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 1388 زمستان ،12 ، شمارهسومسال ،  تبريز واحددانشگاه آزاد اسلامي علوم كشاورزيعلمي ـ پژوهشي مجله           

هاي پلي گالاكتورونازها در گياه   آنزيمياز خانواده PGaseكاهش بيان ژن 
  آرابيدوپسيس و حساسيت به آلودگي با بيمارگر

  
  1 رعنا پور ايوبي

  
  

  چكيده
در اين پژوهش موتانتي از گياه كه آرابيدوپسيس كه داراي حساسيت شديدي بـه آلـودگي بـا بيمـارگر                    

Hyaloperonospora arabidopsidis آرابيدوپـسيس جهـت   يود و در طول فرآيند توليد گياهان تراريختهب 
نتايج نشان داد كه    . هاي مولكولي قرار گرفت    هاي مقاومت ايجاد شده بود، تحت مطالعه و ارزيابي          ژن يمطالعه

جابجـا شـونده از آگروبـاكتريوم در ژن          DNAحساسيت اين موتانت بـه بيمـارگر، بـه علـت درج شـدن يـك                 
كليدي را در پاسخ   سلولي گياهان كه نقشيهاي مهم ديواره گالاكتوروناز، كه از آنزيم آنزيم پليرمزگردان به

 دوم براي همـين     يزيرا اولاً، موتانت غير وابسته    . باشدكنند، مي  زنده بازي مي   به تحريكات خارجي زنده و غير     
ثانياً، با بيان   . يپ يكساني را نشان داد    جابجا شونده در مكان ديگر توالي اين ژن بود، فنوت          DNAژن كه داراي    

هاي جهش يافته كه ژن مذكور فاقد عملكـرد بـود و سـطح               ، در موتانت  )(Overexpressionبيشتر ژن مذكور    
دست  نتايج به.  درصد كاهش يافته بود، حساسيت گياه نسبت به بيمارگر برطرف شد70 بيان ژن فوق در آنها
 . يد نمودنديهان در پاسخ به بيمارگرها را تاًهاي سلولي گيا آمده دخالت ديواره

 
. سلولييآرابيدوپسيس، پلي گالاكتوروناز، حساسيت، ديواره :واژگان كليدي

                                                 
  rpourayyubi@bio3.rwth-aachen.de                 )ي مسئولندهنگار( استاديار گروه گياهپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز –1

  23/8/88:اريخ دريافت    ت                                                                                                                                                                         
  10/3/89:تاريخ پذيرش                                                                                                                                                                               
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  مقدمه
هــاي  هــاي گيــاهي بــر خــلاف ســلول ســلول

ــواره  ــط دي ــانوري توس ــخيم و   ج ــسبتاً ض ــاي ن ه
شوند كه شكل، خـصوصيات      مستحكمي احاطه مي  

هايـشان را     انـدام  ظاهري و بيومكـانيكي گياهـان و      
هاي سلولي نه تنها     ديواره). 3 و   1(كنند   تعيين مي 

 بلكـه   ،شـوند   گياهـان مـي    يباعث استحكام پيكره  
 رشـد و نمـو گياهـان،        ينقش اساسي را در زمينه    

ها، مقاومت گياهان در برابر بيمارگرها،       تمايز سلول 
هـا را    تبادلات بين سلولي و جابجايي آب در سلول       

سلولز، همي سلولز و پكتـين از       . ارندنيز بر عهده د   
 يدهنـــده عمـــده پلـــي ســـاكاريدهاي تـــشكيل

علاوه بـر   ). 4(باشند   هاي سلولي گياهان مي    ديواره
هـاي سـلولي داراي انـواع        پلي سـاكاريدها، ديـواره    

باشند كه در فرآيندهاي  ها نيز مي  متعددي از آنزيم  
هـاي سـلولي،     مختلف سلولي مانند تشكيل ديـواره     

هـاي   ها، جدا شـدن سـلول       انبساط سلول  توسعه و 
هاي متقابل   دختري در تقسيمات سلولي و واكنش     

كننـد   هاي گياهي با بيمارگرهـا شـركت مـي      سلول
هاي سـلولي گويـاي      ها در ديواره   حضور آنزيم ). 4(

هـا مـستعد تحمـل       باشـد كـه آن     اين واقعيت مـي   
تغييرات زياد در ساختارها و تركيباتشان، در طول        

ها و حتي بعد از بالغ شـدن آنهـا     سلولنمو رشد و
، )PGases (پلي گالاكتورونازهـا  ). 9 و   7(باشند   مي

هـاي   هاي مهم وابسته به ديـواره      يك گروه از آنزيم   
هـاي اساسـي را در طـول         سلولي هستند، كه نقش   

 زندگي گياهان مانند جوانـه زنـي بـذرها،          يچرخه
هـاي گـرده، رسـيدن     ها، بالغ شدن دانه   رشد سلول 

هـا و شـكوفايي بـساك        ا، گل ه  ها، ريزش برگ   يوهم
  .هاي سلولي بر عهده دارند توسط تنظيم ديواره

دهنــد كــه ژنــوم گيــاه  مطالعــات نــشان مــي
 ژن رمزگــــردان بــــه 69آرابيدوپــــسيس داراي 

باشد كه محصولات    هاي پلي گالاكتوروناز مي    آنزيم
هـا بـر اسـاس تـشابهات واحـدهاي اسـيد             اين ژن 
 (mRNA)هايـشان   ندهي رونوشتاي و سازما   آمينه

هــا تحــت عنــوان پلــي     يــك گــروه از آنــزيم  
تـوان   دهنـد كـه مـي      گالاكتورونازها را تشكيل مي   

  و10(هاي مختلفي تقـسيم كـرد    ها را به شاخه  آن
هـاي سـلولي     طور كه ذكر شـد ديـواره      همان). 11

علاوه بر تعيين شكل گياهان و دخالت در رشـد و           
ــه ال نمــو آنهــا، در تنظــيم عكــس عمــل گياهــان ب

 بيمارگرهـا نيـز     يتحريكات خارجي ماننـد حملـه     
ــد  ــت دارن ــاي ). 13 و 12(دخال ــامي بيمارگره تم

هـاي   گياهي داراي فعل و انفعالات داخلي با ديواره       
 آنهــا يدهنــده اجــزاي تــشكيل ســلولي گياهــان و

باشند و مانند يك سد فيزيكي بين بيمارگرها و     مي
. كننـد   عمل مي  هاي گياهان  محتواي دروني سلول  

هاي سلولي يك مخزن پويـايي       علاوه براين، ديواره  
هــاي  هــاي ضــد ميكروبــي و متابوليــت از پــروتئين

ــشرفت     ــد و پي ــانع از رش ــه م ــستند ك ــه ه ثانوي
  ).12(شوند  بيمارگرها مي

از طرف ديگر، بيشتر بيمارگرهـاي قـارچي و         
هـايي نظيـر پلـي گالاكتورونازهـا         باكتريايي آنـزيم  

)PGases (  ها هـستند،    هاي مهم ديواره   ماز آنزي كه
  و پكتـين متيـل اسـترازها       )PELs (پكتات ليازهـا  

)PMEs( ــه عنــوان فاكتورهــاي آزارگــر  رهــا 1 را ب
هـاي سـلولي     سازند كه پلي ساكاريدهاي ديواره     مي

  .كنند را تجزيه و تخريب مي

                                                 
1- Virulence 
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ــزيم  ــر آن ــلاوه ب ــان و   ع ــذكور، گياه ــاي م ه
، 1 بازدارنـده  هاي  سري پروتئين بيمارگرها داري يك  

هاي يكديگر را مـسدود      باشند كه فعاليت آنزيم    مي
تجزيــه و تخريــب پلــي ســاكاريدهاي .  كننــد مــي

ــروتئين  ــط پ ــي توس ــا   پكتين ــي و ي ــاي ميكروب ه
 هـــاي ســـلوليهـــاي مخـــرب ديـــواره پـــروتئين

)CWDPs(2 ــاكاريدهايي ــد اليگوســ ــه توليــ ، بــ
هـاي   لكـول وعنـوان م   واننـد بـه   ت انجامند كه مي   مي

هـاي دفـاعي     اي عمل كرده و پاسخ     هندهسيگنال د 
ــد   ــان را تحريـــك كننـ ــارگر  ).9  و8(گياهـ بيمـ

Hyaloperonospora arabidopsidis  ــل عامــ
ــانواده    ــان خ ــي در گياه ــفيدك درون ــاري س  بيم

در منــاطقي كــه اعــضاي ايــن   بــوده و3كروســيفرا
خانواده مخصوصاً محصولات كشاورزي متعلـق بـه        

ــرورش داده مــي  ــن خــانواده، پ ــده شــوناي د پراكن
اين بيمـاري بيـشتر در منـاطق خنـك و           . باشد مي

مرطوب كـه بـراي توليـد اسـپور و پـراكنش آنهـا              
ايـن بيمـارگر متعلـق بـه        . مساعد باشد شيوع دارد   

بوده كه   Omycota يو رده  Chromicota يشاخه
به علت دارا بودن سلولز و عدم دارا بـودن كيتـين            

ــواره ــال  در دي ــلولي در س ــاي س ــر  ه ــاي اخي  از ه
  ).20(اند  هاي حقيقي جدا شده قارچ

Hyaloperonospora arabidopsidis  
بوده كـه در     WELAو   NOCO يداراي دو ايزوله  

زا  هاي مختلف گياه آرابيدوپسيس بيمـاري      اكوتيپ
 NOCO فقط توسـط نـژاد    Colاكوتيپ. باشند مي

باشد كه منجر به ايجـاد       داراي واكنشي سازگار مي   
ولي اين بيمـارگر قـادر بـه        ). 20(شود   بيماري مي 

ــت   ــازي دو موتان ــوده س ــاه  5pmr و 6pmr آل گي
                                                 
١- inhibitory proteins 
٢- cell wall degrading proteins 
٣- Cruciferae 

محـصول  . باشـد  نمي Colآرابيدوپسيس از اكوتيپ    
باشد كـه   مانندي ميPELs يك آنزيم  6PMR ژن

 هـا اسـت و ژن      داراي نقش تخريبـي روي پكتـين      
5PMR بزرگ ژني بـا     يمتعلق به يك خانواده    هم 

  ).14(عملكردي نامشخص است 
هــا  ومــت مــشاهده شــده در ايــن موتانــتمقا

مربوط به فعال شـدن مـسيرهاي دفـاعي از پـيش            
  گياهان، كـه بـه مقاومـت گياهـان       يشناخته شده 

رسـد،   نظر مـي   طور به  بلكه اين . باشد انجامد نمي  مي
كه نوع جديدي از مقاومت است كـه بيـشتر بـه از             

. باشد دست دادن يك فاكتور حساسيتي مربوط مي      
عنوان  به 6PMR محصول ژن    ،6pmrت  لذا در موتان  

باشد كـه فقـدان      يك فاكتور حساسيتي درگياه مي    
  و 14(شـود    عملكرد آن باعث مقاومـت گيـاه مـي        

15.(  
ــه ــوق مــي از گفت ــين  هــاي ف ــن چن ــوان اي ت

گيــري كــرد كــه ســاختار و تركيــب پلــي   نتيجــه
هـاي سـلولي نقـش       ساكاريدهاي پكتينـي ديـواره    

هــاي  م پاســخبــسيار مهمــي را در تعيــين و تنظــي
عهـده    بيمارگرهـا بـر    يدفاعي گياه در برابر حمله    

هـاي تراريختـه     در طول فرآيند توليد لايـن     . دارند
هـاي مقاومـت، لايـن جهـش          ژن يجهت مطالعـه  

يافته اي از گياه آرابيدوپسيس شناسايي شد كه با         
هاي مولكولي مشخص گرديـد كـه در ايـن           بررسي

وبـاكتريوم   از آگر  4جابجا شونده  DNAموتانت يك   
 PGase بـــراي آنــــزيم  يدر ژن كـــد كننـــده  

(AT3g07970)پلــي يعــضوي از خــانواده ، كــه 
بنـابراين  . باشد، درج شده اسـت     گالاكتورونازها مي 

. گـذاري شـد   نـام pgase  اين موتانت تحت عنـوان 

                                                 
4- Transfer DNA=T-DNA 
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هــاي فيزيولــوژيكي مــشخص  متعاقبــاً، بــا بررســي
گرديد كه اين موتانت داراي حساسيت بـالايي بـه          

ــود ــر  آلــــــ ــژاد آزارگــــــ ــا نــــــ گي بــــــ
ــارگر   Hyaloperonospora arabidopsidisبيم

  .باشد مي
  ها مواد و روش

شرايط رشد گياهـان و توليـد گياهـان         
  تراريخته

در تمامي مطالعات ايـن تحقيـق از اكوتيـپ          
Colombia (Col-0)    گياه آرابيدوپـسيس اسـتفاده

هـايي بـا شـرايط محيطـي         گياهان در گلخانه  . شد
ــا   ــرل شــده، ب  5/15 ســاعت روشــنايي و 5/8كنت

گراد بـا شـدت       سانتي ي درجه 22ساعت تاريكي و    
ميكرومـول بـر متـر مربـع در          100نور در حـدود     

 درصد رشـد داده     65فوتون و رطوبت نسبي      1ثانيه
  . شدند

براي ايجـاد لاينـي كـه سـطح بـالايي از ژن             
PGase  ــد ــان كنـ ــ(35S::PGase)را بيـ دا ـ، ابتـ
توسـط  PGase ن ژ) CDS(  رمـز گـردان  يناحيـه 
. تكثيـر شـد  ) PCR( اي پليمراز هاي زنجيره واكنش
هاي حرارتي مورد استفاده در موارد مختلف        چرخه
با توجه به آغازگرهاي مختلـف،   PCR هاي واكنش

هـاي   از اطمينان از صـحت تـوالي       بعد.متفاوت بود 
در حامل   PGaseنوكلئوتيدي قطعات تكثيري، ژن

تيتوي تحقيقـاتي  كه از انـس (  pJawohl3يدوگانه
، درتوالي پايين دست    )ماكس پلانك كلن تهيه شد    

 (CaMV)وزاييك كلـم    ـروس م ـاز وي  35Sر  ـپيشب
ود، ـان شـــرل آن بيـــكــه تحــت كنتــ وريـطــ بــه

 ـ   ).1 شكل(د ـهمسانه ش وتركيب ـسـپس حامـل ن
                                                 
1- µmol/m-2s-1 

هـاي نوكلئوتيـدي     له از لحاظ صـحت تـوالي      ـحاص
بـــاكتري  GV3101ارزيـــابي شـــده و بـــه نـــژاد 

Agrobacterium tumefaciens انتقال داده شـد  .
آگروباكتريوم تراريخته حاصله، بـراي ايجـاد لايـن         

توسط روش شناورسازي    35S::PGase يتراريخته
هاي جوان گياه با محلـول    ، به نحوي كه گل    2ها گل

شد و   آگروباكتريوم حاوي حامل مربوطه آغشته مي     
ــه   ــوبتي نگ ــايي و رط ــاص دم ــرايط خ داري  در ش

انتقـال   pgase و موتانتCol-0 به گياهان شد،  مي
  ).16(داده شد 

  ها بررسي مولكولي موتانت
هاي جهش يافتـه توسـط       ررسي لاين ـبراي ب 

ــT-DNAدرج  ـــوع خـ، ن ــ PCRاصي از ـ ــام هب  ن
daptor ligation PCRاي كـه در   همـان شـيوه   ، به

توصـيف   Clontech شركت   3كيت پيمايش ژنومي  
ه از ايـن روش در      و راهنمـاي اسـتفاد     شده اسـت،  

باشد، مورد   مي  اين شركت قابل دسترس    سايت وب
  . استفاده قرار گرفت

ــنش  ــن واك ــاي   در اي ــا، آغازگره  4 و 3، 1ه
 T-DNAاي كـه     ، براي شناسايي ناحيه   )1 جدول(

 در  T-DNAحـضور   . درج شده بود، اسـتفاده شـد      
، كـه از    GK-058B07 دوم   يموتانت جهش يافتـه   

هـاي   اي كه لاين وعهمجم ( GABI-Katيمجموعه
هـاي آرابيدوپـسيس را      جهش يافته براي تمـام ژن     

 5بود، توسط آغازگرهـاي      تهيه شده ) باشد دارا مي 
صـحت  .  مورد بررسي قرار گرفت    )1 جدول( 7 و 6،

توليد  DNAهاي نوكلئوتيدي تمامي قطعات      توالي
  .، امتحان شدندPCRشده توسط 

                                                 
2- floral dip method 
3- Genom walker kit 
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 1 (RT-PCR)بررسي بيان ژن توسط روش
هـاي اوليـه، سـاقه و     بـرگ  هـايي از ريـشه،   قسمت

هاي مختلـف در حـضور نيتـروژن         هاي ژنوتيپ  گل
  .مايع منجمد شده و پودر شد

                                                 
١- Semi Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase 
Chain Reaction 

  

RNA    هـا توسـط روش اسـتاندارد        كل از اين بافت
ــد  ــتخراج شـــ ــده اســـ ــيف شـــ ).17( توصـــ

در توالي پايين  PGaseلي رمزگردان ژن  توا pJawohl3+PGase CDS فيزيكي وكتور نوتركيبي نقشه-1شكل 
  .كلون شد EcoRI و  BamHIي بين نقاط محدود كننده 35Sدست و تحت كنترل پيشبر
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كل استخراج شده،   ي  RNAنيم ميكروگرم از    

ــه ــاختن   ب ــراي س ــو ب ــوان الگ ــي DNAعن لمكم 
)cDNA(بــا اســتفاده از كيــت ،Revert Aid H 

Minus M-MuLV Reverse Transcriptase از 
 مـورد اسـتفاده قـرار     MBI Fermentaseكمپـاني 
بـــا اســـتفاده از آغازگرهـــاي  RT-PCR. گرفـــت

، )1 جــدول (اختــصاصي ژن و آغازگرهــاي اكتــين
عنوان يك شاخص اسـتاندارد درونـي در حجـم           به

اي حرارتـي زيـر     ه ـ  ميكرو ليتر و با چرخه     50كلي  
  :انجام گرفت

  95 دقيقه، 5مدت  گراد به  سانتيي درجه95

 65 ثانيـه،  15 دتـم ـ گـراد، بـه   انتيـ س ـي درجـه 
 ي درجـه 72  ثانيه،30مدت  گراد به سانتيي درجه

ــانتي ــه س ــراد ب ــدت  گ ــه و1م ــه72 دقيق  ي درج
، 25،  23 دقيقـه، بـه تعـداد        4گراد به مدت     سانتي

  .  چرخه30 و 27
  سازي گياهان با بيمارگرآلوده 

بيمارگر  NOCO آلوده ساختن گياهان با نژاد
Hyaloperonospora arabidopsidis  ــل و تحلي

هـاي مختلـف و      هـاي ژنوتيـپ    رشد آن درون برگ   
 هرمـانز و    طـور كـه    شمارش اسپورهاي آن، همـان    

  . ، انجام گرفتاندكرده توصيف )18(همكاران 

  Sigma تهيه شده توسط شركت و ليست آغازگرهاي استفاده شده -1جدول
  

1  Long adaptor oligos  5´GTAATACGACTCACTATAGGGCACGGTGGTCGACGGCCC 
GGG3´  

2  Short adaptor oligo 5’-ACCAGCCC-3’  
3  T-DNA left border oligo 5´-CGCTTGGTGCTTATGTGATCTA-3´ 
4  T-DNA nested oligo 5´-TCGACATCGAGTTTCTCATAA-3´ 
5  GABI-Kat T-DNA LB 5´-GTTTCTCATCTAAGCCCCCATTTG-3´ 
6  GABI-Kat LB nested 5´-TAACGCTGCGGACATCTACATTTT -3´  
7  PGase exon 1 reverse 5´-TTTAGCACCGAAAGTGTTGACGTT-3´ 
8  PGase BamHI ATG 

forward 5´-TGGATCCATGTATGAAAAGATCATAATCTTA-3´ 

9  PGase EcoRI STOP 
reverse 5´-TGAATTCTCAAGTGCAAAGAGGAGAAACATT-3´ 

10  PGase exon7/8 forward  5´-AAGACTTGGCAGGGAGGACATGGA-3´ 
11  PGase exon 9/8 reverse 5´-TACCGCGGATTTCTGTTCGGGGCA-3´ 
12  Actin RT-PCR forward 5´-CGTACAACCGGTTTGTGCTGGATT-3´ 
13  Actin RT-PCR reverse 5´-GCTTTTTAAGCCTTTGATCTTGAGAG-3´ 
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  نتايج و بحث
 يانتخـاب لايـن تراريختـه     در فرايند توليد و     

35S::PCC1 )17(،  ــسيس ــانتي از آرابيدوپـ  موتـ
شناسايي شد كه حساسيت شـديدي بـه بيمـارگر          

Hyaloperonospora arabidopsidis  ــشان نــ
در  T-DNAكـه   اين موتانت بر اساس ايـن     . داد مي

، نازهـا كتوروگالا ژني پلي    ييكي از اعضاي خانواده   
AT3g07970     وان موتانت  ، درج شده بود، تحت عن

pgase  هـاي مولكـولي    نتـايج بررسـي   .ناميده شـد
هــاي و بررســي pgase ،GABI-Katهــاي  موتانــت

بعضي از خصوصيات    هاي مختلف  بيان ژن در لاين   
 مـا را    ، pgaseمورفولوژيكي تغييـر يافتـه موتانـت        

هاي مولكولي جهت يافتن نقطـه       تشويق به بررسي  
  . در اين موتانت كرد T-DNAالحاقي 
هاي مولكولي نـشان داد كـه در         يج بررسي نتا

 در تـوالي آغــازگر ژن  T-DNAايـن موتانـت يـك    
AT3g07970   يمحل دقيق نقطه  .  درج شده است 

 جفت باز در توالي بالادست      T-DNA  ،371الحاق  
اي  آغـازين ترجمـه   ) Codon (از رمزهايي سه تايي   

جهــت اطمينــان از ايــن ). 2 شــكل(ايــن ژن بــود 
ــ ــه درجـموضـ ــ T-DNAوع كـ ذكور در ژن ـ مـ

ربوطه، مسئول خصوصيات مورفولـوژيكي تغييـر       ـم
باشــد، موتانــت دوم  مــي pgaseيافتــه در موتانــت 

GB-058B07   توسط T-DNA      در همـين جايگـاه 
ــه ــي، از مجموعـ ــدGABI-Kat يژنـ ــه شـ .  تهيـ

 GABI-Katهاي مولكولي بر روي موتانـت        بررسي
 در تـوالي   T-DNAنشان داد كه محل دقيـق درج 

 جفت باز در پايين دست رمزهـاي        5اگزون،  اولين  
از ). 3 شـكل (باشـد    اي مي  سه تايي آغازين ترجمه   

ــوژيكي موتانــت  كــاملا  GABI-Katلحــاظ مورفول
  .بود pgaseشبيه موتانت 

نتايج حاصل از تجزيه و تحليل بيان ژن 
PGase  توسطSemi quantitative RT-PCR 

 بيان ي سطح يكسان كاهش يافتهيدهنده نشان
 درصد سطح بيان 70 معادل تقريباً( PGaseژن 

درهر دو موتانت ) Col-0ژن در تيپ وحشي گياه 
pgase  وGABI-Katهاي  داده). 4 شكل(باشد   مي

فوق دلالت بر اين موضوع دارند كه فقدان عملكرد 
 هاي مذكور، مسئول فنوتيپ درموتانت PGaseژن 

  . باشد مورفولوژيكي مشاده شده در آنها مي
و  pgaseهاي  طرفي ديگر تراريزش موتانتاز 

GABI-Kat 35 با حامل حاويS::PGase، 
فنوتيپ مورفولوژيكي مشاهده شده در آنها را 

د ـص در دـ ص،كه طوري هب. كاملاً برطرف كرد
گياهان نسل اول حاصل از تغيير شكل، از لحاظ 

ورفولوژيكي شبيه گياهان تيپ وحشي گياه ـم
Col-0بودند  .  

وم هم، يك چهارم گياهان شبيه در نسل د
) GABI-Kat و pgase(هاي جهش يافته  موتانت

ها شبيه گياهان تيپ وحشي گياه  و سه چهارم آن
Col-0 ها  اين يافته). اند  نشدهآوردهها  داده( بودند

 ينيز، وابسته بودن صفات فنوتيپيكي تغيير يافته
 ها به فقدان عملكرد ژن مشاهده شده در موتانت

PGase نندك  ييد ميأرا ت.  
 توسط  35S::PGaseسطح بيان ژن در لاين      

ــنش  ــورد Semi quantitative RT-PCRواك  م
 بررسي قرار گرفته و با سطح بيـان آن در موتانـت           

pgase  و تيــپ وحــشي گيــاهCol-0 مقايــسه شــد 
ــان). 5 شــكل( ــشخص   هم ــه در شــكل م ــور ك ط

در لايـــن  PGaseباشـــد ســـطح بيـــان ژن  مـــي
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35S::PGase برابـر   4/2 برابـر و     9ترتيب   باً به  تقري 
و تيـپ   pgaseبيشتر از سطح بيان آن در موتانـت       

ها  اين داده ). 5 شكل(باشد   مي Col-0وحشي گياه   
نيز دلالت به اين موضوع دارند كـه سـطح كـاهش           

مسئول فنوتيـپ مورفولـوژيكي      PGaseيافته بيان   
  . باشد هاي مذكور مي مشاهده شده در موتانت
 و  pgaseهـاي    موتانتحساسيت شديد

GABI-Kat  ــارگر ــا بيمـ ــودگي بـ ــه آلـ  بـ
Hyaloperonospora arabidopsidisطرف  بر  و

  35S::PGaseشدن حساسيت در لاين 
هاي سلولي موانع بسيار     جايي كه ديواره   از آن 

زاي زنـده و غيـر زنـده         مهمي بـراي عوامـل تـنش      
هـاي   العمـل موتانـت    باشند، لذا عكـس    خارجي مي 

pgase و GABI-Kat    شـود در آنهـا       كه تصور مـي
 باعــث  PGaseدرتــوالي ژن T-DNAدرج شــدن 

هاي سـلولي آنهـا شـده اسـت،          تغييراتي در ديواره  
به ايـن منظـور    .تحت بررسي و مطالعه قرار گرفت

و لايـــن  pgase ، GABI-Katهـــاي موتانـــت
35S::PGase     با اسپورهاي نـژاد NOCO   بيمـارگر

Hyaloperonospora arabidopsidis  ــر ــه ب ، ك
باشد، تلقيح شـدند و نتـايج    آزارگر مي  Col-0روي  

رشد بيمـارگر و پيـشرفت آن در روزهـاي سـوم و             
  .هفتم بعد از آلودگي مورد بررسي قرار گرفت

نتايج حاصل از ايـن آلـودگي نـشان داد كـه            
ــسه ــزان ري ــرگ  مي ــده در ب ــاهر ش ــاي ظ ــاي  ه ه

 در روز سوم بعد     GABI-Kat و pgaseهاي   موتانت
هـاي  ح بيمارگر، كمـابيش بـا ميـزان ريـسه         از تلقي 

 eds11ظاهر شده در موتانت شناخته شده حساس        
كـه در    طـوري  همـان ). 6 شـكل (باشـد    يكسان مي 

                                                 
١- enhanced disease susceptibility 

هاي ظاهر شده    شود ميزان ريسه   شكل ملاحظه مي  
است  Col-0ها بسيار بيشتر از گياه       در اين ژنوتيپ  

ــت   ــن موتان ــساسيت اي ــطح ح ــن   و س ــا در لاي ه
نيز تا حد زيادي برطرف      35S::PGase يتراريخته

هـاي رشـد يافتـه در         ريسه يزيرا توده . شده است 
 .باشد  يكسان مي  Col-0اين لاين كمابيش با گياه      

 ظاهر شده   يمقدار كنيديوسپورهاي شمارش شده   
 روز پـــس از تلقـــيح در 7هـــا  در ســـطح بـــرگ

بـا تعـداد آنهـا       GABI-Kat و pgaseهـاي    موتانت
از ). 7 شـكل (باشد  ت نميمتفاو eds1براي موتانت   

طرف ديگر كنيديوسپورهاي شـمارش شـده بـراي         
 هــم تقريبــاً در حــدود تعــداد 35S::PGaseلايــن 

ــراي     ــده ب ــمارش ش ــپورهاي ش  Col-0كنيديوس
  .باشد مي

ــان ژن ــه و تحليــل بي در   PGaseتجزي
  هاي مختلف گياه اندام

هاي فعال براي بيـان      منظور شناسايي محل   به
هــاي مختلــف گيــاه، ريــشه،  در انــدام PGaseژن 

-Semi Quantitative RTبرگ، ساقه و گل توسط

PCR    نتايج حاصله از اين    . مورد مطالعه قرار گرفت
در حالـت    PGase نـشان داد كـه، ژن        هـا آزمايش

ــان   ــايين بي ــطح پ ــي از س ــوردار  mRNA كل برخ
هـا و     بيـان آن مربـوط بـه ريـشه         باشد و عمدتاً   مي

ي mRNAها بوده و سـطح بـسيار پـاييني از            ساقه
  .باشد ها قابل رديابي مي ها و گل آن در برگ

 عـدد ژن    69ژنوم گياه آرابيدوپـسيس داراي      
هـاي پلـي گالاكتورونازهـا كـه       رمزگردان به آنـزيم   

هــاي نوكلئوتيــدي هــستند  داراي تــشابهات تــوالي
هـا   طور كه ذكر شد اين آنزيم      همان). 10(باشد   مي

زني بذرها، رشد    هاي مختلفي نظير جوانه    در پديده 
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ها،  هاي گرده، رسيدن ميوه    ها، بالغ شدن دانه    سلول
هـا و شـكوفايي بـساك توسـط          ها، گل  ريزش برگ 

  ).11  و10(دارند نقش هاي سلولي  تنظيم ديواره
اي بـه نقـش مـستقيم آنهـا در           تاكنون اشاره 

مقاومت يا حساسيت گياهان به بيمارگرهـا نـشده         
ايج اين تحقيق براي اولين بـار بـه نقـش    است و نت  

درخـت فيلـوژنتيكي    . آنها در اين زمينه اشاره دارد     
 و   كـورانزا  - گـونزالز    هـا توسـط    مربوط به ايـن ژن    

مطالعـه و ارزيـابي     . ه شده است   تهي )10 (همكاران
ــاخه  ــنج ژن از دو ش ــولي پ ــن يمولك ــه اي  جداگان

 ،AT2g41850 = PGAZAT( درخت فيلـوژنتيكي،  
AT3g57510 = PGDZAT،AT3g07970  ،
AT1g80170و  AT2g43860( بــــا اســــتفاده از 

ــه در آن ژن ــاختارهايي ك ــشان س ــاي ن ــه  ه ــر ب گ
ها پيوند يافته بودند و      هاي رمزگردان اين ژن    توالي

اي پلـي    هـاي رونويـسي معكـوس زنجيـره        واكنش
 يمشخص كرد، اگر چـه همـه      ) RT-PCR(مرازي  

ــادي ا   ــشابهات زي ــنج ژن داراي ت ــن پ ــاظ اي ز لح
ــوالي ــي داراي  هــاي نوكلئوتيــدي مــي ت باشــند ول

 ،بنــابراين). 10(الگوهــاي بيــان متفــاوتي هــستند 
ــان ژن  ــف بي ــه   الگوهــاي مختل ــورد مطالع هــاي م

ــي ــش   م ــه نق ــاره ب ــد اش ــاوت ژن   توان ــاي متف ه
AT3g07970 = PGase  هـاي    با ژنPGAZAT  و 

PGDZAT شــدن و  داـترتيــب در جـ ـ  كــه بــه
اهي نقـش دارنـد، داشـته       ـهاي گي  وفايي اندام ـشك

 ـ ـ آنهـا نـش    ،چنـين هم. باشد د زمـاني كـه     ـان دادن
 جفـت بـازي از تـوالي آغـازگر ژن           1429اي  قطعه

AT3g07970 گـر   به ژن نـشان GUS   پيونـد داده
اي از گيـاه     شود، بيـان ژن نـشانگر در هـيچ نقطـه          

 كـه   ،)10(طور مشخص قابل رديابي نخواهد بود        به
 ايـن  هـاي تايج آزمـايش اين بخش از نتايج آنها با ن     

  PGaseتحقيق، كه اشاره به سطح پايين بيان ژن
ــدام ــي  در ان ــازگار م ــاهي دارد، س ــاي گي ــد ه  .باش

 ـ     متابوليزم دروني ديـواره     يوسـيله ههـاي سـلولي ب
، PGases آنهـا ماننـد      يهاي تجزيـه كننـده     آنزيم

PELs ،PMEs وexpansin   ها، كه در فرآينـدهاي
 دارنـد، آلـودگي     هـاي مهمـي    مختلف سلولي نقش  

اين ). 12(كنند   گياهان به بيمارگرها را تسهيل مي     
باشد كه در اثر فعاليت      امر احتمالاً به اين دليل مي     

هـا از لحـاظ      ها، مـواد موجـود در ديـواره        اين آنزيم 
هاي مخـرب    تر براي پروتئين   فيزيكي قابل دسترس  

 خواهند بـود و يـا ايـن        CWDPs ديوارهاي سلولي 
ــ ــت آنـ ـ ك ــن اس ــي    زيمه ممك ــذكور، پل ــاي م ه

اي  ها را به مواد مناسـب تغذيـه    ساكاريدهاي ديواره 
براي بيمارگرهـا تبـديل كننـد و بـه ايـن ترتيـب              

شـوند   تر مـي   گياهان به آلودگي بيمارگرها حساس    
  ). 12 و 9 ،8(

مثال  6pmr مقاومت مشاهده شده در موتانت    
 6PMR ژن. باشـد  هاي فـوق مـي     خوبي براي گفته  

 PELsهـاي    مزگردان براي آنـزيم    ژن ر  29يكي از   
باشد و وجود ايـن ژن آلـودگي گيـاه بـه             مانند مي 

بـــر روي  Erysiphe cichoracearumبيمـــارگر 
از . كنــد هــاي رويــشي گيــاه را حمايــت مــي بافــت

كه مقاومت مشاهده شده در ايـن موتانـت          ييجا آن
يــك از مــسيرهاي  مربــوط بــه فعــال شــدن هــيچ

شـد و چـون در      با شناخته شده دفـاعي گيـاه نمـي       
هــاي ســلولي ايــن موتانــت تغييــرات قابــل  ديــواره

ــه ــا   ملاحظ ــسه ب ــين در مقاي ــواي پكت اي در محت
هاي سلولي گياه تيـپ وحـشي وجـود دارد،           ديواره

ــرات     ــور تغيي ــه ظه ــر ب ــوق منج ــرات ف ــه تغيي ك
شـود، لـذا     ها نيـز مـي     مورفولوژيكي در اين موتانت   

ايـن  مقاومت مشاهده شده در اين موتانت در برابر         
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هـا نـسبت داده      بيمارگر به فقدان عملكرد ايـن ژن      
  ).19  و15 ،14(شود  مي

اي  نقـش تجزيـه   6PMR به عبارتي ديگر، ژن
با فقدان عملكرد آن، بيمارگر  روي پكتين داشته و

راحتي قادر به تغذيـه از گيـاه نبـوده و بـه ايـن                هب
  . شود تر مي ترتيب گياه نسبت به بيمارگر مقاوم

تـوان   طـور مـي     حالت كلـي ايـن     بنابراين، در 
 يهـاي تجزيـه كننـده      گيري كرد كه آنـزيم     نتيجه
عنوان فاكتورهاي حـساسيتي     هاي سلولي به   ديواره

كنند و معمولاً بيمارگرهاي گياهـان       گياه عمل مي  
عنوان عوامل آزارگري جهت مـورد هـدف         از آنها به  

هـا    پلي سـاكاريدهاي ديـواره     يقرار دادن و تجزيه   
كنند و اغلب گياهان با از دسـت دادن          استفاده مي 
هــاي درونــي تجزيــه كننــده، در برابــر  ايــن آنــزيم

  . شوند تر مي بيمارگرها مقاوم
هاي  نتايج اين تحقيق نشان دادند كه موتانت      

% 30كه تنهـا داراي     PGaseجهش يافته براي ژن     
بيان ژن هستند، داراي حساسيت بـالاتري مـشابه         

 به آلـودگي بـا      eds1با حساسيت موتانت حساس     
و ايــن ) 7 و 6شــكل (بيمــارگر فــوق الــذكر بــوده 

 تـا حـد زيـادي       35S::PGaseحساسيت در لايـن     
برطرف شده و به حد حساسيت گياه تيپ وحـشي          

  ). 6شكل (رسيد 
باشد اين است كـه      الي كه مطرح مي   ؤحال س 

ــت ــرا در موتان ــاي  چ ــه  GABI-Kat و pgaseه ك
گالاكتورونـاز  سطح  فعال از آنزيم پلي       % 30داراي  

 و 5pmr هـاي  هستند، در مقايسه با نتايج موتانـت      
6pmr ـ         جـاي ايـن    به  ودگي كـه گيـاه نـسبت بـه آل

  . اند تر شده تر شوند، حساسبيمارگر مقاوم
هـا بـه      اين موتانت  يحساسيت افزايش يافته  

صورت افزايش ميزان رشد     آلودگي با بيمارگر كه به    

كنيــدي هــاي بيمــارگر و ســطح بــالاتري از  ريــسه
هـاي   صورت شود، به  اسپورهاي ظاهر شده ديده مي    

چـون نقـش اساسـي      . زير ممكن است توجيه شود    
هـا   شـود درايـن موتانـت      ها، كـه تـصور مـي       پكتين

علت فقدان عملكرد آنزيم پلي گالاكتوروناز تحت        به
ثير قــرار گرفتــه اســت، برقــراري ارتبــاط بــين  أتــ

هـاي مجـاور و چـسباندن آنهـا بـه يكـديگر              سلول
هـا   باشد، بنابراين ممكن است در ايـن موتانـت         مي

 ـ     سلول طـور مناسـبي بـه يكـديگر         ههـاي مجـاور ب
نچسبيده و در نتيجه باعث تسهيل ورود بيمارگر و         

  . شوند تر شدن گياه مي حساس
طور كه قبلاً نيز ذكر شد،       علاوه بر اين، همان   

ــواره ــالقوه  دي ــابع ب اي از  هــاي ســلولي گياهــان من
هــاي   پاســخيي تحريــك كننــدهاليگوســاكاريدها

لـذا ممكـن اسـت ژن       . باشـند  دفاعي گياهـان مـي    
ــه  ــش يافتــ ــن   PGase يجهــ ــد ايــ در توليــ

اليگوساكاريدها نقش داشـته و كـاهش بيـان آن و           
فقدان عملكرد آنزيم كد شونده توسـط آن، باعـث          
عدم توليـد ايـن اليگوسـاكاريدها و عـدم تحريـك            

تيـب  هاي دفاعي گيـاه شـده و بـه ايـن تر            سيستم
هــاي فــوق نــسبت بــه آلــودگي بيمــارگر   موتانــت

شــوند و در مقابــل در لايــن   تــر مــي   حــساس
35S::PGase    ــت ــا فعالي ــپ وحــشي ب ــاه تي و گي

هـا برطـرف شـده،       معمولي اين آنـزيم ايـن نقـص       
طور مناسبي به يكديگر پيونـد       هاي مجاور به   سلول

داشته و هـم چنـين اليگـو سـاكاريدهاي محـرك            
هـاي   شده و منجـر بـه پاسـخ     دهنده توليد    سيگنال

دفاعي معمول گياه در برابـر آلـودگي بـه بيمـارگر            
  .شوند مي
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زگر در اين موتانت در توالي آغا pgase T-DNAدر موتانت  T-DNAسازماندهي ژنومي مكان درج شدن  -4شكل 
 2و  1هاي شماره. اي اين ژن، درج شده استآغازين ترجمه Codon بالادست جفت باز در AT3g07970، 371ژن 

  .اشاره به آغازگرهاي استفاده شده جهت ارزيابي مولكولي اين موتانت دارند
  

  
  

 در اين موتانت در توالي GABI-Kat T-DNA در موتانت T-DNA سازماندهي ژنومي مكان درج شدن - 4شكل 
. ده استـاي آن درج ش جفت باز در پايين دست رمزهاي سه تايي آغازين ترجمهAT3g07970 ،5اولين اگزون 
  . اشاره به آغازگرهاي استفاده شده جهت ارزيابي مولكولي اين موتانت دارند4و  3 ،2، 1هاي شماره

  

  
 

-Semi quantitative RTهاي بر اساس نتايج واكنشبرگ در PGaseتوليد شده ژن  mRNAميزان سطح  -4شكل 

PCR هايدر موتانتpgase   وGABI-Kat  ميزان بيانmRNA ژن PGase 30صد سطح بيان آن در ر دCol-0 
  .باشدمي
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-Semi quantitative RT بر اساس نتايج واكنش هاي دربرگ PGase توليد شده ژن mRNAميزان سطح -7شكل 

PCR  35در لاينS::PGase  ميزان بيانmRNA  ژنPGase، ح بيان  برابر بيشتر از سط4/2 برابر و 9 تقريبا به ترتيب
 .باشد ميCol-0و گياه pgase آن در موتانت 

  

 
  

تعداد   روز بعد از آلودگي بيمارگر7هاي مختلف هاي ژنوتيپ تعداد كنيدسپورهاي ظاهر شده درسطح برگ - 7شكل 
  .باشدمي eds1كمابيش مشابه با تعداد آنها در موتانت حساس  GABI-Katكنيدسپورهاي ظاهر شده در موتانت 

  

 
  

 بيمارگر كه  NOCOهاي مختلف سه روز پس از آلودگي با نژادهاي ژنوتيپ تعداد ريسه هاي رشد كرده دربرگ -7شكل 
 GABI-Katهاي رشد يافته در موتانت  تعداد ريسه  ميكرومتر50=  رنگ آميزي شدند، خط مقياسTrypan blueبا 

باشد و حساسيت مشاهده شده در لاين مي eds1هاي رشد يافته در موتانت حساس  يسهكمابيش مشابه با ر
35S::PGase برطرف شده است . 
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