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Abstract  

The aim of this study was to examine the effect of salicylic acid on the gene expression 

pattern of four enzymes; Phenylalanine ammonialyase, Polyphenol oxidase, Peroxidase and 

Catalase in wheat-Mycosphaerella graminicola pathosystem. For this reason, Salicylic Acid 

(2mm) were sprayed on wheat in two-leaf stage before inoculation with the fungal pathogen. 

Sampling of the plants was done at five time points (0, 3, 6, 12 and 24 h) after inoculation. 

The scanning of genes expression pattern of encoding enzymes were carried out by reverse 

northern dot blotting method. The results showed that within 24 hours post inoculation the 

gene expression of these enzymes significantly increased in this tolerant cultivar. SA 

enhanced the expression of Phenylalanine ammonialyase and Peroxidase genes in all time 

points. The expression of Polyphenol oxidase was increased by SA after 12h. On the other 

hand, increasing the expression level of these genes directly increases the activity of the 

enzymes which indicates direct role of these gens in plant defense system. SA caused a rapid 

rise in expression of Catalase gene, but this effect was not continued for 24h. 

Keywords: Antioxidant enzymes, Gene expression pattern, Mycosphaerella graminicola, 
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 گندم یاهگ یدفاع یهاژن یانب ییراتتغ یبررس

 Mycosphaerella graminicolaبه  یدر پاسخ به آلودگ

 
 2 یرضو يجهخد و 3 ييناصر صفا ،3تپه گل یمحمد يمابراه ،2 يانفروغ سنجر ،*1نژاد جلال غلام

 ايران ،اردکان ،دانشگاه اردکان يعي،و منابع طب یکشاورز ۀدانشکد يست،زيطمح گروه 1

 ايران تهران، ی،فناوريستو ز يکژنت يمهندس يپژوهشگاه مل ی،کشاورز يوتکنولوژیب ۀپژوهشکد 2
 يرانمدرس، تهران، ا يتدانشگاه ترب ی،کشاورز ۀدانشکد ياهي،گ يشناسيماریبخش ب 3

 

 دهیچک

 ۀرماکنن د  یاه  ژن ي ان ب ي اان ب ر م  يداس   يسيليکمتفاوت سال یهاغلظت يرتأث يهدف از انجام پژوهش حاضر، بررس

گن دم ررم م متحم ل زاگ رس  در      ي اه و کاتالاز در گ يداز، پراکسيدازفنل اکسيپل يالياز،آمون ينآلانيلفن يمچهار آنا

ب ا   يدو برگ ۀگندم در مرحل ياهمنظور، گينا بود. به Mycosphaerella graminicola زایيماریکنش با مارچ ب مهرب

 ۀدر پ ن  نق     ياه ان گ ي ن از ا یب ردار شد. نمون ه  يزنيهما يماریا مارچ عامل بو سپس ب يحتلق (SA) يداس يسيليکسال

 ي ن ا ۀرماکنن د  یه ا ژن ي ان ب ياانانجام شد. سپس م زايماریمارچ ب يزنيهاز ما پسساعت   24و  12، 6، 3، 0ر يزمان

م ارچ   ب ا  يزنيهاثر ما بر ،يمهر چهار آنا ۀژن رماکنند يان. مقدار بشد يها با روش نوردرن بلات معکوس بررسيمآنا

دار يمعن   تف اوت  و يشرمم از گندم اف اا  يندر ا يزنيهپس از ما يزمان ۀنق  نخستيناز  يد،اس يسيليکو سال زايماریب

 ينق ا  زم ان   هم ۀ در  يدازو پراکس   يالي از آمون ينآلان  ي ل فن یهايمژن آنا يانب يشبر افاا يداس يسيکسال ير. تأثداشت

 يداس   يس يليک . سالبود مؤثر يدازاکس نلف يپل يمژن آنا يانب برساعت  12از  پس يداس يسيليکسال يشمثبت بود. افاا

ت داوم   24ت ا س اعت    يرت أث  ي ن ام ا ا  ؛ب ا م ارچ باع د ش د     ياز آلودگ پس ساعت 12ژن کاتالاز را  يانب يروند جهش

 ي ان ب ي د مص ون بمان د با   زابيم اری  ام ل عوبتواند در برابر تهاجم  ياهکه گينا یبرا پژوهش ينا ي اساس نتا نداشت. بر

 ب ا  ه ا ژن اي ن  بي ان  افاايش سويي ازکند.  يداپ يشافاا زايماریمارچ ب يحاز تلق پس ييدر ساعات ابتدا يدفاع یهاژن

 هایفعاليت در دفاعي هایژن مستقيم نقش دهندۀکه نشان دارد يممستق ارتبا متناظر  هایآنايم فعاليت مياان افاايش

 ،ه ا ژن ي ان زودهنگ ام ب  يشاست. در پژوهش حاضر، از رمم مقاوم زاگرس استفاده شد، ل ذا اف اا   ياهگ يدفاع يستمس

 رسد.يبه نظر م زابيماریدر برابر عامل  ياهمقاومت گ کاروسازدر  يهمابل توج یايدهپد
 Mycosphaerella graminicolaگندم،  يو،داتياکس یهايمژن، آنا يانب ی، الگويداس يسيليکسال :یدیکل یهاواژه
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 .مقدمه

جه  ان را  ي  ت% جمع 35ح  دود  ياص  ل یگن  دم غ  ذا

، 2020ش ود در س ال   يم   ين ي بيشداده اس ت و پ    يلتشک

 1050ت  ا  840ينمحص  ول ب   ي  نا یب  را يجه  ان یتقاض  ا

 ي د س  ح تقاض ا، تول   ي ن به ا يدنرس یتن باشد. برا يليونم

کن د   ي دا پ يشاف اا  %6/2ت ا   6/1س الانه   يدمحصول با ينا

کشت تا  مدتگندم در  ياه . گChartrain et al., 2004ر

 ۀزن د يرمحي  ي زن ده و غ   یه ا در معرض تنش ،برداشت

ک ه رش د    يردگيمرار م يها و خشکيماریمختلفي مانند ب

 ياه ان، گ يرمانن د س ا   ياکند. در گندم نرا محدود مي ياهگ

حف     وهای مختلفي برای سازش با اين تغييرات کاروساز

ت وان ب ه   است که از آن جمل ه م ي   يافتهتکامل  ياهقای گب

ه  ای مورفولوژي  ک، فيايولوژي  ک و تغيي  رات  کاروس  از

  . Kia and Torabi, 2008مولکولي اشاره کرد ر

  از يبرگ   يوزب ر  گن دم رس پتور    يبيماری سوختگ

ک ه س اليانه    اس ت ه ای گن دم در جه ان    ترين بيماریمهم

 کن  دگن  دم وارد م  يخس  ارات فراوان  ي را ب  ه محص  ول  

م  ارچ  يم  اریب ي  ن . عام  ل اGoodwin et al., 2003ر
 Mycosphaerella graminicola (Fuckel) زایبيم اری 

J.Schröt.in Cohen يرجنسيبا شکل غ Zymoseptoria 

tritici است رQuaedvlieg et al., 2011ييها . گاارش 

از ه ا  از اس تان  يدر بعض   يماریب یهايدميبر بروز اپ يمبن

 ي  اانجمل  ه گلس  تان، خوزس  تان و ف  ارس وج  ود دارد. م 

 یب ر تع داد   يماریب يناز خسارت ا يکاهش محصول ناش

خوزس  تان و گلس  تان ت  ا  یه ا از ارم ام مت  داول، در اس  تان 

 ,Kia and Torabiب  رآورد ش  ده اس  ت ر %44ح  دود 

ارم ام   ک اربردن به کش،مارچ با يماریب ينا کنترل . 2008

 از و زارع ي رتن او    زراعي هایروش با ينمقاوم و همچن

 ,.Adhikari et alر اس ت   آلوده گياهان بقايای بردن بين

مارچ انجام  ينا يستيز کنترل برای يان هايي . تلاش2007

در مارع ه منج ر    ک اربردی  ي گرفته است که هنوز به نت ا 

 ,.Zamani et al., 2016; Lynch et al)نش ده اس ت  

(2016; Gholamnezhad et al., 2012 .ب  ه توج  ه ب  ا 

 بيم  اری، م  وثر مه  اردر  يزراع   ه  ایروش ناکارآم  دی

 و ه ا هاين ه  سيستميک، سموم به مارچ هایجدايه مقاومت

 ارم ام  از استفاده شيميايي؛ سموم مصرف از ناشي آلودگي

 محي  ي، زيس ت  نظ ر  از و بهت رين  ت رين، یامتصاد مقاوم،

 Berraies etر اس ت  بيماری اين با مقابله روش ترينسالم

al., 2013.  

 زاي ي بيم اری  ه ای ژن بي ان رمم گندم بر  موی تأثير

M. graminicola ي  ابيت  والي جدي  د نس ل  م الع  ات ب  ا 

  مش خ  ش ده اس ت    next generation sequencingر

(McDonald et al., 2016)حس اس   ياهگ ي. تفاوت اصل

مه   اجم و  زایبيم   اریموم   ع  ب   ه ييمق   اوم، شناس   او 

مق اوم   ي اه گ يدفاع هایکاروسازو موثر  يعسر یسازفعال

 ي ا فع ال   زا،بيماریبه  ياهدر پاسخ گ فراواني یهااست. ژن

ه  ا آن ي  انممک  ن اس  ت ب ينش  وند. همچن  يخ  اموش م  

از  يک ي  ه ا ژن يامتم ا  يانب ي. بررسيابدکاهش  يا يشافاا

 يس  تين اس  اس زک  ردمش  خ  یمه  م ب  را  یه  اروش

  . Wang et al., 2009است ر يولوژيکب یهايستمس

اصلاح گن دم مق اوم ب ه     یبرا مقاومت، ژنتيک دانش

. مقاوم ت  دارد ي ادی ز اهمي ت گن دم   يبرگ   ۀلک يماریب

 کيف  ي و کم  ي ش  کلدر ارم  ام مختل    ب  ه دو  يک  يژنت

 . Vakili Bastam et al., 2010ر اس ت  ش ده  گ اارش 

براب ر   درک ه مقاوم ت    ده د مي نشان زمينه اين در تحقيقات

 ,.Boukef et alر شودمي کنترل بارز هایژن با ریبيما اين

در  فيايولوژي    ک ي    افتگيتخص      وج    ود . 2012

 ي ن ژن در ا یژن برا ۀو راب  M. graminicola زایبيماری
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 ژن 18 تع داد  و رس يد  اثب ات  ب ه  پ يش  ه ا س ال  يستم،پاتوس

 در برگ  ي س  پتوريای بيم  اری ب  ه  Stb1-Stb18ر مقاوم  ت

 Arraiano etر ش د  ي ابي مک ان  گندم مختل  هایژنوتيپ

al., 2007.  

 يب  ا بررس    2002و همک  اران در س  ال   برادين   

 ه ای ژن و مقاوم و حساس گندم رمم چند ويژۀمقاومت 

عام ل   ه ای جداي ه  مقاب ل  در هامقاومت آن کنندۀکنترل

ين ژن برای ژن ب   راب ۀ بربرگي سپتوريايي،  ۀبيماری لک

 ي    ي زابيم    اری مقاوم    ت اختصاص    ي گن    دم و  

M. graminicola ي  نب  ه امقاوم  ت  .کردن  د تأکي  د 

 مقاوم ت . باش د  اختصاص ي  يا يکمّ است مکنم يماریب

 ۀاس ت و از راب     يگوژنيککامل و ال يباًتقر اختصاصي،

  .Brading et al., 2002ر کنديم يتژن تبع یژن برا

 ي اه رش د گ  يعيطب کنندۀيمتنظ (SA) يداس يسيليکسال

ا در رم اده   ي ن ا يمقدار داخل   اهانيگ ،نايرب است. علاوه

ه از دهن د. اس تفاد  يم   يشمختل  افاا یهازایبيماریبرابر 

SA یه  ازایبيم  اریمقاوم  ت ب  ه  یالق  ا ب  رای يخ  ارج 

 آزم وده  ياریبس   ياهاندر گ يو مارچ ياييباکتر يروسي،و

 .(Hayat et al., 2010)مثبت داشته است  يرشده و تاث

در  يکه نقش مهم   يدفاع یهاژن يانب م العه، اين در

و ب ه خص ود در متحم ل     ي اه پاسخ به ت نش در گ  يندفرا

 M. graminicola - گن دم  يس تم در پاتوس ،کننديم یباز

م رار گرفت ه    يبا روش نوردرن بلات معکوس مورد بررس

 از پ س  اوليه ساعت 24 تا نمونه برداشت زماني بازۀاست. 

 از زايم اری ب عام ل  ب ه  س ريع  پاسخبا  گياهتا  بود آلودگي

 ب  ا س  ريع پاس  خ اي  ن ک  ه کن  د جل  وگيری بيم  اری ايج  اد

 دف  اعي ه  ایژن جمل  ه از مختل    ه  ایژن بي  ان اف  اايش

 ،نش ان ده د   س ريع  واکنش نتواند گياه اگر. شودمي انجام

 يج ه نتدر کن د؛ م ي  غلب ه  زم ان  گذش ت  با زایبيمار عامل

 Ray et al., 2003; Adhikari etش ود ر يم   يم ار ب ي اه گ

al., 2007ييه ا از روش يک ي  ، . نوردرن بلات معکوس 

 ب ه  را  یس اختار  يکسرژن وم  ياست ک ه اطلاع ات ت وال   

 رب ط   فعاليت نوع و عملکرد تعيينر عملکردی ژنوميکس

 اي ن  از اص لي  ه دف  . Rabbani et al., 2003ده د ر مي

 يدر رمم   دف اعي  ه ای ژن بي ان  اف اايش  دادننشان م العه

 دف اعي  ه ای سيس تم  اف اايش متعامب اً   کهنسبتاً مقاوم است 

 یه ا غلظ ت  يرم الع ه ت أث   ي ن . در اش ود مي باعدرا  گياه

  ب ر  يدف اع  يستمس یرعامل القا يداس يسيليکمتفاوت سال

 ينآلان  ي ل فن يمچه ار آن ا   ۀکنن د رم ا  یه ا ژن يانب ياانم

 يداز ، پراکس  PPOر يدازاکس  فن ل ي ، پل  PALر ياليازآمون

در رم  م متحم  ل زاگ  رس از    CAT  و کات  الاز رPOXر

 شد.   يبررس زابيماریکنش با مارچ همگندم در بر ياهگ

 

 .هامواد و روش

 ي   در تحق :زابیماریتنش  یجادو ا یاهانکشت گ

و  ي. اص  لاحش  درم  م گن  دم زاگ  رس اس  تفاده   حاض  ر،

 زابيم   اریرم   م را متحم   ل ب   ه م   ارچ  ي   نهمک   اران ا

M. graminicola ر ن  دداد ي تش  خEsllahi et al., 

م دت  ب ه  %70شدن ب ا الک ل   يل . بذرها پس از استر2013

 1، در عم    يلو دو بار شستشو با آ  مق ر اس تر  يهثان 30

خ اك س ترون    يت،پرل یخاك گلدان رمحتو یمتريسانت

  کشت شدند. در هر گل دان  1:1:1بر  با نسبت و خاك

ساعت ن ور و   16 يطها در شراسه بذر کاشته شد و گلدان

گراد روز و يس انت  ۀدرج   23 یو دما يکيعت تارهشت سا

ه ا در  ياهچ ه ش دند. گ  یشب نگه دار  سانتيگراددرجۀ 18

مارچ  يۀجدا يونبا سوسپانس  يگروزه12ر يدوبرگ ۀمرحل

  2004و همک    اران ر Chartrainب    ه روش  زابيم    اری

در  يداس   يس يليک ب ا سال  ياهانگ ينزمان، اشدند. هميحتلق

ش  دند.  يپاش  م  ولار  محل  ولييل  م 2و  0ر یه  اغلظ  ت
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 در نگارن دگان  يمبل   ش دۀ انج ام  م العۀ براساس هاغلظت

انتخ  ا  ش  د   يم  اری،رم  م و عام  ل ب ينهم   ب  ا گلخان  ه

ب ا   تنه ا ش اهد   ياهان . گGholamnezhad et a.l, 2012ر

 ه ای پاس خ  بررس ي  ب رای شدند.  يحتلق يلآ  مق ر استر

س اعت   24و  12، 6، 3، 0 یهادر زمان ياه،گ يعو سر يهاول

 یهااز بر  یبردار، نمونهزابيماری مارچ يزنيهاز ما پس

ه  ا بلافاص  له در مح  ل   . نمون  هش  دگن  دم انج  ام   ي  اهگ

منتق ل و س پس در    يعم ا  يت روژن ب ه ظ رف ن   یبردارنمونه

ش  دند.  ي  رهذخ يش  گاهآزما س  انتيگراد درج  ۀ -70ي  ارفر

م در سه تکرار انجا يدر مالب طرح کاملاً تصادف يشآزما

 يس  يليک، دو س   ح سالزايم  اریو ش  امل دو س   ح ب ش  د

   بود.  يمارت 20رمجموعا  يو پن  س ح زمان يداس

 پ  ژوهشدر  :آغااازگر یهااا و ارا ااانتخاااژ ژن

فن  ل يپل   يدانياکس  يآنت   يمژن چه  ار آن  ا ي  انب حاض  ر،

 ينآلان  ي  ل، فنAY515506 ييب  ا ش  ماره شناس  ا  يدازاکس  

ب ا   يداز، پراکس  AEX59143 ييب ا ش ماره شناس ا    ياليازآمون

 ييو کاتالاز با ش ماره شناس ا   CAA39486 ييشماره شناسا

CAA64077ه  ا از بان  ک  ژن ي  نا ي. ت  والش  د ي  ابي، ارز

 ی  ب  ه دس  ت آم  د و آغازگره  ا NCBIژن  وم ر ياطلاع  ات

دار ان  هژن خ ب  رای . 1ش  د رج  دول  يطراح   ياختصاص  

 استفاده شد.   يناز ژن آلفا توبول يا  نيرکنترل داخل

 RNAاس تخرا    :cDNAو ساخت  RNAاستخراج 

 RNXplus ي  تگن  دم ب  ا ک ييه  وا یه  ااز باف  ت ان  دام

 ی. ب  راش  دعمل انج  ام ال  م   اب  دس  توري  رانا يناژن،رس  

 ياس تخراج  RNAاز  يکروگرمم 5حدود  cDNAساخت 

مخل و    Oligo dT یگره ا آغاز يکروليت ر م 5/0با مقدار 

م رار   يق ه دم 5م دت  به سانتيگراد درجۀ 65 یشد و در دما

 يس ي س رد ش د. واک نش رونو    ي خ،  یگرفت و س پس رو 

 Thermo Scientific RiboLockمعک وس در حض ور  

RNase وReverse Transcriptase رThermo 

Scientific ،و آمريکا  dNTP یساعت در دما 1مدت به 

 ب  رای ي  انيپا ۀانج  ام ش  د. در مرحل   س  انتيگراد درج  ۀ 42

 یدر دم ا  يق ه دم 10مدت به ،واکنش يمن آناکردفعاليرغ

و  cDNA یم  رار گرف  ت. ب  ا الگ  و س  انتيگراد درج  ۀ 70

 ي ر تکث PCRه ر ژن ب ا واک نش     ي،اختصاص یآغازگرها

بان د محص ول    ييروشنا ياانم يسۀشد. مقدار هر ژن از مقا

PCR بان  د متن  اظر   ييروش  نا ي  اانژل آگ  ارز ب  ا م  یرو

و  ي  دبروما ي  ديومب  ا ات ي  ایآمدر رن    DNAنش  انگر 

 ،Totallabر Totallabاف   اار ک   ردن آن ب   ا ن   رميکمّ   

   مشخ  شد.  يسانگل

 در نوردرن بلات معکوس شدهاستفاده هایآغازگر يها و توالنام ژن -1جدول 

 ام ژنن نام مخف   5′-3′رآغازگر  يتوال يطول توال سانتيگراد درجۀذو   یدما

60 271 F: AGGCTCACCTGGTTAAGTTC 
CAT کاتالاز 

R: CAGTGGGATGATGTCCTCTG 

60 248 F: AATCAGACCGTCTCCTGCG 
POX يدازپراکس  

R: GGTGGTGTCGTTGTTGAAC 

62 284 F: TTCTGTCCGTCCTTGCTGAG 
PAL ياليازآمون ينآلان يلفن  

R: CAATGGGGGTGCCTTGGAAG 

60 250 F: AACGACCAGCTCTCCAACAT 
PPO يدازفنل اکسيپل  

R: AACAGGGATGTGTAGGTCAG 

56  F:GCTTTCAACACCTTCTTCAG 
α-Tub  ينتوبول –آلفا  

R:GGGGCATAGGAGGAAAGCA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/41350260
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 ي ان ب یالگ و  يبررس   در :دارساخت پروژ نشاان 

 ب رای  ش ده يم ار ت ياه ان از گ ياستخراج RNAاز  ،هاژن

 ي ا پرو   يۀده شد. مراحل ته  استفاProbeنشانگر ر يۀته

 ي ن ب ود ب ا ا   يمعم ول  cDNA يهنشانگر نشاندار، مانند ته

 DIGاز يمعم ول  dNTPاس تفاده از   یتفاوت که به ج ا 

labeled dNTP رRoche Life Science،   آلم   ان

 استفاده شد.

پس  :هاژن یانب ینوردرن بلات معکوس و بررس

 يکروگرمم 1تا  PCR ،5/0واکنش  يطشرا یسازينهاز به

ش  د.  یگ  ذارغش  ا لک  ه یه  ر ژن رو PCRاز محص  ول 

 NaOH 1ب  ا محل  ول  يانتخ  اب یه  اژن PCRمحص  ول 

واسرشت ش دند   NaClمولار  25/0مولار و محلول يليم

 یگ ذار غش ا لک ه   یرو يچ اهک  96و در دستگاه بلات ر  

ه ا  ات ا،، لک ه   یشدن غش ا در دم ا  شدند. پس از خشک

 ي ت تثب س انتيگراد درج ۀ  100یساعت در دم ا  1مدت به

کنت رل   رایگن دم ب    ينتوبول -ژن آلفا cDNAشدند. از 

ب  دون  PCRو از آ  مق   ر و محل  ول واک  نش  يداخل  

 ب   رایاس   تفاده ش   د.   يکنت   رل منف     ب   رایالگ   و 

 cDNAش   ده ر ي   هته یک   ردن، نش   انگرهاواسرش   ت

جوش و ب ه  در آ  يقهدم 5مدت   بهDIGنشاندارشده با 

م  رار داده ش  دند.   ي  خ یرو يگ  رد يق  ۀدم 5دنب  ال آن 

از محل  ول  يت  رليل  يم 50غش  ا ب  ا   یس  ازدورگ  هيشپ  

، SDS 7% يت ر ليل ي م 35ر =pH 2/7ب ا   يبريداسيونهيشپ

 يت ر ليل ي م 5/12م ولار و  يل ي م EDTA 1 يکروليترم 100

 س انتيگراد درج ۀ  65 یمولار  در دم ا  25/0بافر فسفات 

 انج ام  يبريداس يون ساعت داخ ل دس تگاه ه   5/1مدت به

 50 ی،س  ازدورگ  هيشمحل  ول پ    ي  ۀش  د. پ  س از تخل 

محل  ول  يت  رليل  يم 5نش  انگر واسرش  ته ب  ه   يکروليت  رم

 يکمدت به یسازهاضافه شد و دورگ يبريداسيونهيشپ

و داخ  ل دس  تگاه  س  انتيگراددرج  ۀ 65 یش  ب در دم  ا

مخل و  نش انگر و    يۀانجام شد. پس از تخل يبريداسيونه

آن در  یو نگه دار  يلراست ۀدر لول یسازمحلول دورگه

غشا س ه مرتب ه شستش و داده ش د.      سانتيگراد، ۀدرج -20

دو  SDS %1/0 یحاو X2 SSCاول با محلول  یشستشو

. ش  دات  ا، انج  ام  یدر دم  ا يق  هدم 15م  دت مرتب  ه ب  ه

 %1/0 یح او  X5/0 SSCدوم غشا ب ا محل ول    یشستشو

 درج ۀ  65 یدر دم ا  يق ه دم 15م دت  بار به يک SDSاز 

غشا با محل ول   ،آخر یانجام شد و در شستشو سانتيگراد

X2/0 SSC  بدونSDS ات ا،   یدر دما يقهدم 15مدت به

 گهرماي  ۀ يکروليت  رم 10 ،آخ  ر ۀشستشوش  د. در مرحل   

CDS-Star رRoche Life Science  ی، آلمان  ب ه غش ا 

. سپس غش ا در  شداضافه  يگرفته در پاکت سلوفون مرار

  X-rayر يول  وژیراد يلمخان  ه در مع  رض ف    ي  کتار

 يازدهي. امتشدظاهر  يقهدم 30از  پس يلمگذاشته شد و ف

ه ا  لک ه  يرگيت ياان، که مTotalLabافاار ها با نرمبه لکه

 م د  ۀلک   ۀموجود در محدود يرۀرا براساس تعداد نقا  ت

ها لکه همۀ. پس از آنکه شد انجام کند،ينظر مشخ  م

تاندارد شدند، اس ين،توبول - آلفا ۀبراساس لک ،افاارنرم با

اف اار  وارد ن رم  TotalLabاف اار  حاصل از ن رم  یهاداده

Excel و با نرم افاار  ندشدSAS ver.9 ي ل و تحل يهتجا 

ه ر ژن در مال ب ط رح     ي ان مرب و  ب ه ب   ي انگين . مشدند

و دو  يس تي ب ا چه ار تک رار ردو تک رار ز     يکاملاً تصادف

 ي  ۀش  د. پ  س از تجا ي  انسوار تجاي  ۀ  يتک  رار روش  

مربو  به ه ر   یهايانگينم يسۀهر ژن، مقا یبرا انسيوار

 %1 ين ان دانک ن در س  ح اطم   یاژن با آزمون چند دامنه

 انجام شد.
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 .یجنتا

مث ال   برایآمده از غشاها ردستبراساس اطلاعات به

  در يدازفن  ل اکس   يپل   يم، مرب  و  ب  ه آن  ا  1رش  کل 

 یه  ايمژن آن  ا ي  ان، بش  دهم الع  ه ي  اهيگ يس  تمپاتوس

 يشاف اا  یب ردار ساعت نمون ه  24 ۀشده، در دوريبررس

 ي ان ب يي رات تغ یب را  ي انس وار ي ۀ تجا ۀکرد. خلاص يداپ

و  زايم اری ب م ارچ با  يمارت حالتدر  شدهيبررس یهاژن

 آمده است.   2ردر جدول  يداس يسيليکسال

 در ،M. graminicola زایيماریب مارچکنش گندم، و همدر بر يردرگ شدۀيبررس یهاژن يانب ييراتتغ ياانم يانسوار يۀتجا ۀخلاص -2جدول 

 زااریيم: بP يداس يسيليک: سالSA. يداس يسيليکمختل  سال یهايمارت

PPO PAL POX CAT ييراتمنابع تغ 

  مربعات يانگينم

 يمارت 9/4135 11/17** 1681** 4/631**

 خ ا 27/2 46/1 71/1 03/1

  C.Vر ييراتتغ يبضر 09/2 94/2 58/4 36/3

 
 دارنش ان  cDNAمق دار   دهن دۀ نش ان  هالکه تيرگي. يداس يسيليکدر تنش با مارچ و سال PPOژن  يانيب يلاز پروفا يهآرادرشت يرتصو -1شکل 

- آلف ا  ۀه ا براس اس لک    لکه يرگيت نهايي، آنالياهای برای. استژن   يانسلولا رمقدار ب يترودر کاغذ ن شدهيتتثب PPOژن  DNAبه  شدهمتصل

 .استاندارد شدند ،افاارنرم با ينتوبول

 يالي  ازآمونينآلان  ي  لفن يمآن  ا ۀژن رماکنن  د ي  انب

 تيمارمارچ و  يمارساعت در هر دو ت 24  در طول PALر

 يش  اف اا 2SA+Pر يداس   يس يليک م ارچ و سال  زم ان هم

 یرون د  يم ار، در ه ر دو ت  يانب يشافاا ينکها نشان داد. با

و م ارچ   يداس يسيليکسال زمانهم يزنيهما ،ه داشتمشاب

داش ت   يرژن ت اث  ي ن ا يانبر ب ،با مارچ تنها يحاز تلق يشترب
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 يداس  يسيليکآن در حضور سال يشترب يانب ۀدهندکه نشان

  .A-2در رمم مقاوم است رشکل  زايماریب مارچو 

در ط ول    PPOر يدازفنل اکسيپل ۀژن رماکنند يانب

م ارچ و   زمانهم تيمارمارچ و  يمارر دو تساعت در ه 24

ر د ي ان ب يشاف اا  ينکها با. يافت يشافاا يداس يسيليکسال

ب  ا رون  د  يح،از تلق   پ  ساز ش  ش س  اعت  يم  اره  ر دو ت

ادام ه   يحاز تلق   پ س س اعت   24و ت ا   ش د  همراه يجهش

 ،24 يزمان ۀبجا نق  یبردارساعات نمونه همۀ. در يافت

لاف با م ارچ، اخ ت   يماردر ت ميآنا ينا ۀژن رماکنند يانب

 يداس   يس يليک م ارچ و سال  زم ان ه م  يماربا ت یداريمعن

  .B-2نشان نداد رشکل 

 24در م دت   يدازپراکس   يمآن ا  ۀژن رما کنن د  يانب

 يم ار ت ي ا م ارچ و آ  مق  ر و ن   يم ار ساعت در ه ر دو ت 

 يش  اف اا 2SA+Pر يداس   يس يليک م ارچ و سال  زم ان هم

 يم  ارژن در ه  ر دو ت ي  نا ي  انب يش. رون  د اف  اا ياف  ت

 ينو همچن   زايم اری ب ا م ارچ ب   هم راه  يداس   يسيليکسال

از  پسساعت  24مشابه بود و تا  ييتنهابه زايماریمارچ ب

ژن در  ي ان ب يشاف اا  همچن ين ادامه داشت.  یبردارنمونه

 زم  انه  م يم  ارکمت  ر از ت زايم  اریب  ا م  ارچ ب  يم  ارت

 . C -2و مارچ بود رشکل  يداس يسيليکسال

ساعت  24 مدتکاتالاز در  يمآنا ۀژن رماکنند يانب

 زم ان ه م  يم ار ت ي ا مارچ و آ  مق ر و ن يماردر هر دو ت

نش ان داد   يش  اف اا 2SA+Pر يداس   يس يليک مارچ و سال

 زایيم  اریو ب SA زم  انه  م يم  ار . در تD-2رش  کل 

شد که  يدهد يشافاا يروند جهش ،12در ساعت  يمارچ

 پ س مشاهده نشد.  يداس يسيليکمارچ بدون سال يماردر ت

 ؛داشت يعسر يشبا مارچ افاا يمار، ت24 تآن در ساع از

 يشاف اا  ي ن ا ،و مارچ يداس يسيليکسال زمانهم يماراما ت

  .D-2را نشان نداد رشکل

  

  
فن ل  ي  پل  C، (POX) يداز  پراکس  B، (PAL) ي از يالآمون ينآلان  ي ل   فنA یهايمژن آنا يانبر ب زايماریب مارچو  يداس يسيليکسال يرتاث -2شکل 

 ۀري  متغاساس آزم ون چن د   چهار تکرار و بر يانگينم مقادير. زايماری: بP، يداس يليک: سالسSAدر گندم.  (CAT)  کاتالاز Dو  (PPO) يدازاکس

 دار هستند. يمعن (P≤0.01)دانکن در س ح 
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 .بحث

 يماآن   ۀژن رماکنن د  ي ان نتاي  آزمايش مربو  ب ه ب 

گن  دم ک  ه ب  ا   ي  اه  در گPALر يالي  ازآمون ينآلان  ي  لفن

ساعت  24شده بود، نشان داد که  يمارت يداس يسيليکسال

ژن در ه ر دو   ي ن ا ي ان ب زا،يم اری م ارچ ب  يحتلق   از پس

 يره  م ت  أث يداس   يس  يليکداش  ت و سال يشاف  اا يم  ارت

 توجه . باداشت يمآنا ينژن ا يانب يشدر افاا یداريمعن

 يليکبا مارچ و سالس   شدهيمارت ياهان، در گ 1ر به شکل

 ي ن ا يبش ود و ش   يژن مشاهده م ينا يانب يشافاا يد،اس

 يب ات ش ده اس ت. ترک   يش تر ب 24تا  12از ساعت  يشافاا

ش وند و  يمش ت  م    يداس   يناميکاز س   يدیپروپانوئ يلفن

 يلتش ک  ينآلان  ي ل فن اس يد  آمينواز  يداس يناميکخود س

 ينآلان  ي ل فن يم . آن ا Huang et al., 2010شده اس ت ر 

را ب  ه  ينآلان  ي  لفن يلواک  نش تب  د ، PALر يالي  ازآمون

مرحل  ه،  ي  نکن  د. ايم   ياکات  ال يداس   يناميکس   ست  ران

اس ت و گلوگ اه    ي د پروپانوت ي ل فن يرمدم در مس نخستين

 رودم ي  شمار به يهو ثانو يهاول يسممتابول ينمهم ب يميتنظ

 _ . ت  رانس Vogt, 2010; Huang et al., 2010ر

از  یاگس   ترده ي    ط ۀم   اديشپ    يد،اس    يناميکس   

 يمآنا يتاست. فعال يباتترک يگرو د يفنل یهايتمتابول

PAL ش ود ک ه   يمختل  القا م ۀزنديرعوامل زنده و غ با

و  يفنل   يدهایمانن د اس    يفنل   يب ات تجم ع ترک  يجهنت در

 يمب ا تنظ    PAL يمش ود. آن ا  يموج ب م    را يدهافلاونوئ

نس بت   ياهانمقاومت گ يمختل  فنل يباترکت يسممتابول

 . در Wen et al., 2005ش ود ر يم   س بب  راه ا  به ت نش 

 ،Fusarium graminearumگن دم ب  ا م ارچ    يآل ودگ 

براب  ر  3 ،در رم  م حس اس ف لات   PALژن  ي ان ب يشاف اا 

 يد،اس   ساليس يليک  زمانهم يمارگاارش شده است که ت

ش  اهد  ي  اهبراب  ر نس  بت ب  ه گ  7را ب  ه  يشاف  اا ي  نا

 يمآن ا  ي ت فعال يشرساند. افاا رشده با آ  مق يحتلق

 هژن آن مش اهد  يانب يشافاا دنبالبه ياليازآمونينآلانيلفن

 يمآنا يتژن و فعال يانب يشافاا حاضر، پژوهش شد. در

PAL ب  ا م  ارچ  ياز آل  ودگ پ  س ،متحم  ل يت  ۀدر وار، 

ک رد   يدآن را تشد يداس ساليسيليک يمارت ومشاهده شد 

در  PALژن  يانب يش . افااSorahinobar et al, 2015ر

 ب    ا ياز آل    ودگ پ    سس    اعت  10توت    ون  ي    اهگ

Pseudomonas syringae  ي ن گاارش شده است ک ه ا 

هم راه ب وده    يان يمآنا ينا يتفعال يشافاا با يانب يشافاا

در  همچن   ين، . Denslow et al., 2005اس   ت ر

در  ،Botrytis cinereaش ده ب ا    گندم آل وده  یهابر 

 ي ت فعال يشاف اا  زا،يم اری ب م ارچ  ي ن با ا يمحل آلودگ

  . Huang et al., 2010ر است شده مشاهده PAL يمآنا

فن  ل ب  ه   يداس  يوندر اکس يدازفن  ل اکس   يپل   يمآن  ا

ه ا  نق ش دارد. پ ژوهش   يگنينل يلو تشک ينونک يباتترک

و  يدازفن ل اکس   يمانن د پل    ييهايمنشان داده است که آنا

 یهاو واکنش يدفاع یهايتدر فعال ياليازآمون ينآلانيلفن

نق ش   ياهيگ زایيماریب یهافو، حساس در مقابل مارچ

 یامه وه  یه ا مس وول واک نش   ينهمچن   يمآنا يندارند. ا

در مقاب ل   يدفاع یسدها يلو تشک يزخم یهاشدن بافت

حاص ل از   ين ون ک يب ات ترک س ويي ه ا اس ت. از   زايماریب

ه ا  تر از فن ل يبه مراتب سم باتييها، ترکفنل يداسيوناکس

در براب  ر عوام  ل  ي  اهه  ا در دف  اع از گهس  تند و نق  ش آن

ک   املاً ش   ناخته ش   ده اس   ت    ياه   انزا در گيم   اریب

 . نتاي  مرب و  ب ه   Mohammadi and Kazemi, 2002ر

  در B-2رش کل   يدازاکس  فن ل يپل ۀکنندرما یهاژن يانب

ش ده ب ا    الق ا  زایيماریب مارچو آلوده با  شاهدگندم  ياهگ

 یه ا ژن ي ان ب کننده،القا يننشان داد که ا يداس يسيليکسال

 م  ارچ غي  ا گن  دم در حض  ور و   ي  اهرا در گ ش  دهي  اد
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 يدازفنل اکس  يپل يمآنا يریگ. اندازهداد يشافاا زايماریب

 Alternaria triticinaگندم ب ا م ارچ    ياهکنش گمدر بره

در رمم متحمل  يمآنا ينا يتمشخ  کرد که گرچه فعال

از رم م حس اس اس ت،     يش تر ب ،ب ا م ارچ   روياروييمبل از 

در ه ر دو رم م را    ي ت فعال يشاف اا  زايم اری ب مارچ يحتلق

 ي ت فعال يد. تش د (Tyagi et al., 2000)ش ود  يموجب م  

 يدر ج   و دوس  ر ب  ر اث  ر آل   ودگ    يدازفن  ل اکس    يپل   

گ    اارش ش    ده  ي    ان Fusarium avenaceumب    ا

 . Fuerst et al., (2014)است

 يدانياکس  يآنت   یه  ايمو کات  الاز آن  ا يدازپراکس  

 et Chandraکنند ريم يمرا تنظ 2O2Hهستند که غلظت 

al., 2007ه ای راديک ال  اث ر  ب ردن ينباز برای  . گياهان 

 ه ای کاروس از  ،غيرزن ده  و زنده هایتنش از ناشي آزاد

 از آن ايم  گيرند. نق ش چن دين  يم به کار را خود دفاعي

 موتاز،س  سوپراکس  ايد دي کات  الاز، راکس  يداز،پ جمل  ه

 ان  واع ازفن  ل  ب  ه ش  بيه ترکيب  اتي و اکس  يداز ن  لفيپل  

 گياه ان  در ب ه ت نش   پاس خ  در ک ه  ثانوي ه  هایمتابوليت

 ,.Honty et alاثب ات رس يده اس ت ر    ب ه  يابندمي تجمع

 م ارچ آلوده ب ه   یهادر گندم يمدو آنا ينا يان . ب2005

در  يداس   يس  يليکض  ور سالو ح ي  ا در غ زابيم  اری

 . C,D -2رش کل  ياف ت  يشاف اا  یبردارنمونه یهازمان

 گن  دم،  یارمه  وه يزن    برگ   يم  اریب يس  تمدر پاتوس

 م  ارچب  ر اث  ر  يداتيواکس   یه  ايمژن آن  ا ي  انب يشاف  اا

. (Fofana et al, 2007)گ اارش ش ده اس ت     زابيماری

 زایبيم   اری م   ارچک   نش گن   دم ب   ا   در ب   رهم

Blumeria graminis یه  ايمآن  ا ي  تفعال يشاف  اا 

متحم ل   ي اه در گ ياز آل ودگ  پ س ساعت  48 يداتيواکس

 . (Ma et al., 2015)حساس مشاهده شد  ياهنسبت به گ

 ي  تب  ر فعال يداس   يس  يليکنق  ش سال رب  ارۀه  ا دداده

ذرت  یه ا دان ه  يس اندن هستند. خ متنامضکاتالاز  يمآنا

الاز و کات   یه  ايمآن  ا ي  تفعال SAم  ولار يل  يم 1/0در 

. (Momeni et al., 2012)داد  يشاف  اا را يدازپراکس  

 ب ه  SAم ولار  يليم 05/0با غلظت  يشاه ياهگ يمارتيشپ

 يشام ا ب ا اف اا    ؛ش د  منجرکاتالاز  يمآنا يتکاهش فعال

 يشاف اا  يمآن ا  ي ن ا ي ت فعال ،م ولار يل ي م 1/0غلظت به 

نس بت ب ه    يمآنا يتفعال غلظت،چه در هر دو  . اگريافت

 .(Hashemi et al., 2010)اهد کمت  ر ب  ود ش   ي  اهگ

م ولار  يل ي م SA 2/0با  يمارتيشگاارش شده است که پ

روز  7از  پ س ع دس   ي اه کات الاز را در گ  يمآنا يتفعال

 Kayednezami andر دادک   اهش  یت   نش ش   ور

Balouchi, 2013.  يدنپاش SA 1 ي اه م ولار در گ يل ي م 

 ي ت فعال يشفااا بهفرابنفش  ۀشده با اشعيمارت يۀبادرنجبو

 منج ر کات الاز   يمآن ا  يتو کاهش فعال يدازپراکس يمآنا

نظ ر   ه. ب  (Pourakbar and Adedzadeh, 2014)ش د  

زم  ان  ينش  ده و همچن   اس  تفاده SAرس  د غلظ  ت يم  

 تحقي   باش ند. در   ي ل تن امض دخ  ينبرداشت نمونه در ا

 يشاف اا  ،م ولار يليم 2در غلظت  يداس يسيکحاضر سال

ش ده ب ا    يحتلق   ۀالاز را نسبت ب ه نمون   ژن کات يانب يدشد

 دنب ال  ب ه  يم ار از اعم ال ت  پسساعت  12مارچ در مدت 

 ي ن ا يمار،از اعمال ت پسساعت  24 مدتاما در  داشت؛

 را نداشت. يرتاث

 

 .یبندجمع

ه ر   ۀرماکنند یهاژن يانم العه، ب ينا ي براساس نتا

 شيش دند ب ا اف اا    يم العه بررس ينکه در ا يمچهار آنا

رون د   ي ن ک رد. البت ه ا   يداپ يشافاا یبردارساعات نمونه

ب ود   یب ردار نمون ه  ييابت دا  یه ا عل ت زم ان  به افاايشي

 يق ات از تحق ياریکه مبلاً هم در بسطور . همان2 شکلر
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بتوان د در براب ر    ي اه ک ه گ ينا یاست برا يدهبه اثبات رس

 یه ا ژن ي ان ب ي د مصون بمان د با  زابيماری عواملتهاجم 

 زابيم  اری يحاز تلق   پ  س ييدر س  اعات ابت  دا  يف  اعد

کن  د. در پ  ژوهش حاض  ر از رم  م مق  اوم   ي  داپ يشاف  اا

ه ا  ژن ي ان زودهنگ ام ب  يشزاگرس استفاده شد ل ذا اف اا  

در براب ر   ياهمقاومت گ کاروسازدر  يهمابل توج یايدهپد

 .رسديبه نظر م زابيماریعامل 

 

 .یسپاسگزار

و  ي  کژنت يمهندس   ينگارن  دگان از پژوهش  گاه مل  

 یم   درس ب   را  ي   تو دانش   گاه ترب یفن   اوريس   تز

 کنند.يم سپاسگااریپژوهش  ينامکان ا کردنفراهم
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