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های تنش  توانند خود را در مقابل آسيب گياهان با توسعه يک سازوکار دفاعی ضد ميکروبی، می

، (POX) 1اکسيدازمختلف مانند پری ها اکسيدان نتیخاص آ های آنزيم. کنند اکسيداتيو محافظت 

 در متابوليسم( PPO)1و پلی فنول اکسيداز  (SOD)1، سوپراکسيد دسموتاز (CAT) 1کاتالاز

به منظور شناسايی نقش اين . کنند می  در طی حمله بيمارگر شرکتهای فعال اکسيژنی،  گونه

 ی کاملها، آزمايشی در قالب طرح بلوکF. verticillioidesها در مقاومت ذرت به قارچ  آنزيم

آلوده سازی ابريشم و دانه ذرت با سوسپانسيون فوزاريوم صورت . انجام گرفت با سه تکرار تصادفی

برداری شد و  مونه، نساعت بعد از آلودگی 19و  71، 24، 12، 11های  ها در زمانگرفت و از آن

با استفاده  SODو  CATبعد از ارزيابی بيان ژن . دندشعنوان شاهد منظور  لوده نشده بههای آبلال

بيان اين دو . کنند می  ، مشخص شد اين دو ژن هماهنگ با هم عملReal-Time PCRاز روش 

قبل از  ها کند اما ميزان بيان آن می  ژن بعد از آلودگی در هر دو ژنوتيپ مقاوم و حساس تغيير پيدا

از  تر بيشقاوم در لاين م SODو  CATهای بيان ژن. آلودگی در لاين مقاوم بيشتر مشاهده شد

تری نسبت به  چنين مشاهده شد که آلودگی از طريق ابريشم خسارت بيش هم. لاين حساس بود

های نقاط زمانی که تغييرات چشمگير در بيان ژن. کند آلودگی از طريق دانه به بلال ذرت وارد می

CAT  وSOD رخ داد در ساعات اوليه تماس با پاتوژن و اواخر آلودگی بود. 
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عنوان یک  به 2n=2x=20 با عدد کروموزمومی ( Zea mays)ذرت 

های قابل ای از زمینمحصول غذایی راهبردی، قسمت عمده

کشت جهان را به خود اختصاص داده و برای غذا، خوراک دام، 

سوخت و فیبر، نه تنها در مناطق معتدل بلکه در مناطق گرمسیری 

چنانچه عوامل . گیرداستفاده قرار میو نیمه گرمسیری مورد 

های ذرت به خوبی بازدارنده رشد این محصول از جمله بیماری

ها مقابله اصولی انجام گیرد، افزایش سطح کشت و  شناخته و با آن

بنابراین با توجه به . بینی است تر آن کاملا قابل پیش تولید بیش

یدات افزایش روند روز افزون جمعیت، ضرورت افزایش تول

داشته باشد  نقش تواند در این ارتباطزراعی و نقشی که ذرت می

کارگیری دستاوردهای تحقیقاتی به  کند که ضمن بهایجاب می

ها ها و خسارات ناشی از آنعوامل دیگری از جمله بیماری

 .دشوپرداخته 

های گوناگون مبتلا کننده ذرت که در مجموع از میان بیماری

ترین و زیان بارترین  رسد، یکی از مهممورد می 96ها به  تعداد آن

( Fusarium ear rot)ها پوسیدگی فوزاریومی بلال ذرت  آن

های کمی و کیفی به محصول، با باشد که علاوه بر خسارت می

های مختلف، سلامت انسان و دام را نیز به تولید مایکوتوکسین

ی مختلفی از هاتاکنون گونه(. Bacon et al. 2004)اندازد  خطر می

اند ولی گونه عنوان عامل این بیماری معرفی شده فوزاریوم به

Fusarium verticillioides ترین عوامل  عنوان یکی از مهم به

 است شناخته شده ذرت زای بلال، ساقه، ریشه و گیاهچهبیماری

(Drepper and Renfro 1990 .) نشانه آلودگی در بلال، ابتدا به

ناطق تغییر رنگ یافته صورتی عنابی تا قرمز ها و م   صورت لکه

ها ممکن است به    این لکه. شود می  ها ظاهر   ای روی نوک دانه قهوه

ها در قسمت نوک بلال به    صورت پراکنده یا پیوسته روی دانه

در صورت پیشرفت بیماری کپک پودر مانند یا . وجود بیایند

عامل این . نمایند می  های آلوده رشد ای صورتی رنگ روی دانه پنبه

تواند یک متابولیت ثانویه از خانواده مایکوتوکسین  بیماری می

بسازد که یک ماده سرطان زاست و با نقص  monlilform نام به

شود  می  لوله عصبی در انسان و بیماری شدید در دام ارتباط داده

(Gelderblom et al. 1988.) 

دهد با  می  ها اجازهه آنگیاهان دارای سازوکارهایی هستند که ب

مختلف، مانند محدودیت مواد غذایی، حضور  های تنش

ها در محیط و آسیب ناشی از مواد شیمیایی یا عوامل    اکسیدان

دار در برابر  دار و هسته هسته های شبه سلول. فیزیکی، مقابله نمایند

داده و متابولیسم خود را با شرایط   ها ،سریعا پاسخ   این تنش

تغییرات در (. Alla and Hassan 2006)دهند  می  طی وفقمحی

متابولیسم میزبان در مقابله با نفوذ بیمارگر به دو دسته اصلی 

دسته اول تغییرات رخ داده در خارج از منطقه : شود تقسیم می

کوبی مشاهده  تواند چند روز پس از مایه آسیب دیده است که می

  سازوکار دفاعی مرتبط شود و دسته دوم تغییراتی است که با

شود و در مدت زمان کوتاهی پس از آلودگی در اطراف  می

 . دشو های آسیب دیده مشاهده می سلول

از   ای گستردهوجود شبکه بررسی واکنش تنش، نشان دهنده

این سازوکارها عمدتا با . باشد های نظارتی هماهنگ می سیستم

ثانویه متنوع به همراه های  مشارکت تعداد بسیار زیادی از متابولیت

اشکال واکنش . دشو ها و سموم انجام می   ها، آنتی بیوتیک آنزیم

H2O2 ،O2پذیر اکسیژن از قبیل 
توسط عوامل محیطی و  OHو  -

  های هوازی طبیعی در سیستم انتقال الکترون تولید متابولیسم

، DNAتوانند به  می  (ROS)های فعال اکسیژن  شوند که گونه می

ها و لیپیدهای غشایی حمله کنند و منجر به جهش، مهار    نپروتئی

با این حال،  .(Fridovich 1978) رشد و مرگ سلولی شوند

  های گیاهی دارای اجزای آنزیمی و غیر آنزیمی هستند که سلول

 . ها را از خسارت اکسید کننده محافظت کنند   توانند سلول می

کروبی خود را در گیاهان با توسعه یک سیستم دفاعی ضد می

. کنند می  های ناشی از تنش اکسیداتیو محافظت مقابل آسیب

، (POX)های مختلف مانند پراکسیداز  اکسیدان های آنتی آنزیم

و پلی فنول اکسیداز ( SOD)، سوپراکسید دسموتاز (CAT)کاتالاز 

(PPO ) در متابولیسمROS کنند می  در طی حمله بیمارگر شرکت 

(Torres et al. 2006) . سوپراکسید دسموتاز(SOD ) متالوآنزیمی

O2)است که رادیکال سوپراکسید 
را به هیدروژن پراکسید ( -

(H2O2 ) و اکسیژن مولکولی(O2 )کند می  کاتالیز (Santos et al. 

شود و  می  این آنزیم تقریبا در تمام موجودات زنده یافت(. 1999

 .کند می  یفانقش مهمی در دفاع در برابر تنش اکسیداتیو ا

  مقدمه
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H2O2  تولید شده از طریق فعالیتSOD به سرعت در    در سلول

عنوان یک اکسید کننده و کاهش  شده و به  سراسر غشاء پخش

 (.Halliwell 1999) کند دهنده، برای سلول سمیت ایجاد می

شناخته شده با  ROSترین  به عنوان عمومی H2O2طور کلی،  به

، علاوه بر اثرات ضدمیکروبی مشارکت در فرایند دفاعی گیاه

های  مستقیم، مانند مهار جوانه زنی اسپورهای بسیاری از بیمارگر

در اتصال متقابل اکسیداتیو  ،(Peng and Kuc 1992) قارچی

 .Bradley et al) گلیکو پروتئین دیواره سلولی نیز نقش دارد

ها ممکن    دهد که برخی بیمارگر می  تحقیقات اخیر نشان (.1992

را به نفع خود تحریک کنند و منجر به مرگ  ROSست تولید ا

شوند   و در نهایت استقرار موثر قارچ  های حساس سلول

(Schouten et al. 2002).   کاتالاز(CAT )های  یکی دیگر از آنزیم

داده و   را انجام H2O2 اکسیدانی مهمی است که سم زدایی  آنتی

-Ayar)کند  می  رسمی تبدیللیپیدهای هیدروپراکسید را به الکل غی

Kayali et al. 2002 .)در پاسخ به تنش اکسیداتیو   این سازوکارها

های اکسیژنی  زدایی رادیکال ناشی از عدم تعادل بین تولید و سم

، نقش مهمی CATو  SODتعادل بین فعالیت . آیندبه وجود می

ل های دفاعی در برابر آسیب اکسیداتیو در سلودر انجام مکانیسم

هدف از انجام این پژوهش، (. Badawi et al. 2004)کند ایفا می

های کاتالاز و سوپراکسید دسموتاز در پاسخ بررسی تغییرات آنزیم

به آلودگی قارچ فوزاریوم در لاین مقاوم، نیمه مقاوم و حساس 

ذرت و بررسی نقاط مهم در ساعات بعد از آلودگی در لاین مقاوم 

اوت واکنش این ارقام به آلودگی و حساس است که باعت تف

 .است فوزاریوم شده
 

های متفاوت از نظر تحمل به  سه ژنوتیپ ذرت با فنوتیپ

 B73، (لاین مقاوم)C7 های  نام پوسیدگی فوزاریومی بلال ذرت به

مورد بررسی قرار ( لاین حساس) MO17و ( لاین نیمه مقاوم)

ستگاه تحقیقات کشاورزی عراقی ای در ای آزمایشات مزرعه. گرفت

هکتار در  37این ایستگاه به مساحت . محله گرگان انجام شد

این . است کیلومتری شمال شهر گرگان واقع شده پنجفاصله 

 39دقیقه طول جغرافیایی و  24درجه و  42ایستگاه در مدار 

متر از سطح  4/4دقیقه عرض جغرافیایی با ارتفاع  42درجه و 

خاک مزرعه از نوع لومی رسی، عمق خاک . ته استدریا قرار گرف

. باشدمی 8الی  4/7متر و اسیدیته آن بین  سانتی 24تا  36زراعی 

ایستگاه جزء مناطق گرم و معتدل به  ، ایناز لحاظ آب و هوایی

متر  میلی 246الی  266رود و میزان بارندگی سالیانه آن شمار می

متری  پنجین در دو خط تکرار و هر لا سهاین آزمایش در . است

 های کامل بلوکمتر در قالب طرح سانتی 26به فاصله بوته 

  .تصادفی کشت شدند

های  بر روی صفحه F. verticillioidesبرای تهیه اسپور قارچ، 

در محیط کشت آگار سیب زمینی  cm6پتری دیش به قطر 

گراد و  درجه سانتی 24در انکوباتور با دمای ( PDA)دگستروز 

. روز کشت داده شدند 12ساعت به مدت  12نوری  دوره

ها پس از شستشوی صفحات با آب مقطر، خراش دادن    کندیوم

سطح آگار با اسکارپل و عبور دادن سوسپانسیون اسپور از پارچه 

در نهایت، سوسپانسیون اسپور با اضافه . آوری شدند استریل جمع

 . لیتر آب استریل تهیه شد میلی 266کردن 

روز پس از گرده افشانی با  14ها    ها، بلالارزیابی ژنوتیپبرای 

کوبی از  مایه. زنی شدندکوبی سرنگ، مایه استفاده از روش مایه

یک سوم بالایی بلال برای آلوده سازی نمونه دانه و از نوک بلال 

انجام  F. verticillioidesبرای آلوده سازی ابریشم با سوسپانسیون 

ن رطوبت و ایجاد شرایط بیماری با کیسه شد و برای بالا برد

های دوم هر بوته نیز با دو روش  بلال. پلاستیکی پوشیده شدند

آلوده سازی از طریق دانه و ابریشم به صورت جداگانه 

سازی و برای ارزیابی فنوتیپی تا زمان رسیدگی فیزیولوژیکی  آلوده

لال ب 16در زمان رسیدگی فیزیولوژیکی، تعداد . نگهداری شدند

در هر ردیف برداشت شد و نسبت به یادداشت برداری شاخص 

نمره دهی شدت بیماری . دشهر تیمار اقدام ( DS)شدت بیماری 

بر مبنای درصد آلودگی و پیشرفت  7تا  1بر اساس مقیاس 

 Reid and Zhu) انجام شد درصد 166بیماری در بلال از صفر تا 

2005). 

های  ان شاهد انتخاب و از بلالعنو به( T0)کوبی نشده  بلال مایه

زنی ساعت پس از مایه 69و  72، 28، 22، 12های  آلوده در زمان

و برای هرزمان از سه بلال استفاده و نمونه دانه و نمونه ابریشم 

برای جلوگیری از خطای ناشی از . این سه بلال با هم جمع شدند

کوبی  آسیب مکانیکی، نمونه گیری از بذرهای مجاور قسمت مایه

  ها مواد و روش
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نمونه دانه با استفاده از اسکارپل استریل و نمونه . شده انجام شد

ابریشم با قیچی استریل جدا و در نیتروژن مایع منجمد و در فریزر 

 .نگهداری شد -86

آوری شده با استفاده از نیتروژن مایع و هاون  های جمع نمونه 

 p-Biozol) وزولیبا یاز بافر پ RNA جهت استخراج. کوبیده شد

Buffer ) بر اساس دستورالعمل شرکت(BioFlux, Japan ) استفاده

استخراج شده از دستگاه  RNAجهت تعیین کمیت . شد

Nanophotometer  مدلp300  محصول شرکتIPMLEN  و

های استخراج شده بر روی ژل آگارز RNAجهت تعیین کیفیت، 

 .درصد الکتروفورز شد یک

جود در نمونه، از روش ژنومی مو DNAمنظور از بین بردن  به

 cDNAدر مرحله بعدی . پیشنهادی شرکت فرمنتاز استفاده شد

مطابق دستورالعمل شرکت سازنده  (RevertAid)ای  رشته تک

(Thermo Scientific USA )آغازگرهای مورد نیاز بر . ساخته شد

افزار  و با استفاده از نرم NCBIاساس اطلاعات موجود در سایت 

در نظر گرفتن خصوصیات مطلوب برای استفاده پرایمر سه و با 

طراحی ( ای پلی مراز کمی واکنش زنجیره) qRT-PCRدر روش 

در جدول . استفاده شد B-actinار د در این تحقیق از ژن خانه. شد

و  B-actin ،CAT1 ،CAT2های اطلاعات و توالی مربوط به ژن 1

SOD است نشان داده شده. 

لوژی رنگ کمی با استفاده از تکنوی پلی مراز اواکنش زنجیره

SYBR Green Ι  شرکت زیست فرایند )و کیت سایبر بیوپارس

انجام ( شرکت بیورد، آمریکا) iQ5در دستگاه ( تولید پایدار، ایران

در حجم  Real-Time PCRشرایط بهینه برای اجرای واکنش . شد

و  برای ارزیابی. دشفراهم  میکرولیتر و از هر نمونه سه تکرار 26

 Comparative CT) ای مقایسه Ctاز روش  محاسبه میزان بیان ژن

(2 
-CT

های بدست آمده از دستگاه توسط داده. استفاده شد ((

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند و نمودارهای  Restافزار  نرم

  .رسم شدند Excelافزار مربوطه توسط نرم

 

شدت آلودگی از  Tenuta (2006) بر اساس روش پیشنهادی

گیری و مشخص  ای اندازه صورت جداگانه طریق دانه و ابریشم به

تری را نسبت به  شد آلودگی از طریق ابریشم شدت آلودگی بیش

هایی که از طریق  بلال. کند می  آلودگی از طریق نمونه دانه ایجاد

های  ابریشم آلوده شده بودند تعداد نمونه دانه کمتر و بلال

با  C7 چنین مشاهده شد لاین هم. ا تولید کرده بودندتری ر ضعیف

ترتیب در  به 24و  16شدت آلودگی)ترین شدت آلودگی  بروز کم

با  MO17ترین لاین و لاین عنوان مقاوم به( دانه و ابریشم

ترتیب در  به 74و  24شدت آلودگی )ترین شدت آلودگی  بیش

تفاوت  .شد ترین لاین شناختهعنوان حساس به( دانه و ابریشم

دیگری که در این دو لاین به صورت فنوتیپی مشاهده شد این بود 

که آلودگی در لاین مقاوم محدود به همان قسمت تزریق قارچ و 

های مجاور آلودگی پخش شده بود ولی در لاین  کمتر به دانه

چنین آلودگی شدیدی مشاهده  حساس تعداد نمونه دانه کمتر و هم

های مورد  آلودگی را در بین لاینتفاوت شدت  1شکل . شد

چنین تفاوت شدت آلودگی با تزریق از طریق دانه و  بررسی و هم

  طور که در این شکل مشاهده همان. دهد می  ابریشم را نشان

در هر دو روش مایه کوبی شدت آلودگی کمتری را  C7شود  می

به  97.84و  18.33با شدت آلودگی ) B73لاین . نشان داده است

 .عنوان لاین نیمه مقاوم شناخته شد به( ب در دانه و ابریشمترتی

مورد  MO17و  C7 ،B73در سه لاین  CAT2و  CAT1بیان ژن 

در نمونه  CAT1نتایج نشان داد اوج بیان ژن . بررسی قرار گرفت

ساعت بعد از آلودگی است و بیان این  22ابریشم لاین مقاوم در 

ساعت بیان ژن  69در ساعت کاهش و دوباره  72و  28ژن در 

در نمونه دانه لاین مقاوم، برعکس نمونه ابریشم،  .یابد می  افزایش

ساعت مشاهده شد و بعد از یک روز  22کاهش شدید بیان ژن در 

 نمونهنقطه مشترک در بین دو (. 2شکل )یافت   بیان ژن افزایش

چنین بیان  هم. ساعت بود 69ابریشم و دانه، افزایش بیان ژن در 

تر از نمونه ابریشم مشاهده  ژن در نمونه دانه لاین مقاوم بیش این

تر دانه نسبت به ابریشم  شاید این خود دلیلی بر مقاومت بیش. شد

 . و کاهش شدت آلودگی آن باشد

ساعت به  69تا  CAT1در نمونه ابریشم لاین نیمه مقاوم، بیان ژن 

بریشم یافت و کاهش بیان ژن در نمونه ا  صورت صعودی افزایش

 69در حالی که در نمونه دانه، کاهش بیان ژن در . مشاهده نشد

در نمونه ابریشم لاین حساس نمودار باینومیال مشاهده  .رخ داد

 .شد

 
 

 

  نتایج
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 -PCR  qRTتوالی آغازگرهای مورد استفاده در -1جدول 

 accession number اندازه محصول (C)دمای اتصال  GCدرصد  توالی آغازگر نام ژن

B-actine F GCG TTA CCG GCT CAT TGT 49/44 98/46 173 AB022041 

 R GAG GCA ACA CGT TAC ACC AG 44 21/46   

CAT1 F CAA GGA TGC AAC GCA ACA 46 7/44 262 U20777.1 

 R TGT ACC ACA GGC CAC AAT GA 46 2/48   

CAT2 F CAC ACC CAC GAG ATC AGG AC 96 9/48 194 EU139298 

 R CAT GAG CGA CGA GAC AGA GA 44 3/48   

SOD F AAT GCT GGC GGA CGT GTT 9/44 3/46 199 DQ866813 

 R GGA TCA GGC GCT TAT TTG GA 46 1/47   

 

 

 
شدت آلودگی تزریق از طریق تارهای ابریشمی و نمونه دانه در  -1شکل 

دهنده شدت آلودگی و محور افقی  محور عمودی نشان)های مورد بررسی  لاین

 (های مورد بررسینشان دهنده لاین

 

 
قاوم های م در نمونه ابریشم و نمونه دانه لاین CAT1الگوی بیان ژن  -2شکل 

C7 نیمه مقاوم ،B73  و حساسMO17  تغییر نسبی بیان : محور عمودی)ذرت

 (زمان پس از آلودگی: ژن و محور عمودی
 

 
 های مختلف پس از آلودگی با قارچ فوزاریوم در ذرت در لاین مقاوم نسبت به حساس در زمان CAT1مقایسه الگوی بیان ژن  -3شکل 
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ساعت به حدود دو برابر نسبت به  22بعد از اینکه بیان ژن در 

ساعت افت شدیدی نمود و  28رسید سپس بیان ژن در   شاهد

یافت ولی این افزایش بیان   ساعت بیان ژن افزایش 72دوباره در 

(. 2شکل )ساعت دوباره کاهش یافت  69ژن پایدار نمانده و در 

نمونه دانه سه لاین مورد  نکته مشترک الگوی بیان ژن در مورد

ساعت و بعد  28و  22های  بررسی وجود ثبات بیان ژن در زمان

اما از این نظر نمونه ابریشم . از آن افزایش تصاعدی بیان ژن بود

 22وضعیت متفاوتی را نشان داده به طوری که در هر سه لاین در 

 . ساعت بیشینه افزایش و بعد از آن کاهش بیان ژن مشاهده شد

در نمونه دانه و  CAT2کوبی قارچ فوزاریوم بیان ژن  عد از مایهب

ساعت  28این افزایش تا . یافت  نمونه ابریشم لاین مقاوم افزایش

 69د و مجددا در شساعت دچار افت  72ادامه یافت اما در 

برابر نسبت به حالت  2/6ساعت به اوج بیان ژن خود در حدود 

ولی در نمونه ابریشم (. 2ل شک)رسید   (شاهد)قبل از آلودگی 

 12لاین مقاوم وضعیت متفاوتی رخ داد و بیشینه بیان ژن در 

این افزایش حتی شدیدتر از . ساعت پس از آلودگی مشاهده شد

ولی . رخ داد  برابر نسبت به شاهد 7/2بافت نمونه دانه و به حدود 

ترین  ساعت به کم 69بعد از آن بیان ژن به تدریج کم شده و در 

در لاین (. -39/1)قدار خود رسیده و حتی کمتر از شاهد شد م

در هر ( 12h)بیان ژن در ساعات اولیه آلودگی ( B73)نیمه مقاوم 

بعد از آن در . یابد می  دو بافت نمونه ابریشم و نمونه دانه افزایش

ترین  ساعت بعد از آلودگی بیان ژن در نمونه ابریشم به بیش 22

رسید و بعد از آن بیان ژن در ( 7/4)د مقدار خود نسبت به شاه

ساعت بیان  69و  72یافت به طوری که در   نمونه ابریشم کاهش

اما در (. -1/6و  -4/6ترتیب  به)شد   ژن نسبت به شاهد منفی

ساعت بیان  22نمونه دانه وضعیت متفاوت از نمونه ابریشم و در 

نی ژن به شدت نسبت به شاهد کاهش یافت ولی در ساعات پایا

به این مفهوم که در ساعاتی که . یابد می  آلودگی بیان ژن افزایش

  یابد در نمونه ابریشم کاهش بیان ژن در نمونه دانه افزایش می

 (. 2شکل )یافت و بالعکس 

بیان ژن  CAT2ژن  (MO17) در نمونه ابریشم لاین حساس

بیان این ژن در یک روز بعد از آلودگی . ناپایداری را نشان داد

روز بعد از آلودگی بیان ژن  دویافت ولی بعد از آن در   فزایشا

یافت و بعد   ساعت بیان ژن افزایش 72افت پیدا کرده و دوباره در 

در نمونه دانه بیان ژن . از آن نمودار تقریبا وضعیت خطی نشان داد

ساعت  72بعد از آن در . روز بعد از آلودگی افزایش یافت دوتا 

ولی در ساعات پایانی دوباره . ن ژن رخ دادکاهش شدیدی در بیا

ساعت  28بیان ژن افزایش یافت و تقریبا برابر سطح قبلی خود در 

نقطه مشترکی که در مورد این ژن در نمونه دانه و نمونه . رسید

ساعت  22ابریشم لاین حساس مشاهده شد افزایش این ژن در 

بافت مشاهده  بعد از آلودگی بود و بعد افت بیان ژن که در هر دو

این افت بیان . یافت  شد، بیان ژن دوباره در ساعات پایانی افزایش

همچنین . ژن در نمونه ابریشم زودتر از نمونه دانه رخ داده است

شدت افزایش بیان ژن در نمونه ابریشم شدیدتر از نمونه دانه بود 

 (. 2شکل )

قبل از در نمونه ابریشم و نمونه دانه لاین حساس  CAT2بیان ژن 

ولی بعد از (. 4شکل )تر از لاین مقاوم مشاهده شد  آلودگی بیش

ساعت در نمونه ابریشم لاین مقاوم به  12آلودگی، بیان ژن در 

در (. 712/44)شد   تر از لاین حساس یافت و بیش  شدت افزایش

تر  ساعات پایانی آلودگی بیان ژن در نمونه ابریشم لاین مقاوم بیش

سد به دلیل افزایش شدید بیان ژن در نمونه ابریشم ر نظر می به. بود

لاین مقاوم در ساعات پایانی دیگر نیازی به افزایش بیان ژن این 

ژن وجود نداشت اما در مورد لاین حساس چون بیان ژن بعد از 

چنان  بایست این افزایش هم می آلودگی به اندازه لاین مقاوم نبود، 

اما چون شدت بیان ژن در . یافت می  ادامه 69و  72تا ساعات 

نمونه دانه لاین مقاوم در ساعات اولیه آلودگی بالا نبود نسبت به 

چنان تا ساعات پایانی آلودگی  لاین حساس افزایش بیان ژن هم

 (. 4شکل )بیشتر از لاین حساس ادامه یافت 

کاهش تدریجی را  C7در نمونه ابریشم لاین مقاوم  SODبیان ژن 

ساعت افت بیشتری را نشان داد به  22ن در بیان ژ. نشان داد

-42/1)رسد  می  ساعت به بیان ژن کمتر از شاهد 22طوری که در 

ترین  کند و به کم می  ساعت ادامه پیدا 69این کاهش بیان ژن تا  (.

ولی در نمونه دانه لاین مقاوم بیان (. -21/2)رسد  می  مقدار خود

ساعت به بیشترین  69 یابد و در می  این ژن به تدریج افزایش

در لاین مقاوم و نیمه مقاوم بیان این . رسد می  (18/2)مقدار خود 

در نمونه دانه لاین . تر از نمونه ابریشم بود ژن در نمونه دانه بیش

در هر . مقاوم و نیمه مقاوم بیان ژن کاتالاز نمودار مشابهی داشت

بعد از مدتی  دو لاین بعد از آلودگی، بیان این ژن افزایش یافته و
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ولی این ثبات بیان ژن  .یابد می  بیان ژن ثابت و بعد از آن کاهش

تفاوت این دو لاین در نمونه . دهد می  در لاین مقاوم زودتر رخ

برابر، ولی لاین  دودانه این است که لاین مقاوم نسبت به شاهد 

 .قبل از آلودگی بیشتر است SODبرابر بیان ژن  4مقاوم حدود  نیمه

 SODبیان ژن  (96h) لاین مقاوم در ساعات پایانی آلودگیدر 

 یابد ولی در رقم نیمه مقاوم بیان ژن بالا می  دوباره افزایش

قبل از آلودگی در لاین مقاوم از لاین  SODبیان ژن . رود نمی

 (. 9شکل )تر بوده است  حساس و نیمه مقاوم بیش

 

 
های مقاوم  در نمونه ابریشم و نمونه دانه لاین CAT2ان ژن الگوی بی -2شکل 

C7 نیمه مقاوم ،B73  و حساسMO17  تغییر نسبی بیان : محور عمودی)ذرت

 (زمان پس از آلودگی: ژن و محور عمودی

 

 
 در لاین مقاوم نسبت به لاین حساس CAT2تفاوت بیان ژن  -4شکل 

 

بعد از مایه کوبی، بیان ژن در نمونه  MO17 در لاین حساس

  ترین مقدار خود ساعت به بیش 22یابد و در  می  ابریشم افزایش

کند و  می  بعد از آن بیان ژن به شدت افت پیدا(. 24/1)رسد  می

در نمونه دانه لاین . یابد می  ساعت ادامه 69این افت بیان ژن تا 

زایش یا کاهش بیان ژن ساعت اف 22حساس بعد از مایه کوبی تا 

صورت خطی است بعد  قابل توجهی رخ نداد و تقریبا بیان ژن به

ساعت  72سپس در . یافت  ساعت افزایش 28از آن بیان ژن در 

. یابد می  ساعت بیان ژن افزایش 69بیان ژن دوباره کاهش و در 

  این نشان. نیز مشاهده شد CATاین نوع نمودار در مورد ژن 

تواند بیان ژن خود را کنترل کند و  می  حساس کمتردهد لاین  می

 (. 9شکل )بیان ژن ناپایداری دارد 

 

های زیست محیطی و فیزیولوژیکی اثرات مختلفی بر تمام  استرس

ها    برای مقابله با اثرات زیان آور تنش، سلول. موجودات زنده دارد

در معرض تر  ها برای بیش   برای تعمیرآسیب و محافظت از سلول

همان استرس و یا دیگر اشکال استرس، با  قرار نگرفتن به

 .Houssin et al) اند های سریع مولکولی توسعه پیدا کرده پاسخ

های  ها، افزایش تولید گونه ممکن است نتیجه این استرس (.1991

ها بسیار واکنش    ROS . فعال اکسیژنی توسط زنجیره تنفسی شود

د باعث آسیب اکسیداتیو به لیپیدها، توانن می  پذیر هستند و

نقش مهمی در  H2O2. ها و اسیدهای نوکلئیک شوند   پروتئین

های گیاهی، تولید  مکانیسم مقاومت، تقویت دیواره سلول

فیتوالکسین و تحریک چندین ژن گیاهی در حفاظت و دفاع 

چنین برای شروع  هم H2O2 (.Chen et al. 1993) سلولی دارد

شود مورد نیاز  می  SARریزی شده که منجر به  امهمرگ سلولی برن

عنوان یکی  های فعال اکسیژنی به گونه (.Dangl et al. 1996) است

ها در    از اولین رویدادهای مرتبط با مقاومت گیاه در برابر بیماری

توسط  ROSدر شرایط عادی میزان تولید . شود می  نظر گرفته

های زنده نسبتا کم  ام سلولهای مختلف بیوشیمیایی در تم سیستم

های  شود چون از طریق سیستم می  است و باعث آسیب کمی

CAT ،SOD  وGSH-PN شود می  طور مناسب حذف به. 

 

  بحث
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های مقاوم  در نمونه ابریشم و نمونه دانه لاین SODالگوی بیان ژن  -9شکل 

C7 نیمه مقاوم ،B73  و حساسMO17  تغییر نسبی بیان : حور عمودیم)ذرت

 (زمان پس از آلودگی: ژن و محور عمودی

 

. بالا رود ROSبا این حال به دلایل مختلفی ممکن است میزان 

های آنتی اکسیدان  های رمزکننده آنزیم بنابراین تغییرات بیان ژن

و عدم توانایی گیاه در  ROSسرازیر شدن . خواهد بود  ضروری

نش، ممکن است ساختارهای مختلف کنترل تولید آن تحت ت

، گیاهان آنتی ROSبرای کاهش اثرات منفی . گیاهی را مختل کند

سوپراکسید دسموتاز . کنند های مختلفی را تولید می اکسیدان

، باعث تخریب ROSعنوان اولین خط دفاع در برابر  به

 H2O2شود و سپس  می  H2O2و  O2های سوپراکسید به  رادیکال

شود  می  تبدیل و سم زدایی O2و  H2Oبه  POXو  CATتوسط 

(Diaz-Vivancos et al. 2006.) 

و  CATمانند  H2O2های تخلیه  و آنزیم SODتعادل بین فعالیت 

POX  نقش مهمی در ایجاد سازوکارهای دفاع در برابر آسیب

غلظت . (Badawi et al. 2004) کند می  اکسیداتیو در سلول ایفا

در بافت گیاهی ناشی از تعادل دینامیکی های آزاد  موثر رادیکال

این تغییرات سریع ممکن است . بین میزان تولید و تخلیه آن است

عنوان یک مانع برای کاهش سرعت  اثربخشی دیواره سلولی را به

در این . (Mandal et al. 2008) گسترش بیمارگر افزایش دهد

هم  در روند تقریبا مشابهی با SODو  CAT1مطالعه، بیان ژن 

 CATیعنی در ساعاتی که بیان ژن . اند کاهش و افزایش پیدا کرده

اوج بیان . در همان ساعت بالا رفته است SODبالا رفته بیان ژن 

 22نیز در  SODساعت و حداکثر بیان ژن  22در  CAT1ژن 

برابری در  دوساعت مشاهده شد و بعد از یک روز، کاهش شدید 

 . هر دو ژن دیده شد

ساعت  39کوبی با فوزاریوم تا  اندکی بعد از مایه SODفعالیت 

. ساعت مشاهده شد 28پس از آن افزایش شدید در . افزایش یافت

ساعت حالت  72نزدیک به  SODپس از این افزایش، فعالیت 

حداکثر فعالیت  (.Mandal et al. 2008) پایداری به خود گرفت

وبی ک ساعت بعد از مایه 22در هر سه لاین در  CAT1ژن 

صورت تدریجی در نمونه ابریشم لاین  فوزاریوم بود و سپس به

 Mandal et al. (2008) در مطالعه. مقاوم کاهش بیان ژن نشان داد

 22بعد از آلودگی تغییر نمود که حداکثر آن در  H2O2سطح 

گیری شد که  کوبی مشاهده شد بنابراین نتیجه ساعت پس از مایه

H2O2  های دفاع در مقابل بیمارگر باشد  تژیتواند یکی از استرا می

(Mandal et al. 2008) . افزایش میزانH2O2  به حداکثر مقدار

و  SODمنطبق بر زمان حداکثر فعالیت آنزیم   ساعت 22خود در 

زیرا گیاه هنگامی که با میزان زیاد . بود CATنیز اوج بیان ژن 

H2O2  شود بیان ژن  می  در سلول مواجهCAT  تا سم بالا رفته

رسد افزایش پراکسید هیدروژن در  می  نظر به. زدایی صورت گیرد

 CATو کاهش فعالیت  SODعلت القا سریع  های مقاوم به ژنوتیپ

های ترانسکتوم  تجزیه و تحلیل(. Sorahinobar et al. 2015)باشد 

های دخیل در تولید  ها و پروتئین   و پروتئوم نشان داده است که ژن

ROS ترس اکسیداتیو همزمان بعد از آلودگی در و کاهش اس

عنوان یک جز مهم از  به H2O2افزایش محتوای . اندسلول القا شده

های فعال اکسیژنی در هر دو ژنوتیپ مقاوم و حساس گندم  گونه

 Ayar (.Sorahinobar et al. 2015)کوبی شده مشاهده شد  مایه

(2005) Kayali and Tarhan د گزارش نمودند سطح تولیH2O2 

ساعت  22کوبی شده با فوزاریوم در  در گیاه گوجه فرنگی مایه

کوبی در مقایسه با گیاهان غیر آلوده افزایش  بعد از مایه

پس از این افزایش قابل ملاحظه، میزان . چشمگیری داشت

ساعت کاهش یافت و بعد از آن افزایش رو  28تا  H2O2تدریجی 
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با  CATیرات فعالیت ساعت مشاهده شد و تغی 72به رشدی تا 

 .همراه بوده است SODفعالیت 

در لاین نیمه مقاوم  CAT1و  SODبا توجه به نمودارهای بیان ژن 

ساعت افزایش  22بعد از آلودگی تا  CAT1رسد بیان ژن  نظر می به

 دوبیان ژن به اندازه  SODبرابری داشته است ولی در مورد ژن  دو

شاید این دلیلی بر وابسته و  .ساعت کاهش یافته است 22برابر تا 

خواهند  می  مرتبط بودن بیان ژن این دو ژن بعد از آلودگی باشد که

بعد . را به یک نسبت برسانند SODبعد از آلودگی سطح بیان ژن 

شود که شاید  می  از این هماهنگ شدن، بیان هر دو ژن تقریبا ثابت

این دو ژن  این نشان دهنده اندازه مناسب و نسبت بیان ژن مناسب

در لاین نیمه مقاوم باشد و دیگر احتیاجی به افزایش یا کاهش 

بیان ژن نباشد و سلول توانسته به سطح مناسب و متعادلی از این 

 . دو ژن برسد

در پاسخ به  SODفعالیت   .Ayar Kayali et al(2002) در مطالعه

. داری افزایش یافت به صورت معنی F. acuminatumآلودگی با 

ساعت بعد از  22-12تغییرات معنی داری را در  CATلیت فعا

در این مطالعه، بیان  (.Ayar Kayali et al. 2002) آلودگی نداشت

ساعت افزایش یافته و  22زمان با هم در  هم CAT2و  SODژن 

ساعت بیان هر دو ژن کاهش یافته و  72بعد ثابت شد و در 

این شاید دلیل . یافت  ساعت بیان هر دو ژن افزایش 69دوباره در 

دیگر باشد که نشان دهد بیان این دو ژن بعد از آلودگی به هم 

توانند علیه بیماری  می  مرتبط است و این دو ژن با همکاری هم

 . قارچ فوزاریوم عمل کنند

در  CAT2و  SOD ،CAT1مورد مشابهی که در نمودار سه ژن 

ژن دارای یک نمونه دانه لاین حساس مشاهده شد این بود که سه 

یعنی بعد از آلودگی . بخش خطی در نمودار بیان ژن خود هستند

 72بعد از این ثبات بیان ژن در . رسند به یک ثبات بیان ژن می

ساعت  69افت شدیدی یافته و دوباره در  CAT2و  SODساعت، 

 Ayar Kayali et رابطهدر این . رود می  بیان ژن در هر سه ژن بالا

(2002) al.  عنوان کردند یک ارتباط نزدیک بین  نیزSOD  و

. دست آمده است وجود دارد که تاییدی بر نتایج به CATفعالیت 

 سهدر  CATفعالیت  et al.   Sorahinobar(2015) بر طبق گزارش

 7داری افزایش و سپس در  طور معنی روز بعد از آلودگی به پنجو 

از  در ژنوتیپ مقاوم پس SODفعالیت . روز کاهش یافت

این نتایج با . یابد می  افزایش F. graminearumکوبی توسط  مایه

دهد فعالیت  می  موافق است که نشان  et al.  Xingfu(1995) نتایج

SOD های مقاوم بالاتر از ژنوتیپ حساس است در ژنوتیپ .

کوبی  و پاسخ آنتی اکسیدانی آنزیمی تحت مایه ROSتفاوت تولید 

القا سریع و مقدار . م و حساس مشاهده شدفوزاریوم در ارقام مقاو

عنوان یک مولکول سیگنال و القا فعالیت  به H2O2بالای محتوای 

تواند نقش مهمی در  می  های آنتی اکسیدانی در رقم مقاوم، آنزیم

 .Sorahinobar et al) مقاومت گندم در برابر فوزاریوم داشته باشد

2015). 

سوپراکسید   فعالیت آنزیم Mandal et al. (2008) طبق مطالعه

کوبی بیمارگر فوزاریوم افزایش یافت  دسموتاز در پاسخ به مایه

ولی این افزایش . یابد می  ساعت کاهش 22ولی فعالیت کاتالاز در 

یا کاهش بیان ژن در پاسخ به آلودگی در ساعات مختلف بستگی 

اگر بیان ژن قبل از . به سطح بیان آن ژن قبل از آلودگی دارد

زنی سلول توانایی مقابله با این سطح  مایه ودگی بالا باشد بعد ازآل

از مواد سمی را دارد و دیگر نیازی به بالا بردن سطح بیان ژن 

کوبی بیان ژن به ولی در غیر این صورت، با مایه. خود ندارد

 . رود تا گیاه بتواند سم زدایی کند می  یکباره بالا

های فعال اکسیژنی،  گونه  .Lanubile et al (2015) بر طبق مطالعه

کوبی بیمارگر در لاین حساس ایجاد شد هر چند  تنها پس از مایه

های بدون  در دانه. تر بود ها در لاین مقاوم بیش فعالیت آنزیمی آن

های  داری متفاوت از دانه طور معنی به CATکوبی، نتایج  مایه

م لاین مقاوم کوبی شده در هر دو ژنوتیپ بود و نمونه ابریش مایه

کوبی با بیمارگر،  پس از مایه. تری را نشان داد بیش CATفعالیت 

در نمونه دانه هر دو لاین حساس و مقاوم نسبت  CAT1فعالیت 

در لاین مقاوم، نتایج فعالیت کاتالاز . کند می  به شاهد افزایش پیدا

در شرایط مطلق بالاتر بود اگرچه افزایش بیشتر در لاین حساس 

های حساس تنها بعد از  ها در لاین   رونویسی از این ژن. رخ داد

های  رود در حالی که در لاین مقاوم، ژن می  کوبی قارچ بالا مایه

دفاعی بالاتر، اجازه آمادگی گیاه برای مقابله علیه حملات بیمارگر 

در  SODچنین فعالیت  هم (.Lanubile et al. 2015) دهد می  را

هرچند محتوای . داری داشت معنی کنترل دو ژنوتیپ تفاوت

H2O2 یابد اما روند  می  کوبی افزایش در لاین حساس پس از مایه

در  SODفعال شدن . رخ داده است SODمعکوس در فعالیت 
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 دهد می  ساعت رخ 12مراحل اولیه عفونت بیمارگر، قبل از 

(Lanubile et al. 2015) های  علت افزایش گونه که ممکن است به

کوبی فوزاریوم در محتوای  مایه. سیژنی در سلول باشدفعال اک

H2O2 طور  تواند به می  انفجار اکسیداتیو. لاین مقاوم تاثیری نداشت

که  در حالی. محدود شود CATموثر در لاین مقاوم توسط فعالیت 

از سوی دیگر، . ماند می  بیشتری باقی H2O2در لاین حساس، 

ا در لاین حساس همراه با ه   توسط بیمارگر H2O2تجمع بالای 

ممکن است نشان دهد که یک  SODکاهش قابل توجه فعالیت 

تمام . دهد می  جای تولید بالاتر رخ به H2O2زدایی پایین  سم

های حساس  ها قادر به پاسخ به عفونت هستند اما ژنوتیپ   ژنوتیپ

 (.Lanubile et al. 2015) دهند می  تر به عفونت بیمارگر پاسخ بیش

نطور که در نمودارها مشخص است، در لاین حساس بعد از هما

آلودگی افت یا پیک بیان ژن شدیدتری نسبت به لاین مقاوم 

تر  در حالی که بیان ژن در لاین مقاوم همواره بیش. مشاهده شد

های حساس و مقاوم،  فعالیت بین دو پاسخ فنوتیپ. باشد می

لگوی کننده تفاوت در سرعت، شدت، ا ممکن است منعکس

 باشد( های دفاعی ژن)های مختلف  فضایی و محدوده بیان ژن

(Zhu et al. 1996.)  

بعد از آلودگی با قارچ  SODو  CATدر این مطالعه بیان دو ژن 

ولی این افزایش بیان ژن در ژن . یافت  فوزاریوم در ذرت افزایش

SOD  زودتر از ژنCAT این دو ژن هماهنگ با . دهد می  رخ

توانند در برابر حمله قارچ فوزاریوم عمل کنند و نقش  می  یکدیگر

زدایی و کاهش اثرات منفی بیماری بر گیاه داشته  موثری در سم

نکته مهم در مورد مقاومت گیاه به این بیماری در سطح . باشند

هر چه بیان این دو ژن قبل . بیان این دو ژن قبل از آلودگی است

تری برای مقابله و  ی بیشتر باشد سلول آمادگ از آلودگی بیش

. دهد می  پاسخطور موثرتری به بیماری  زدایی داشته و به سم

شود در مطالعات بعدی ساعات بعد از آلودگی افزایش پیشنهاد می

در زمانی که بیماری  SODو  CATهای یابد تا روند تغییر بیان ژن

 .کند نیز مورد ارزیابی قرار گیردتری پیدا می شدت بیش
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