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هاي زیستی در کارهاي مقابله با تنشالقاء مقاومت به بیمارگرها از جمله راه

هاي گلوکوناز از جمله پروتئین 3و1هاي کیتیناز و بتا باشد. آنزیمگیاهان می

عوامل بیماریزا توسط گیاه، تولید  به القاء هستند که در پاسخقابل دفاعی

سالیسیلیک و باکتري در ابتدا تاثیر تیمار اسید قیق،شوند. در این تحمی

Pseudomonas flourescens  سوختگی برگ در کاهش علایم بیماري

بتا  ناز وهاي کیتی مورد بررسی قرار گرفت. سپس تغییرات بیان ژن گندم

، 4، 0 هايگیاهی تیمار شده و کنترل در روز هاي گلوکوناز در نمونه 3و1

 نیمه کمی بررسی شدند. نتایج RT-PCRروش  سیکل بیماري به 24و  14

افزایش بیان هر دو ژن در روز چهارم پس از تلقیح بیمارگر بود  ةدهندنشان

توانست بیان صورت جداگانه  به و کاربرد اسیدسالیسیک و باکتري بیوکنترل

داري دو تیمار، کاهش معنی ها را افزایش دهد، ولی کاربرد همزمان هرآن

هاي کیتیناز و افزایش بیان آنزیم بر اساس نتایج،از نظر آماري ایجاد نکرد. 

 .P بیوکنترل باکتري و اسیدسالیسیک گلوکوناز با کاربرد 3و1-بتا

flourescens بیماري  در مقابله باتواند در القاء مقاومت میزبانی می

  گندم نقش داشته باشد.سوختگی برگ 

  

،  Pseudomonas flourescensسیدسالیسیلیک، ا هاي کلیدي: واژه

  کیتیناز، سوختگی برگ گندم، گلوکوناز 3و1بتا 

  
 
 
 
 

Induced resistance is one the ways by which plants 
cope with the biotic stresses. Pathogenesis-related 
proteins (PRs), including chitinase and β-1,3-glucanase 
are synthesized by plant in response to pathogenic 
infection. In present work, we have carried out 
inoculation experiment in wheat to investigate the 
effect of salicylic acid (SA) and Pseudomonas 
flourescens on Septoria tritici Bloch (STB) symptoms. 
Subsequently, the expression profiles of chitinase and 
β-1,3-glucanase were analyzed with semi-quantitative 
RT-PCR at 0, 4, 14 and 24 days after inoculation in 
both treated and control plants. Results showed that the 
expression of both chitinase and β-1,3-glucanase genes 
increased in interaction with Z. tritici and the 
application of SA and P. flourescens. On the other 
hand, the application together had no significant effect 
on gene expression. Briefly, it can be concluded that 
increment of chitinase and β-1,3-glucanase expression 
level with the application of SA and P. flourescens 
would play role induction of  plant defense against 
STB. 
 
 
Keywords: Salicylic acid, Pseudomonas flourescens, 
β-1,3 Glucanase, Chitinase and Septoria tritici Bloch 
(STB) 

  

  

  

  

 هاي کیتیناز و گلوکاناز در گندم تیمار شده با اسیدسالیسیلیک و باکتريبیان ژن بررسی

Pseudomonas flourescens  گندمبرگ  سوختگیبا قارچ عامل در برهمکنش 
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  مقدمه 

 قبلی نام با( Zymoseptoria tritici قارچ

Mycosphaerella graminicola (جمله از 

 بیوتروف همی گیاهی، بیمارگر آسکومیست هاي قارچ

 و بوده جهانی پراکنش داراي بیمارگر این. باشدمی

اشد بمی١ )STB( سوختگی برگ گندم عامل

)Goodwin et al., 2011( .انجام بنديطبقه در 

 قارچ دنیا، در مهم قارچی بیمارگر ده معرفی در گرفته

Z. tritici اختصاص خود به را جهان هفتم جایگاه 

 این خسارت .)Dean et al., 2012(است داده

 باعث و بوده توجه قابل اقتصادي لحاظ به بیماري

% 50 تا 20 نمیزا به گندم محصول بازده کاهش

 کشت .)Ponomarenko et al., 2011(شود  می

 مدیریت روش تریناقتصادي و ترینساده مقاوم ارقام

 ارقام است ولی اغلب گندم برگ سوختگی بیماري

 به دسترسی و بوده حساس بیماري این به تجاري

 ,Eyal(است  محدود محصول پر و مقاوم ارقام

 کنترل در عمده از سویی دیگر مشکل .)1987

 بروز Z. tritici هايجمعیت از بسیاري شیمیایی

 وضعیت این که است، هاقارچکش به مقاومت

است شده دیده استروبیلورین سموم مورد در بخصوص

)Bockus et al., 2010(. بیولوژیک، کنترل عوامل 

 ترکیبات به وابستگی از را گیاهی بیمارگرهاي کنترل

 زیست محیط دار دوست و کرده مستقل شیمیایی

 جنسباکتري  از هاگونه برخی. هستند

Pseudomonas بیولوژیکیعوامل کنترل بین در 

 است، شده مشاهده. دارند قرار هابیمارگر علیه موثر

 ةدهند بهبود مواد تولید با را گیاه رشد هاباکتري این

 PGPR٢ رواین از و کنندمی تقویت گیاهی رشد

 طور به انندتومی هاPGPR. شوندمی نامیده

 که را گیاهی نهفته دفاعی هايمکانیسم سیستمیک

                                                                  
1.  Septoria tritici Blotch 
2. Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

 ISRالقایی  سیستمیک مقاومت
 شود،می نامیده ٣

علاوه بر . )Hammerschmidt, 1995(کنند  فعال

 با گیاهان خارجی تیمار اندداده نشان این مطالعات

 اسید شامل دیگر مواد برخی و اسیدسالیسیلیک

 کلرو دي 6و 2 و اسیدیکسالیسیلاستیل آکریلیک، پلی

تواند باعث القاء مقاومت می اسید ایزونیکوتینیک

 با مرتبط هايپروتئین سیستمیک و تجمع

 از ناشی خسارات کاهش به منجر و شده زایی بیماري

 گردد مختلف محصولات در بیمارگر عامل چندین

)Gozzo, 2003(.  ،در تعداد زیادي از گیاهان

عنوان  به زایی را ماريهاي مرتبط با بیپروتئین

هاي بیمارگرهایی که بعد از آلودگی گیاهان با پروتئین

 ,.Bol et al(شناسند یابند، میمختلف تجمع می

باشند و در طول پذیر می ها القاءاین پروتئین .)1990

زاي مشابه بیان و یا شرایط تنش ها بیمارگرحمله 

 Van Loon(شوند و فعالیت ضدقارچی دارند  می

and Van Strien, 1999( .PR ها برپروتئین 

اي، روابط سرولوژیک و یا اساس تشابه اسیدآمینه

بندي خانواده طبقه 17فعالیت آنزیمی بیولوژیکی، به 

هاي . در مکانیسم)Gorjanović, 2009(شوند می

نقش  PR-3و  PR-2دفاعی گیاهان، دو خانواده 

رچی هاي قامهمی در مقاومت گیاهان به بیماري

 گلوکاناز 3و1-بتاعمدتا شامل  PR-2دارند. خانواده 

باشند و توانایی هیدرولیز پلیمرهاي گلوکوزیدي را  می

گلوکان یکدیگر  3و1- بتا که واحدهاي آن با پیوند

. خانواده )Simmons, 1994(اند، دارند متصل شده

PR-3 کیتینازها هستند که  يهنیز دربردارند

ن را به واحدهاي پیوندهاي گلیکوزیدي کیتی

شکنند. کیتین و گلوکان جزء  مونومري، می

هاي بیمارگردهنده دیواره سلولی بسیاري از  تشکیل

در بسیاري  .)Saikia et al., 2005(باشند قارچی می

از گیاهان در پاسخ به آلودگی، فعالیت این دو آنزیم 

                                                                  
3. Induced systemic resistance 
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 3  ... ز و گلوکاناز در گندمهاي کیتینابررسی بیان ژنزمانی و همکاران:   

 

شود. کیتینازها و القاء شده و باعث ایجاد مقاومت می

ها باهم سلولی قارچ يدیواره ها در تخریبگلوکوناز

   .)Saikia et al., 2005(همکاري دارند 

 زراعی محصولات ترینمهم جمله از نان گندم

 زايبیماري عوامل ترینمهم از یکی و است ایران

بیمارگر  عامل ایران در آن رشد يکنندهمحدود

 مطالعه و بنابراین بررسی است، گندمسوختگی برگ 

عنوان  به گلوکاناز 3و1- بتاکیتیناز و  هاينژ بیان

 عامل با قارچ برهمکنشهاي دفاعی گندم در  ژن

 این بیماري سیکل طی در گندمسوختگی برگ 

 با برهمکنش در آن بیان تغییرات همچنین و بیمارگر

 اطلاعات تواندمی میزبان، در شده القاء مقاومت

هاي ي فهم مکانیسم واکنشزمینه در ارزشمندي

مکمل در جهت  مدیریتی هايروش ارائۀ دفاعی و

مطالعه، این در  .دهد قرار اختیار در کشاورزي پایدار

گلوکوناز در  3و1- هاي کیتیناز و بتا تغییرات بیان ژن

نقاط زمانی پس از آلودگی با قارچ عامل سوختگی برگ 

 RT-PCRروش  گندم در ژنوتیپ حساس کویر به

 و اسیدسالیسیلیک از استفاده تاثیرات بررسی شد و

 علایم بر Pseudomonas flourescens باکتري

  .شد ارزیابی هاژن این بیان مقدار و بیماري

  

  هامواد و روش

   قارچی، سویه باکتري جدایه

 کلکسیون از که ،S1از جدایه قارچی  تحقیق این در

استفاده  تهیه شد، مدرس تربیت دانشگاه شناسی قارچ

 بالایی بتاًنس زاییبیماري ايدار این جدایه .گردید

 ابتدا در باشد.می دزفول منطقه به مربوط و بوده

 گرادسانتی درجه -80 فریزر در شده نگهداري جدایه

 عصاره گرم چهار شامل( YMDA کشت محیط در

 گرم گرم چهار مالت، عصاره گرم چهار  مخمر،

 کشت) مقطر آب لیتر یک در آگار گرم 15 دکستروز و

 گرادسانتی درجه 18 دماي با انکوباتور در و شد داده

 نگهداري روز دو مدت به نوري تناوب ساعت 12 با

 قرص سه سپس .)Guo and Verreet, 2008( شد

 هايکشت محیط به قارچی بار حاوي کشت محیط از

 در روز پنج مدت به و شده داده انتقال YMDB مایع

 دور اب گرادسانتی درجه 18 دماي با انکوباتور شیکر

 Mehrabi et( شدند نگهداري زاییکنیدي براي 135

al., 2006(. باکتري  یهسوPseudomonas 

flourescens  جدا  گندم فراریشه محیط از 19با نام

 بیولوژیکی مناسب در پژوهشی تاثیر قبلاً و بود شده

 و طوقه فوزاریومی پوسیدگی بیماري کنترل در آن

 Fusarium ربیمارگ عوامل با شده ایجاد ریشه

culmorum و F. pseudograminearum مورد 

 ,.Hajimashaalah et al( بود گرفته قرار بررسی

 مرکز شناسیباکتري کلکسیون از سویه این (2014

 مورد غلظت. گردید تهیه کشور گیاهپزشکی تحقیقات

 چهار غلظت شامل استفاده اسیدسالیسیلیک

هاي آزمون در قبولی قابل نتایج که بود مولار میلی

 Gholamnejad(بود  داده نشانزایی قبلی بیماري

et al., 2014.(  

  

  P. flourescens  باکتري با بذور تیمار

 سویه ،P. fluorescensباکتري  زادمایه تهیه براي

 50 حاوي لیتريمیلی 100 هايدر فلاسک19

 تریپتون گرم ده (حاوي LB مایع محیط لیتر میلی

 فسفات گرم 25/0 مخمر، عصاره گرم پنج پپتون،

 میلی 1000 در سدیمکلرید گرم هشت آبدار، منیزیم

 بر اتاق دماي در و شد داده کشت مقطر) آب لیتر

) دقیقه در دور 200( ساعت 36 مدت به شیکر روي

 اسپکتوفوتومتر دستگاه از استفاده با سپس. گرفت قرار

 در گردید، از آن تهیه cfu/ml 109غلظت

 لیتري میلی 10 هاي حجم لیتريمیلی 50هاي فلاسک

 دور با دقیقه پنج مدت به و تهیه سوسپانسیون این از

. شد ریخته دور رویی فاز و شد سانتریفوژ 8000

 بذور، محلول با باکتري تیمار و کامل پوشش جهت

 (cmc) سلولزمتیلکربوکسی% 1

 اتوکلاو و هتهی 1

                                                                  
1. Carboxymethyl cellulose 
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 حاوي هايفلاسک به شدن سرد از پس گردید و

. شدند اضافه لیترمیلی ده حجم به رسیدن تا رسوب

 تا شدند داده تکان خوب هافلاسک آن از پس

 تعداد. آید دستبه باکتري از یکنواختی سوسپانسیون

 و شده اضافه سوسپانسیون این به بذور از مناسبی

 سوسپانسیون از بذور ساعت سه الی چهار از پس

 هايصافی کاغذ روي هود در زیر و شده خارج

 پس. شوند خشک خوبیبه تا شدند نگهداري ستریلا

گرفتند  قرار کشت مورد بذرها باکتریایی تیمار از

)Sharifi Tehrani et al., 2011.(  

  

  ايآزمایش گلخانه

 عنوان به کویر رقم از استفاده با ايگلخانه آزمایش

 در ،)Gholamnejad et al., 2014( حساس رقم

 انجام تکرار سه با تصادفی کامل بلوك طرح قالب

اي، طبق روش تایید شده جهت آزمون گلخانه. شد

- زایی در پاتوسیستم گندم هاي بیماريانجام آزمون

 انجام شد. براي )Kema et al., 1996(سپتوریوز 

 پایه محلول مورد نظر اسیدسالیسیلیک غلظت تهیه

 تهیه متانول حلال در سالیسیلیکاسید مولار یک

 حجم کردن اضافه با مولارمیلی 4 غلظت و شده

 غلظت .شد تهیه آب به پایه محلول از مناسبی

 هايآزمایش در استفاده براي کنیدي سوسپانسیون

 میلیون ده در شمار گلبول لام کمک با ايگلخانه

سالیسیلیک اسید. شد تنظیم لیترمیلی هر در کنیدي

صورت پاشش هوایی بر  به مولاربا غلظت چهار میلی

ساعت قبل از اسپورپاشی استفاده شد.  24روي برگ، 

 با زنیمایه از پس روز 21 بیماري شدت ارزیابی

 شد انجام پیکنیدیومی پوشش درصد گیرياندازه

)Chartrain et al., 2004, Brown et al., 

 14 ،4 ،0 زمانی نقاط در گیاه از بردارينمونه .)2001

 پس اهنمونه و گرفت انجام آلودگی از پس روز 24 و

 -80 دماي با فریزر در مایع ازت با انجماد سریع از

   شدند. نگهداري گرادسانتی درجه

  

 cDNAو ساخت  Total RNA استخراج

 باگرم برگ  میلی 100تا  50از  RNA استخراج

) ایران سیناژن، شرکت( RNX plus کیت از استفاده

 RNA روي از cDNA رشته ساخت .گرفت انجام

 RevertAid Reverse کیت از استفاده با کل

Transcriptase )شرکت Thermo Scientific، 

  .  شد انجام) آلمان

  

  تکثیر قطعات 

 شده طراحی آغازگرهاي از استفاده با ژنی قطعات تکثیر

و  BioRadترموسایکلر (مدل  دستگاه ) در1(جدول 

 در PCRواکنش . گرفت صورت ساخت کشور آمریکا)

 PCR Buffer ويحا مایکرولیتر 25 نهایی حجم

(10X) ،10Mm dNTP ،50mM MgCl2،  یک

پلیمراز (ساخت شرکت سیناژن) و با غلظت Taq واحد 

10mM و زمانی برنامۀ. شد از هرکدام از آغازگرها تهیه 

 94شامل پنج دقیقه نگهداري در دماي  دمایی يچرخه

درجه  94ثانیه نگهداري در دماي  30گراد، درجه سانتی

دقیقه نگهداري در دماي اتصال مربوط گراد، یک سانتی

 60به هر جفت آغازگر (دماي اتصال براي هردو ژن 

درجه  72ثانیه در دماي  30گراد بود)،  درجه سانتی

 72گراد و سپس دو دقیقه نگهداري در دماي  سانتی

  گراد بود. درجه سانتی

  

  توالی پرایمرهاي مورد استفاده در تکثیر قطعات .1جدول 
Product size  Primer sequence  Gene name  

352  5' GTTTAAGACGGCGTTGTGGT 3'-F 
5' ACCGTTGATGATGTTGGTGAT 3' -R 

Chitinase  

152  5' AACGACCAGCTCTCCAACAT 3'-F 
5' AACAGGGATGTGTAGGTCAG 3' -R  

-1,3 Glucanaseβ  

126  5'GGTGATGCTGGCATAGTGAAG3'-F 
5'GATGACACCAACAGCCACAG3' –R  

eEF1A-1  
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  باندها روشنایی تحلیل و و تجزیه قطعات وزن بررسی

 الکتروفورز، توسط ژنی قطعات تکثیر تأیید از پس

 Totallab افزاروارد نرم ژل از شده گرفته هايعکس

 افزارنرم از استفاده با باندها به شدند. امتیازدهی

Totallab را باندها روشنایی میزان که گرفت صورت 

 باند محدوده در موجود روشن نقاط دادتع براساس

 تمامی که آن از پس. نمایدمی مشخص نظر مورد

 شدند، استاندارد eEF1A-1 باند اساس بر باندها

 افزارنرم وارد Totallab افزارنرم از حاصل هايداده

 مورد SAS ver.9 افزار نرم از استفاده با و اکسل شد

  .گرفتند قرار تحلیل و تجزیه

  

  بحث  نتایج و

 اثر ) بین2(جدول  واریانس تجزیه باتوجه به جدول

 اختلاف بیماري علایم روي بر تیمارهاي مختلف

 آزمون، این در داشت. وجود) % 99 احتمال به( دار معنی

 سویه با جداگانه تعامل در کویر تیمار شده با قارچ رقم

 اسیدسالیسیلیک مولارمیلی چهار سطح و 19 باکتري

 کمترین پیکنیدویومی، % پوشش55 و 51 با ترتیب به

% 67/81تیمار شده با قارچ با  کویر رقم و بیماري شدت

پوشش پیکنیدیومی بیشترین شدت بیماري را داشتند. 

بین اثر کاربرد باکتري  به نتایج مقایسه میانگین توجه با

 لحاظ به داريمعنی اختلاف بیوکنترل و اسیدسالیسیلیک

تیمار حاوي کاربرد  .)1نشد (شکل مشاهده آماري

 و مولار اسیدسالیسیلیکمیلی چهار همزمان غلظت

اختلاف  پیکنیدیومی، پوشش% 74 با باکتري سویه

داري از نظر آماري با کاربرد بیمارگر نداشت  معنی

 ياستفاده که شد مشاهده تحقیق این در). 1شکل(

 و کویر رقم دو در اسیدسالیسیلیک با باکتري همزمان

 به را بیماري شدت میزان کاهش در یريتاث مرودشت

ندارد و همچنین در سطح بیان ژن نیز قادر به  دنبال

 که رسدمی نظر . بههاي مورد بررسی نبود القاء بیان ژن

 مسیر بین آنتاگونیستی ارتباط دلیل به نتیجه این

 دهی سیگنال مسیرهاي با سالیسیلیکاسید دهیسیگنال

 بین ارتباط آنتاگونیستی. باشد اتیلن و اسیدجاسمونیک

 اسید و اسیدسالیسیلیک دهیسیگنال مسیرهاي

است  شده گزارش متعددي مطالعات در جاسمونیک

)Spoel et al., 2003, Pieterse and van Loon, 

1999, Van der Does et al., 2013(  .  

  

تجزیه واریانس درصد پوشش پیکنیدیومی رقم کویر . 2جدول 

  مل سوختگی برگ گندمدر تعامل با قارچ عا

  منابع

  تغییرات

  درجه 

  آزادي

  مجموع 

  مربعات

  میانگین

 مربعات

  تیمار

  خطا

  کل

3  

8  

11  

25/1962  

66/234  

91/2196 

**08/654  

33/29  

    C.V(    05/21ضریب تغییرات (

  .داري در سطح احتمال یک درصد **: معنی

  

  
. مقایسه تیمارها براساس میانگین پوشش پیکنیدي با 1شکل 

 ،(S1)بیمارگر  با تنش شرایط .% 5 زمون دانکن در سطح احتمالآ

 ، (S1-4)اسیدسالیسیلیک مولارمیلی چهار غلظت همراه به بیمارگر

 بیمارگرو  P. fluorescens (S1-Pf)باکتري  همراه به بیمارگر

-S1)باکتري و مولار اسید سالیسیلیکمیلی چهار غلظت همراه به

Pf-4) P. fluorescens . ها با حروف متفاوت داراي  انگینمی

  .باشندداري می اختلاف معنی

  

 هايبیمارگر حمله محض به هاپروتئین PRتجمع 

گلوکانازها  3و1- بتا. استشده اثبات گیاهان در میکروبی

خاصیت  با هاپروتئین PR جمله و کیتینازها از

 در سلولی دیواره يتجزیه به قادر و هیدرولایتیک بوده

هاي  جنس از جمله ها قارچ از جنس چندین

Trichoderma ،Alternaria  وMycosphaerella  
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 3و1-بتا القاء .)Sharma et al., 2011( باشندمی

- گیاه يها تعامل از بسیاري ها درو کیتیناز گلوکانازها

 که است این بر تصور و است شده گزارش بیمارگر

 دفاعی هايواکنش در متعددي هاينقش داراي

 Jongedijk et al., 1995, Kemp( هستند گیاهی

et al., 1999, Kini et al., 2000( ابتدا در هاآن 

 و کرده هضم را بیمارگر سلولی دیواره توانندمی

 ،)Mauch et al., 1988( کنند مسدود را آن استقرار

 بیمارگر سلولی دیواره اجزاي سازيرها با اینکه دیگر

 دفاعی هايواکنش فعالسازي در الیسیتور عنوان به

 .)Yoshikawa et al., 1993( دارند نقش گیاهی

اغلب مطالعات انجام گرفته در بررسی فعالیت 

گلوکاناز  به مقایسه  3و1-هاي کیتیناز و  بتا آنزیم

ها در ارقام مقاوم و حساس در میزان بیان این آنزیم

 ,.Ahangar et al(اند مقابله با بیماري پرداخته

ر این مطالعه سعی شد فعالیت این ، ولی د)2015

ري که تیمارهاي القاگر ها در رقم حساس و تاثیآنزیم

ها داشته باشند، توانند بر میزان فعالیت آنمقاومت می

 3و1-گیرد. با توجه به نقش بتابررسی قرارمورد

هاي دفاعی عنوان واکنش به گلوکانازها و کیتینازها

ا، در اغلب مطالعات اولیه در مقابله با حمله بیمارگره

 ;Gholamnejad et al., 2014( انجام گرفته

Habibi et al., 2013(اغلب  ها ، بیان این دسته ژن

بررسی روزهاي اولیه پس از آلودگی مورد در ساعات و

قرار گرفته است. در این تحقیق با توجه به اینکه 

گندم همی بیوتروف بود و فاز  سوختگی برگبیمارگر 

و بیوتروف آن ممکن است تا چهارده روز فاقد علائم 

ها تا بازه  ژنطول بکشد، روند تغییرات بیان این 

بررسی قرار گرفت تا تغییرات بیان روز مورد 24زمانی 

آن،  پس از ورود به فاز نکروتروف بیمارگر نیز بررسی 

  شود. 

 3و1-بتاکمی ژن گیري بیان نیمهنتایج اندازه

متفاوت بیان این ژن در دهنده غلظت نشان گلوکاناز

در تیمارهاي متفاوت مورد بررسی  mRNAسطح 

بیمارگر و  وجود عدم و وجود بین شکل به توجه بود. با

در  باکتري و وجود و عدم وجود اسیدسالیسیلیک

   واکنش نتایج کمینیمه بررسی نظر از تیمارها

RT-PCR بیان به داشت، وجود دارمعنی اختلاف 

در تعامل با میزبان و کاربرد  وجود بیمارگر دیگر،

باعث  صورت جداگانه به باکتري و اسیدسالیسیلیک

در روز چهارم بعد  بود. شده ژن این بیان افزایش القاء

رسید و از آلودگی بیان این ژن به بیشترین مقدار خود 

شد. در روز چهارم تدریج از مقدار آن کاسته  به سپس

گلوکوناز تا دو برابر  3و1- در تیمار با قارچ بیان ژن بتا

افزایش پیدا کرد و کاربرد جداگانه اسید سالیسیلیک و 

 برابر 5و  5/4باکتري توانست میزان بیان آن تا 

 هر همزمان حضور حالیکه ترتیب افزایش دهد. در به

 تیمار با داريمعنی اختلاف و بود تاثیرتیمار بی دو

 پس از روز چهارم روند کاهشی .نداشت تنها قارچ

در بیان این ژن مشاهده شد ولی 14سریعی را تا روز 

نیز، میزان بیان بیشتر از نقطه زمانی  24حتی در روز 

   .)2اول بود (شکل

 بعد گیاه در ژن این بیان زیاد رفتن بالا به توجه با

 علیه گیاه دفاع در ژن این مهم نقش و تنش از

 عامل حملۀ با که شودمی تأکید نکته این بیمارگرها،

 افزایش خود در را آنزیم این میزان گیاه بیمارگر،

 با که است پذیر القا نسبتاً ژن یک ژن و این دهد می

 P. fluorescens باکتري و اسیدسالیسیلیک کاربرد

. داد ها را افزایشآن بیان میزان توانمی گیاه روي بر

 هايقارچ برابر این آنزیم در ضدقارچی فعالیت

Alternaria longipes و Rhizoctonia solani و 

 زنیجوانه و لوله رشد جلوگیري از همچنین

  و Verticillium dahliae هايقارچ هاي کنیدي

F. oxysporum استگزارش شده )Sun et al., 

 خیار از اسیدي گلوکاناز در پژوهشی آنزیم. )2011

 در آنزیم این فعالیت که گزارش شد شد و استخراج

 بیمارگر برابر در مقاومت ءالقا با خیار

Colletotrichum lagenarium است  ارتباط در

)Ji and Kuc, 1994( .از زیادي گیاهان همچنین 

 و تنها صورت به گلوکاناز- 3 و1 بتا ژن انتقال طریق
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 هاآن اکثر که اندشده تراریخت کیتیناز ژن با همراه یا

 نشان مقاومت هاقارچ از بعضی به آلودگی مقابل در

 فرنگی گوجه دراي  در مطالعه. )Punja, 2001( دادند

 3و1- بتا واکوئلی هايایزوفرم که شدداده نشان

 بیمارگرهاي شدر از ممانعت باعث توانندمی گلوکانازها

Alternaria  solani، Trichoderma viride و 

Phytophthora infestans شوند )Leubner-

Metzger and Meins Jr, 1999.( گیاهان در 

-بتا بالاي تجمع F. culmorum با شده تیمار دمگن

 در حتی و گیاهی هايبافت در کیتیناز و گلوکاناز 3و1

 يها هیف و گیاه تماس محل در قارچی هايهیف

 گیاهان در تجمع این میزان. ستاشده دیده قارچی

 نشان که بود بیشتر حساس به نسبت گندم مقاوم

 هايمکانیسم از یکی گلوکاناز 3و1- بتا تجمع دهدمی

 است مقاوم میزبان در بیمارگر با مقابله احتمالی

)Kang and Buchenauer, 2002( بتاگلوکانازها .

بعد از حمله بیمارگر به گیاه و یا تحت  معمولاً

زیستی مختلف در گیاه القاء  هاي زیستی و غیر تنش

افزایی با آنزیم کیتیناز  صورت هم به شود و معمولاًمی

 3و1-بیان ژن بتا .)Simmons, 1994( کندعمل می

گلوکاناز  همواره داراي بیان سریع و میزان رونوشت 

بالایی در رقم مقاوم نسبت به گندم نسبت به رقم 

. در این )Ahangar et al., 2015(حساس است 

گلوکاناز روز  3و1-تحقیق بیشترین میزان بیان ژن بتا

ن چهارم مشاهده شد، که این نتیجه نقش مهم ای

ي دفاعی و لزوم بیان آن در ها آنزیم را در واکنش

هاي دفاعی اولیه در مراحل اولیه جهت القاء واکنش

اي بیان بالاي این ژن کند. در مطالعهمیزبان تایید می

از آلودگی با قارچ عامل  ساعت اول پس 24در 

سفیدك سطحی در رقم حساس فلات گزارش شد 

)Ahangar et al., 2015(. شی کاربرد تیمار در پژوه

، در گیاه نخود P. fluorescensباکتري اي  ریشه

ي کیتیناز و ها توانست باعث افزایش فعالیت آنزیم

همچنین  ).Kumar et al., 2007( گلوکاناز شود

بررسی تیمار اسیدسالیسیلیک در گیاه پنبه نشان داد که 

 3و1- تواند با القاء تجمع کیتیناز و بتااین ترکیب می

در  VD-toxinاز باعث مقاومت به توکسین گلوکون

  .)Li et al., 2003(شود  V. dahliaتعامل با قارچ 

 

 
 غلظت همراه به بیمارگر ،(S1) بیمارگر با تنش )، شرایطK1رقم حساس کویر ( در گلوکاناز 3و1- بتا ژن بیان کمینیمه بررسی. 2 شکل

 چهار غلظت همراه به بیمارگرو  P. fluorescens (S1-Pf) باکتري همراه به بیمارگر ، (S1-4)اسیدسالیسیلیک مولارمیلی چهار

 نسبت گلوکاناز 3و1- بتا ژن باند روشنایی به مربوط کمیت . شکلP. fluorescens (S1-Pf-4) باکتري و مولار اسیدسالیسیلیک میلی

  .است مدهآ دست به TotalLab افزار نرم از استفاده با که دهدمی نشان را eEF1A-1 باند به
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ها هاي کیتیناز گروهی از اندوکیتینازپروتئین

آمین گلوکزاستیل-Nبین  4و1-باشند که پیوند بتا می

موجود در ساختار کیتین که یکی از اجزا مهم دیواره 

 Leah(کند شود را هیدرولیز میها محسوب میقارچ

et al., 1991(ش توانند نقهاي کیتیناز می. لذا آنزیم

بسیار مهمی در مقاومت علیه بیمارگرها ایفا کنند. ژن 

هاي دفاعی هاي مسئول واکنشکیتیناز از گروه ژن

است و معمولا پس از حمله بیمارگر، سطح بیان آن 

 Ahangar et(یابد هاي گیاهی افزایش میدر سلول

al., 2015( در شرایط آزمایشگاه نشان داده شده .

تواند با لیز کردن نوك است که آنزیم کیتیناز می

 Punja(ها جلوگیري کند ي قارچ از رشد آنها هیف

and Zhang, 1993(. به ي حاضر آلودگیدر مطالعه 

 این بیان افزایش باعث توانست سپتورویوز بیماري

. گردد آلودگی فاقد کنترل گیاهان به نسبت ژن

کیتیناز نیز در تیمار با عوامل مختلف  تفاوت بیان ژن

لی مشهود بود. بیان این ژن نیز، در تمامی بیوکنتر

تیمارها روند مشابهی را طی کرده بود و در روز چهارم 

بررسی بیشترین بیان این ژن در تمامی تیمارها مورد

 باکتري و سالیسیلیک شد و تیمار با اسیدمشاهده می

 شده ژن این بیان افزایش باعث صورت جداگانه به

آلودگی روند کاهشی در  24روز  چهارم تابود. از روز 

 تیمار شد. درهاي ژن کیتیناز مشاهده میتعداد نسخه

 ژن این بیان سالیسیلیکاسید و باکتري با همزمان

نداشت  تنها قارچ تیمار با داريمعنی اختلاف

   ).3(شکل

  
 چهار غلظت همراه به بیمارگر ،)S1( بیمارگر با تنش شرایط )، درK1رقم حساس کویر ( در کیتیناز ژن بیان کمینیمه بررسی. 3شکل 

مولار میلی چهار غلظت همراه به بیمارگر و )P. fluorescens (S1-Pf باکتري همراه به بیمارگر ،)S1-4( اسیدسالیسیلیک مولار میلی

 باند به نسبت گلوکاناز 3و1- بتا ژن باند روشنایی به مربوط شکل کمیت.  P. fluorescens (S1-Pf-4) باکتري و اسیدسالیسیلیک

eEF1A-1 افزار نرم از استفاده با که دهدمی نشان را TotalLab است آمده دست به.  

  

در این تحقیق بیشترین بیان ژن کیتیناز در رقم 

ي حساس کویر در روز چهارم مشاهده شد. در مطالعه

ساعت پس از  72دیگري نیز حداکثر بیان ژن کیتیناز 

ودگی مشاهده شد و همچنین در مطالعه مربوط به آل

سوختگی برگ بیان این ژن در تعامل با قارچ عامل 

گندم گزارش شد که در رقم حساس نسبت به مقاوم 

افزایش سطح تظاهر ژن کیتیناز با تاخیر و از نظر 

ساعت، پایین تر از  72تا  3میزان در فاصله زمانی 

. تیمار با )Habibi et al., 2013( رقم مقاوم است

بیمارگر و کاربرد اسیدسالیسیلیک و باکتري باعث 

افزایش اولیه بیان این ژن نسبت به گیاهان کنترل در 

نقطه زمانی اول شد و این القاء افزایش بیان در نقاط 

زمانی دیگر مورد بررسی هم مشاهده شد.  افزایش 

تواند باعث تجزیه سریع کیتین سریع بیان کیتیناز می
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شده و از طریق جلوگیري از  ها ه سلولی قارچدیوار

رشد بیمارگر در مزوفیل برگ و ایجاد الیگومرهاي 

ي دفاعی از قبیل ها عنوان محرك مکانیسم به کیتین

 Sharma et(هاي مرتبط با دفاع عمل کند بیان ژن

al., 2011(باعث بیوکنترلی عوامل از . استفاده 

 مختلف رگرهايبیما با تعامل در ژن این بیان افزایش

  باکترياي  ریشه تیمار کاربرد پژوهشی در. شود می

P. fluorescens، افزایش باعث توانست نخود گیاه در 

 Kumar et( شود گلوکاناز و کیتیناز يها آنزیم فعالیت

al., 2007 (پنبه گیاه در سالیسیلیک اسید تیمار بررسی 

 و ینازکیت تجمع القاء با تواندمی ترکیب این که داد نشان

-VD توکسین به مقاومت باعث گلوکوناز 3و1- بتا

toxin قارچ با تعامل در Verticillium dahlia شود 

)Li et al., 2003 .( مشاهده شده است که در گیاه موز

-عنوان آنالوگ اسیدسالیسیلیک می به BTH١ کاربرد

ي دفاعی گیاه را از طریق بیان بالاي ها تواند واکنش

 .)Ma et al., 2009(تقویت کند ژن دفاعی کیتیناز 

 .Pاي تاثیر فرمولاسیون مایع باکتري در مطالعه

fluorescens در مقابله با پژمردگی فوزاریومی ،

گوجه فرنگی مورد بررسی قرار گرفت و افزایش بیان 

ژن کیتیناز در گیاهان تیمار شده نسبت به شاهد تا 

روز پنجم پس از تیمار با باکتري مشاهده شد. 

ها نشان داد که در گیاهان تیمار شده نین بررسیهمچ

اند درحالیکه در سه ایزوفرم از کیتیناز بیان شده

گیاهان کنترل هیچ ایزوفرمی بیان نشده بود 

)Manikandan and Raguchander, 2015( در .

اي بررسی تاثیر اسیدسالیسیلیک در گیاه مطالعه

 یلیکسالیسانگشتی نشان داد که کاربرد اسید ارزن

صورت پاشش هوایی قادر است باعث القاء بیان  به

، پلی فنل اکسیداز و حتی هاي کیتیناز، پراکسیدازژن

 Appu and( شود می تغییر الگوي ایزوفرمی تولید

Muthukrishnan, 2014( .  

                                                                  
1. Benzothiadiazole 

 بیوکنترلی دهیسیگنال مسیر دو آنتاگونیستی اثر

 نپروتئی  PRهايژن القا در باکتري و اسیدسالسیلیک

 و PR1 ، PR2هايژن بیان. است شده دیده توتون در

PR3  یافته افزایش اسیدسالیسیلیک با تیمار در اسیدي 

 حضور در PR6 و PR5 يها ژن بیان کهدر حالی

 سالیسیلیک اسید با و یافته افزایش اسیدجاسمونیک

 که استشده مشاهده توتون گیاه در. شودمی ممانعت

 مثبتی طور به ،NtPRB1b پروتئین بازي،  PRژن بیان

 و جاسمونیک اسید دهیسیگنال مسیرهاي فعالیت با

 اسیدسالیسیلیک مسیر فعالیت با منفی طور به و اتیلن

 مشاهده .)Niki et al., 1998( گیردمی قرار تاثیر تحت

 با اسیدجاسمونیک دهی سیگنال مسیر که است شده

 گیاه در اسیدسالیسیلیک دهیسیگنال مسیر

 .)Kloek et al., 2001( کندمی مقابله پسیسآرابیدو

 اسید بالاي سطوح که آرابیدوپسیس هايیافتهجهش

 مسیر از ممانعت باعث دهند،می تجمع را سالیسیلیک

 .)Kachroo et al., 2003(شوند می اسیدجاسمونیک

ها نیاز به گیريبا این وجود تایید بیشتر این نتیجه

اي مثل  لپه اهان تکبررسی و مطالعات بیشتري در گی

  گندم دارد.

هاي کدکننده در این تحقیق، الگوي بیانی ژن

روز  24گلوکاناز در طی  3و1- ي کیتیناز و بتاها آنزیم

پس از آلودگی و در چهار نقطه زمانی در رقم حساس 

سالیسیلیک کویر و در تعامل با دو القاگر مقاومت اسید

ار ، مورد بررسی قرP. fluorescensو باکتري 

تایید نمود  RT-PCRکمی نتایج گرفت. بررسی نیمه

برگی که بیان هر دو ژن در اثر بیماري سپتوریاي

داري افزایش یافته است. طور قابل توجه و معنی به

هاي مختلف بررسی سطح تظاهر هر دو ژن در زمان

نشان داد که هر دو ژن داراي روند تغییراتی مشابهی 

د، ولی ژن کیتیناز در روزهاي مورد بررسی هستن

گلوکاناز داراي سطح بیان بیشتري  3و1- بتا نسبت به

است.  نتایج تحقیق نشان داد که با توجه به اینکه 

داري نسبت بیان هردو ژن داراي روند افزایش معنی

هاي رسد ژننظر می به به نقطه زمانی اول بودند،
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سوختگی گلوکاناز، در مقاومت به  3و1-کیتیناز و بتا

نقش داشته باشند و کاربرد  گندم برگ 

تواند با القاء افزایش اسیدسالیسیلیک و باکتري می

  ها باعث القاء مقاومت میزبانی شوند.تولید این آنزیم

  

  سپاسگزاري

فناوري و  زیست از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و

همچنین دانشگاه تربیت مدرس براي فراهم آوردن 

  د.  گرد می ردانیامکانات این پژوهش تشکر و قد
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