابر 

لاین انتخابی لوبیا پاکوتاه  33غربالگری بیماری پوسیدگی طوقه و 

، Phsشامل  SCARر اختصاصی نشانگ 2محلی گیلان به کمک 
SAU5 ،SS18 ،SF13R10 ،SMe1Em5 ،SF12R9 ،SF6Em3  و

SF18R7 ها با بیماری کپک قارچی لوبیا گزارش  که پیوستگی آن

 (.Gholami et al. 2020)د ششده بود، استفاده 

  ها مواد و روش
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لاین لوبیا  0های  سازی مصنوعی گیاهچهبلافاصله قبل از آلوده

ژنوتیپ منتخب از هر گروه حساّس، متحمل و  2)محلی گیلان 

 پس روز 0و  4، 2و S. rolfsii با مقدار مشخص از قارچ ( مقاوم

ترین محل به موضع درگیر با  نزدیکاز  کل RNA ؛آلودگی از

و نیز محل مشابه در  ژنوتیپ هراز  آلوده گیاهانبیماری در 

 .شد استخراج Trizol از استفاده با( بدون آلودگی)گیاهان شاهد 

و تعیین غلظت آن با دستگاه نانودراپ و  RNAسنجی کمیت

با استفاده از الکتروفورز بر روی ژل آگارز  RNA سنجیکیفیت

کردن غلظت  یکسان و سازیرقیق از پس. شدانجام  درصد 2/3

ای طبق تک رشته cDNA، ساخت RNAهای کلیه نمونه

در این تحقیق از سه آغازگر . دستورالعمل کیت فرمنتاز انجام شد

 .S)مرتبط با واکنش دفاعی گیاه لوبیا در مقابل قارچ عامل بیماری 

rolfsii )هایژنوتیپ در ها آن بیان میزان که هاییژن. استفاده شد 

 کدکننده ژنهای شامل قرارگرفتند، مقایسه مورد نظر مورد

عبارتند از کیتیناز  بیماریمقاومت به  با مرتبطدفاعی  های پروتئین

(Chiti) چالکون ایزومراز ،(ChI )آمونیا لیاز آلانینو فنیل(PAL-3 )

-Realآغازگرهای الیگونوکلئوتیدی برای انجام واکنش . بودند

Time PCR های لوبیا از مقالات های موجود ژنبر اساس توالی

جدول )شناسایی و انتخاب شدند  NCBIو در سایت استخراج 

صحت عملکرد آغازگرهای انتخابی از لحاظ عدم اتصال غیر (. 1

 NCBIدر سایت  Primer Blastاختصاصی، با استفاده از 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast ) بر روی

شرکت توسط آغازگرها  سنتز. ژنوم لوبیا مورد بررسی قرار گرفت

  .انجام شد ایران-سیناژن

در . انجام شد PCRها با استفاده از واکنش کمّی بررسی بیان ژن

شامل کلرید ( Master Mix)از یک مخلوط پایه  PCRواکنش 

 Real-Time PCRواکنش. استفاده شد Tagو آنزیم  dNTPمنیزیم، 

میکرولیتر  1میکرولیتر پرایمر رفت،  1)میکرولیتر  23در حجم  

 cDNAمیکرولیتر  Master Mix  ،1میکرولیتر  4یمر برگشت، پرا

 Sybrمیکرولیتر مخلوط  DEPC) ،13میکرولیتر آب  13و 

Green- ،میکرولیتر محصول  1نانومول آغازگر و  333دو برابر

RT (Reverse Transcription ) پس از تهیه . شدرقیق شده انجام

طبق برنامه دمایی و با توجه به تعیین   RT-PCRحجم، واکنش

تعداد چرخه حرارتی و . ترین دمای بازچسبی انجام شدمناسب

آغاز  (1: )مدت زمان هر چرخه حرارتی عبارت بود از

( 2)دقیقه،  4گراد در  درجه سانتی 94سازی با  واسرشته

اتصال با ( 3)ثانیه،  33گراد در  درجه سانتی 94سازی با  واسرشته

درجه  72ثانیه و طویل شدن با  33گراد در درجه سانتی 29

ها فوق به در ارزیابی بیان ژن .ثانیه انجام شد 42گراد در سانتی

استفاده  Bio-Rad iQ5کمّی، از دستگاه  RT-PCRکمک واکنش 

. انجام شد( گلدان)برای هر ژن از هر گیاه زیستی سه تکرار . شد

 انجام آزمایشگاهی تکرار ود زیستی و تکرار سه در آزمایش این

 از، هدف هایژن بیان نسبی تعیین میزان و تصحیحبرای  .گرفت

 استفاده( House-keeping)دار عنوان ژن خانهبه( Actin)اکتین  ژن

 .دش

 

 
 قارچی پوسیدگی طوقههای درگیر در دفاع در برابر بیماری کد شناسایی و توالی آغازگرهای ژن -1جدول 

 کد بانک ژن (R)و برگشت ( F)های رفت توالی نام ژن

Chitinase (F) 5´-ATTGTTGTGCCAATCCCTTT -3´ 
® 5´-CACCGCCATACAGTTCAAAA -3´ 

X57187.1 

ChI 
(F) 5′-TCATTTCAGGACCCTTTGAA-3′ 

® 5′-CAACTTTAGTGAGAAGAAAGAGAGAAA-3′ X16470.1 

PAL-3 (F) 5´- GACACACAAGTTGAAGCACCA -3´ 

® 5´-TGCAGCTTCTTAGCATCCTTC -3´ 
M11939.1 

Actin (F) 5´- TGCATACGTTGGTGATGAGG -3´ 
® 5´-AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG -3´ 

P53496.1 

 Oliveira et al. 2015: منبع
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افزار نرمهای کمّی گلخانه به کمک برای تجزیه واریانس داده

 Principal)های اصلی لفهؤو برای تجزیه به م SAS 9.4آماری 

Components)کمّی  صفات نشانگرهای مولکولی و رابطه ، تعیین

ای به روش و تجزیه خوشه م،گا به گام رگرسیون روش به گلخانه

UPGMA ،افزار نرم ازSPSS Ver:17 برای بررسی بیان  .شد استفاده

 منظور به غلظت هایسری ازهای مورد مطالعه، هر یک از ژن

 تجزیهشد و  استفاده پلیمراز هایزنجیره واکنش راندمان کنترل

 به کمک (Ratio)بیان ژن و محاسبه نرخ بیان هر ژن  یهاداده

 مورد هایژن محاسبه نرخ بیان از پس .انجام شد REST افزارنرم

2نمونه به کمک فرمول  هر برای مطالعه
-ΔΔCt، معیار  انحراف

 به دست آمده برای نتایج نهایت از در و محاسبه گردید هاداده

 به کمک( روز 0و  4، 2)آلودگی  از روزهای پس بین مقایسه

برای  .استفاده شد شاهد گیاه با شده تیمار گیاه در t آزمون

 .استفاده شد Excelافزار از نرم t-Testو  STDEV محاسبه

ΔΔCt = ΔCt (شاهد) – ΔCt (تیمار)  

ΔCt (شاهد)  = Ct (شاهد/ ژن هدف) – Ct (شاهد/ دارژن خانه)  

ΔCt (تیمار)  = Ct (تیمار/ ژن هدف) – Ct (تیمار/ دارژن خانه)  

 

سازی مصنوعی و تحلیل واکنش فنوتیپی مواد گیاهی به آلوده

 :با مقاومت به بیماری SCARپیوستگی نشانگرهای 

های های موفولوژیک نشان داد بین لاینتجزیه واریانس داده

انتخابی از نظر طول زخم و نیز مجموع درصد آلودگی هر گلدان، 

داری وجود برداری اول و دوم، اختلاف معنیدر دو یادداشت

نسبت گیاهان سالم به کل گیاهان هر گلدان فقط در . داشت

توجه به با . داری داشتندبرداری اول، با هم اختلاف معنییادداشت

شامل )برداری گیری شده در مرحله سوم یادداشتصفات اندازه

، نتایج نشان داد که (ارتفاع گیاه و وزن تر و خشک اندام هوایی

های انتخابی لوبیا از نظر هر سه صفت، اختلاف بین لاین

نتایج ارایه نشده )وجود داشتند ( یک درصدبا احتمال )داری  معنی

سازی روز پس از آلوده 14ای طول زخم، همقایسه میانگین(. است

با  2نشان داد، لاین ( پنج درصدبا احتمال ) LSDبه روش 

ترین لاین در این ، حساس(مترمیلی 17/24)بیشترین طول زخم 

سازی نیز روز پس از آلوده 21های مقایسه میانگین. بودمرحله 

، از (متر میلی 313/0)با کمترین طول زخم  2نشان داد که لاین 

 993/23)با بیشترین طول زخم  2های مقاوم و لاین ژنوتیپ

های حساس به بیماری لایندر مرحله دوم، از جمله ( متر لیمی

های از نظر نسبت گیاهان سالم به کل نیز مقایسه میانگین. بودند

-، از حساس(23/3) 2سازی نشان داد لاین  روز پس از آلوده 14

سازی روز پس از آلوده 21ها در میانگینمقایسه . ها بودترین لاین

با کمترین نسبت گیاهان سالم به کل  2نیز نشان داد که لاین 

. شودارزیابی می ترین لاینهمچنان به عنوان حساس( 207/3)

-روز پس از آلوده 14های درصد خسارت گلدان  مقایسه میانگین

گلدان با بیشترین درصد خسارت  2سازی نشانگر آن بود که لاین 

ازجمله )البته هشت ژنوتیپ . ترین ژنوتیپ بودحساس( 233)

های مقاوم یا  درصد، در گروه لاین 22با خسارت ( 2لاین شماره 

روز پس از  21ها در مقایسه میانگین. متحمل قرار گرفتند

درصد خسارت جزو  22با  2سازی هم نشان داد که لاین  آلوده

یشترین میانگین کل درصد ب. شودهای مقاوم محسوب می ژنوتیپ

های  ترتیب برای لاین های هر گلدان، بهخسارات وارده به گیاهچه

 33/233) 23و ( درصد 33/233) 2، (درصد 33/222) 11حساس 

های متحمل به بیماری از نظر این لاین. دست آمد به( درصد

که میانگین کل  21و  12های خصوصیت عبارت بودند از لاین

. دشدرصد برآورد  33/22ها،  گلدان در آندرصد خسارت هر 

های تفاوت ارتفاع گیاهان آلوده نسبت به شاهد، مقایسه میانگین

( مترسانتی 33/29) 2سازی نشان داد که لاین روز پس از آلوده 22

از نظر تفاوت وزن . شودهای حساس ارزیابی میاز جمله لاین

ها نشان ه میانگینخشک اندام هوایی گیاهان آلوده از شاهد، مقایس

با کمترین مقدار تفاوت ماده خشک اندام هوایی  2داد که لاین 

های مقاوم و جزو ژنوتیپ 20و به دنبال آن لاین ( گرم 143/3)

های از جمله لاین( گرم 202/3) 2و ( گرم 929/3) 24های لاین

نتایج ارایه نشده )شوند حساس در این ارزیابی محسوب می

های تحت بررسی از نظر بندی ژنوتیپگروهمنظور  به(. است

های لفهؤسازی مصنوعی، ابتدا به کمک تجزیه به مواکنش به آلوده

خصوصیت مورد بررسی در گلخانه به دو مولفه که  13اصلی، 

نتایج . درصد از تغییرات را توجیه نمودند، خلاصه شدند 44/97

  نتایج و بحث
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ه دو واره حاصل از ناحیه بیشترین فاصل نشان داد برش درخت

مقاوم -ها را در دو گروه حساس و متحملگروه متوالی، ژنوتیپ

به نحوی که در نمودار پراکنش بای پلات . نمایدبندی میتقسیم

بجز )های ناحیه سه و چهار دو مولفه اول نیز حضور لاین

بیشترین فاصله . موید این موضوع است( 24و  7های ژنوتیپ

(. 1شکل )است ( حساس) 2و ( مقاوم) 2مربوط به دو ژنوتیپ 

نشان داد که مقاومت  et al.  Miklas(2001) نتایج تحقیق

سازی مصنوعی در گلخانه، های آلودهفیزیولوژیکی در آزمایش

کانیسم ای است و هر دو مجزء جدایی ناپذیری از مقاومت مزرعه

فیزیولوژیکی و اجتناب از بیماری، در ایجاد مقاومت به بیماری 

محاسبه مقادیر شاخص شدت . قارچی لوبیا مشارکت دارند

برای سه  et al.  Erikilic(2006)نیز به روش ( DSI)بیماری 

سازی مصنوعی بر حسب مجموع درصدهای تکرار تحت آلوده

نتایج . دشدوم انجام  برداری اول ومیزان خسارت در دو یادداشت

 یکدار در سطح احتمال تجزیه واریانس حاکی از اختلاف معنی

 پنجدر سطح احتمال  LSDها به روش  درصد و مقایسه میانگین

برای  DSIحاکی از محاسبه کمترین مقدار ( 000جدول ) درصد

، 2و بیشترین مقدار شاخص مذکوربرای سه لاین ( 93/1) 2لاین 

بود که برحسب جدول تعیین سطوح مقاومت به ( 00/3)  23و  4

عنوان گیاه مقاوم و  ترتیب به به et al.  Farooq(2011)روش 

های  بر اساس این شاخص، ژنوتیپ. گیاهان حساس شناخته شدند

از جمله گیاهان متحمل با شاخص  33و  20، 17، 12، 13، 0، 1

ها  توان آن هستند که می 20/2و کمتر از  2شدت بیماری بیشتر از 

های  و سایر ژنوتیپ "نیمه مقاوم"بندی جدید را در یک تقسیم

با شاخص  27و  19، 12، 10، 12، 14، 7گروه متحمل مانند 

در . نامید "نیمه حساس"را  3و کمتر از  7/2بیماری بیشتر از 

های سه بندی میانگینای رتبهمجموع، بر اساس نتایج مقایسه

واره فیزیولوژیک و درخت-برداری صفات مورفویادداشتمرحله 

ای خصوصیات مذکور، و با لحاظ نمودن حاصل از تجزیه خوشه

 2های شماره  ، لاینDSIنتایج حاصل از مقایسات آماری شاخص 

های حساسیت و  عنوان شاخص ها به از گروه حساس 4و 

. شدندعنوان شاخص مقاومت شناسایی به 20و  2های شماره  لاین

در گروه  DSIلاین با مقادیر متفاوت خسارت و شاخص  19

عنوان به 12و  7های ها قرار گرفتند که البته ژنوتیپگیاهان متحمل

 . های شاخص تحمل شناسایی شدندلاین

 

 

 
 مورفولوژیک و نمودار بای پلات دو مولفه مذکورهای لفه اصلی دادهؤای دو مواره حاصل از تجزیه خوشهدرخت -1 شکل
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لوبیا محلی  های برترژنوتیپ نتایج ارزیابی مولکولی مقاومت

، (S. rolfsii)گیلان نسبت به بیماری قارچی پوسیدگی طوقه 

پیوسته با  SCARآغازگر نشانگرهای اختصاصی  2کمک  به

 SCARکه اگرچه تمام نشانگرهاینیز نشان داد  مقاومت به بیماری

بودند، اما کآرایی  (Pach-08) قادر به شناسایی ژنوتیپ مقاوم

بیشتر از بقیه نشانگرها بود  SAU5 و Phsنشانگرهای اختصاصی 

های حساس و متحمل  توانست ژنوتیپ  SMe1Em5و فقط نشانگر

گلدان در خسارت کل "جا که بین صفت از آن. را از هم جدا کند

 Phs ،SAU5 ،SF6EM3شامل  SCARو سه نشانگر  "اُم21روز 

شود که بینی میداری وجود داشت، پیشرگرسیونی معنی رابطه

انتخاب غیرمستقیم برای مقاومت در برابر بیماری پوسیدگی طوقه 

 مذکور تواند از طریق سه نشانگردر لوبیای پاکوتاه گیلان می

  (.Gholami et al. 2020)دست آید  هب

ها سازی مصنوعی ژنوتیپدست آمده از آلوده با توجه به نتایج به

و نیز ( DSI)در گلخانه و محاسبه شاخص شدت بیماری 

گیری صفات مورفولوژیک مرتبط با واکنش گیاهان در برابر  اندازه

، و نیز حسب (مانند طول زخم و غیره)زای قارچی بیماریعامل 

ها با استفاده  بندی ژنوتیپگروه( درصد 23بیش از )تطابق نسبی 

ها؛ ای داده های خوشه های حاصل از تجزیهوارهاز درخت

بندی ها به سه گروه اصلی مقاوم، متحمل و حساس تقسیم ژنوتیپ

عنوان شاخص انتخاب  فرد به 2شدند و سپس از درون هر گروه، 

های  عنوان شاخص مقاومت، ژنوتیپ به 20و  2های  ژنوتیپ. شدند

به عنوان  4و  2های به عنوان شاخص تحمل و ژنوتیپ 12و  7

های ها برای بررسی میزان بیان ژنافراد شاخص در گروه حساس

 .های دفاعی مورد بررسی قرار گرفتندکد کننده پروتئین

برای  های قوی مهارکنندهها کیتینازهای نشان داده است که بررسی

با . دارند های مختلفیا کلاسهستند، ام نگیاهادر  هارشد قارچ

 گیلیوم، فعالیت مهارکنندیتوجه به مقایسه هلال مهار رشد میس

تر از بسیار قوی ،رشد قارچ بر (mung bean)مانگ کیتیناز لوبیا 

لوبیا فرانسوی، در تاماتین شبهپروتئین با مشابه معمولی، ولی  لوبیا

 (rice bean)رایس ی لوبیا در کیتیناز پروتئین شبه تر ازضعیف و

بر  مانگهای لوبیا فعالیت ضد قارچی کیتیناز جدا شده از دانه. بود

، F.solani ،F.oxysporum چندین گونه قارچ از جمله روی

M.arachidicola،S.rolfsii  و P. aphanidermatum داده  نشان

تخریب کیتین  واسطه به لوبیاکیتیناز  چیضد قاراثر که  تاس

 Yang and)صورت گرفته است  هاقارچسلولی دیواره  موجود در

Luo 1998; Wanga et al. 2005 .)میکروسکوپ  هایبررسی

و  های قارچهیف در نوكکیتیناز تاثیر ، تورم ناشی از ینور

انتشار ت ناشی از اختلالا .ددهرا نشان می ها اعوجاج هیف

های سلولی و نشت الیگوساکاریدهای کیتین از دیواره

نیز ی یو سیتوشیمیا اساختاریدر مطالعات فر ها آن سیتوپلاسمی

رسد نظر می به(. Wang et al. 2005)ه است مشاهده شد

های های مختلفی برای کنترل القای کیتیناز در گونه مکانیسم

در لوبیا، کیتیناز توسط یک خانواده . مختلف گیاهی وجود دارد

ها در مورد از این ژنشود و حداقل دو چند ژنی رمزگذاری می

از این رو، اتیلن ممکن است به  .شوندپاسخ به اتیلن بیان می

کیتینازهای گیاهی . رسان دوم برای کیتیناز عمل کندعنوان پیام

ها هستند و عامل اصلی های قدرتمند در برابر رشد قارچمهارکننده

 Boller)های مهاجم هستند های دفاعی گیاه در برابر قارچواکنش

et al. 1983.)  در تحقیق حاضر، بررسی بیان ژن کیتیناز در

های حساس نشان داد که بیان این ژن در روزهای دوم و ژنوتیپ

 2های در لاین S.rolfsiiسازی با قارچ چهارم پس از آلوده

اگر چه در روز . با کاهش بیان همراه بود 4و ( شاخص حسّاسیّت)

همچنان روند کاهش بیان را  4سازی، لاین ششم پس از آلوده

افزایش بیان قابل توجهی رخ داد  2نشان داد، ولی در لاین شماره 

روز اول  4زا طی که البته با توجه به اثرات شدید قارچ بیماری

پس از آلودگی، امکان بازیابی و رشد مجدد برای ژنوتیپ حساس 

PACH-02  بررسی . دشفراهم نشد و این لاین از آزمایش خارج

های متحمل، نشان داد که روند افزایش بیان در ان ژن در ژنوتیپبی

، از روز دوم به روز چهارم و از روز 12و  7هر دو ژنوتیپ 

صورت پلکانی  سازی مصنوعی بهچهارم به روز ششم پس از آلوده

در واقع با پیشرفت زمان، میزان بیان ژن کیتیناز در هر دو . بود

رسد گیاهان متحمل، سعی  می نظر هژنوتیپ افزایش یافت و ب

های آنزیم کیتیناز به مقابله با داشتند که با افزایش تعداد نسخه

های انتخابی شاخص بیان ژن کیتیناز در ژنوتیپ. قارچ بپردازند

ها، روند افزایش بیان مقاومت نیز نشان داد که مشابه گروه متحمل
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 سازیپلکانی سبب شده است که در روز ششم پس از آلوده

دار مصنوعی، بیشترین مقدار بیان ژن کیتیناز نسبت به ژن خانه

نکته حائز اهمیت اینکه بیان ژن کیتیناز در ژنوتیپ . حادث شود

داری بیشتر از  طور معنی در سومین مرحله به PACH-08مقاوم 

های آنزیم رسد که افزایش نسخه نظر می هها بود و ببقیه ژنوتیپ

سبب بروز مقاومت  S.rolfsiiیتینی قارچ کیتیناز و تخریب دیواره ک

 (.1نمودار )شده است  PACH-08در 

 (PAL-3) 3-آلانین آمونیا لیازبیان ژن کدکننده فنیل

مطالعات نشان داده است که تاثیر الیسیتورهای دیواره سلولی 

سازی های سوسپاسیون سلولی لوبیا منجر به فعالها در کشتقارچ

 بیوسنتز فنیل پروپانویید منجمله فنیلآنزیم از مسیر  2دست کم 

، شده که با شروع انباشت فیتوآلکسین (PAL) لیاز آمونیا آلانین

 با لوبیا چنین آلودگی هم(. Bolwell et al. 1986)همراه است 

 Colletotrichum)مختلف قارچ عامل بیماری آنتراکنوز  نژادهای

lindemuthianum )فنیل مسیر هایالقای آنزیم به منجر 

فیتوالکسین شده است  تجمع و PALپروپانوئیدی، از جمله ژن 

(Bell et al. 1986.) بیماری به گندم گیاه ژنتیکی پاسخ بررسی 

 زایی بیماری با مرتبط هایژن پودری به کمک مطالعه بیان سفیدك

 میکوریزا قارچ که داد نشان آمونیالیاز آلانین فنیل همچنین آنزیم و

القای  سبب دفاع، هایژن بیان از طریق افزایشالقای مقاومت  با

های دفاعی در واکنش مطالعه بیان ژن. دشومی گندم مقاومت در

 ارقام گندم فلات و تجن در برابر سفیدك سطحی نشان داد میزان

روندی  آلودگی از پس ارقام مذکور، در نظر مورد هایژن بیان

و مقاوم، طوری که در هر دو رقم حساس  به. افزایشی داشت

ساعت پس از آلودگی بود و از این  24ها بیشترین میزان بیان ژن

. طریق از نفوذ و استقرار هاستوریوم قارچ در میزبان ممانعت نمود

 از آلودگی بعد زمان افزایش با هاییژن چنین هر چند که بیان

 اساسی گیاه نقش و بیماری عامل برهمکنش در ولی یافته، کاهش

 0نشان داد که  PR1لگوی بیان پروتئین دفاعی بررسی ا. دارند

ساعت  12برابر و  2ساعت پس از آلودگی به قارچ، میزان بیان به 

برابر نسبت به زمان صفر و  0/21پس از آلودگی، افزایش بیان تا 

ساعت پس از آلودگی به حداکثر میزان بیان خود در گندم  24

ی، میزان بیان ژن سازی مصنوعساعت پس از آلوده 42اما . رسدمی

مذکور در هر دو گروه حساس و مقاوم دچار روند کاهشی 

 به محض استنباط شده که گیاهان نتایج، چنین اساس بر. دشو می

 بالا القای مربوطه، به وسیله هایسیگنال دریافت و بیمارگر تماس

 میخ و تندشی لوله رشد مراحل اولیه در دفاعی هایژن سریع و

در  سلولی مرگ القای با و نموده قارچ جلوگیری نفوذ از رخنه،

 ، از رشد(حمله قارچ اوج زمان) آلودگی از پس ساعت 24تا  10

(. Ahangar 2014)نمایند می جلوگیری هاستوریوم توسعه و

های نسخهدر حالی که نشان داد،   .Liang et al(1989) مطالعات

اند، نیافته ریشه در اندام دیگری از گیاه تظاهر جز هبPAL3 ژن 

ها، علاوه بر ریشه، در برگ، PAL  وPAL1 های ژنهایی از نسخه

  .et al(1992)تحقیقات . شوندهای نیز یافت میها و ساقهگل

Cahill  وMcComb نشان داد که فعالیت PAL  در ریشه

Eucaluptus calophylla ای مقاوم به قارچکه گونهphytophthora 

cinnamomi   ،عفونت با پاتوژن مذکور به سرعت و  پس ازاست

با این حال، در  .در سطح بسیار بالایی افزایش یافته است

Eucaluptus marginata (گونه حسّاس به قارچ)فعالیت ،PAL  

ساعت اول بعد از تلقیح با قارچ، فقط کمی افزایش یافته  24در 

مشاهده شد  PAL است و پس از آن، یک کاهش سریع در فعالیت

 درصد 77حتی تا  PAL ساعت پس از تلقیح فعالیت 90و در 

این محققان، دریافتند که . نسبت به شاهد کاهش نشان داده است

و حسّاسیت به قارچ  PALکاهش سنتز فنل عامل کاهش فعالیت 

 استیک اسیدتیمار کردن گونه مقاوم به قارچ با آمینواکسی. است

سنتز فنل منجر به  ، نشان داد که سرکوب(PALمهارکننده فعالیت )

اگر چه افزایش بیان   .Oliveira et al(2015) .شودحساسیت می

ساعت پس از آلودگی به قارچ  12در  PALحداقل دو برابری ژن 

S. sclerotiorum  ساعت پس  42برابری آن در  13و نیز افزایش

ساعت پس از آلودگی،  72ولی . انداز آلودگی را گزارش نموده

بررسی روند  .با روند کاهشی گزارش شده است PAL-3بیان ژن 

های شاخص حسّاسیّت در در ژنوتیپPAL-3 تغییرات بیان ژن 

جز افزایش بیان جزئی در روز دوم پس هاین تحقیق نشان داد که ب

و در  4و  2، در هر دو ژنوتیپ PACH-02سازی در از آلوده

. ستبرداری دیگر، کاهش بیان ژن رخ داده ا های نمونه زمان

( 12و  7های ژنوتیپ)ها در متحمل PAL-3بررسی روند بیان ژن 

با  7سازی که در ژنوتیپ از روز دوم به چهارم پس از آلوده

با کاهش نسبتاً ملایم همراه بود،  12کاهش شدید و در ژنوتیپ 
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حاکی از آن است که گیاه پس از مواجهه با تنش قارچ ابتدا کلیه 

بیان به سمت چرخه پروپانوئیدی  ها را برای افزایشسیگنال

ها سازی این سیگنالهدایت نموده، اما در روز چهارم پس از آلوده

بررسی بیان ژن در . شوددچار نقصان می PAL-3و تبعاً بیان ژن 

سازی نیز نشان داد روند افزایش نسبی بیان روز ششم پس از آلوده

وه اما در گر. مشهود است در هر دو ژنوتیپ شاخص تحمل

از روز دوم به چهارم و از  PAL-3ها، روند تغییرات بیان مقاوم

 PACH-08با روند بیان این ژن در  PACH-26چهار به ششم، در 

در ژنوتیپ  PAL-3متفاوت بود، به نحوی که بیشترین بیان ژن 

، در روز ششم پس از 2، در روز چهارم و در ژنوتیپ مقاوم 20

 (.2نمودار )سازی بود آلوده

 

 
 سازی مصنوعیروز پس از آلوده 0و  4، 2های حساس، متحمل و مقاوم، تغییرات میزان بیان ژن کیتیناز در ژنوتیپ - 1نمودار 

 

 
 سازیآلودهروز پس از  0و  4، 2های حساس، متحمل و مقاوم، در ژنوتیپ 3-آمونیالیازآلانینمیزان بیان ژن فنیل -2نمودار 
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 (ChI)بیان ژن کدکننده چالکون ایزومراز 

ها به چالکون ایزومراز یک آنزیم مونومر است که چرخه چالکون

چالکون فعالیت . کندها را در سیتوپلاسم کاتالیز میفلاوانون

تولید که مسئولیت  بسیار مهم است جهت آن از (ChI) ایزومراز

(. Jez et al. 2002)را بر عهده دارد  های فعال بیولوژیکینونافلاو

 در لیو شود،میرمز  منفردتوسط یک ژن ChI  در اکثر گیاهان،

petunia   که رسد نظر نمی بهکند، هر چند که آن را رمز میژن دو 

 گیاهان در. دخیل باشد هافلاونوئید تولیددر مسیر  (ChI)محصول 

 صورت متفاوتی به فلاونوئیدها بیوسنتز مسیر هایژن ای،دولپه

-3فلاونون و ،ChS، ChI برای که دسته اول اند؛شده تنظیم

 و شوندمی بیان کنند، زودترمی ریزی برنامه (F3H) هیدروکسیلاز

 و( ANS) سنتاز آنتوسیانیدین ،DFRکه برای  هایی آن

 کنندمی ریزیبرنامه( FGT)گلیکوزیلت ترانسفراز  فلاونوئیدهای

 رسدمی نظر به (.Quattrocchio et al. 2006) شوندمی دیرتر بیان

 فنیل ترکیبات از ایمجموعه تولید یکننده تنظیم فرایندها این همه

 مختلف هایتنش شرایط در را محافظتی نقش که است پروپانوئید

گزارش شده است که (. Chutipaijit et al. 2009)بر عهده دارند 

، که هر دو مربوط 1سنتاز  و ایزوفلاون (ChI) ایزومراز چالکون

 ی از خودهای ضد قارچ ویژگی هستند، ها به بیوسنتز ایزوفلاون

 هافیتوالکسین که طور همان مطالعات نشان داده است. انددادهنشان 

 ChIشوند،  می انباشته هادر بافت مکانیکی هایزخم پس از بروز

شود می تولید زخم به پاسخ در و عفونت طول در شدت به نیز

(Bolwell et al. 1986 .) بررسی روند تغییرات بیان ژن چالکون

برداری، کاهش  ها در هر سه زمان نمونهایزومراز در گروه حساس

مرحله  3ها نیز در دو زمان از در گروه متحمل. بیان را نشان داد

در یک بررسی، کاهش بیان ژن چالکون ایزومراز کاملاً مشهود و 

در . دست آمد هصورت بطئی ب مانده نیز افزایش بیان به زمان باقی

با ارایه ( 20و  2)ها مقابل، دو ژنوتیپ شاخص از گروه مقاوم

داری را نسبت روند تغییرات تقریباً مشابه، افزایش بیان کاملاً معنی

بندی نتایج این در جمع(. 3نمودار )ژنوتیپ دیگر نشان داد  4به 

رسد که روند افزایش بیان تدریجی و مشابه ژن نظر می هتحقیق، ب

chiti تواند عامل  های مقاوم و متحمل، می با گذشت زمان در لاین

این . در لوبیا محلی گیلان باشد S. rolfsiiاصلی مقاومت به قارچ 

ها بیش از در مقاوم chitiتواند با افزایش بیان ژن  فرضیه می

نیز در  PAL-3و  ChIهای ژنبیان . ها تقویت شودمتحمل

لوبیاهای مقاوم روند افزایشی داشت، ولی نوسانات بیان با گذشت 

نبود و افت و خیزهای متوالی  chitiزمان، مشابه روند بیان ژن 

ها در مسیر فنیل تر این ژنبیان این دو ژن، حاکی از نقش پیچیده

 .Sارچها بر مقاومت به ق پروپانوئید و تاثیرات غیر مستقیم آن

rolfsii در لوبیا محلی گیلان باشد . 

 

 
 سازیروز پس از آلوده 0و  4، 2های حساس، متحمل و مقاوم، تغییرات میزان بیان ژن چالکون ایزومراز در ژنوتیپ - 3نمودار 
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