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اي در  ي زنگ زرد و قهوهبيماريهانسبت به  طي آلودگيبيان ژن كيتيناز مطالعه الگوي 
 Lr34/Yr18گندم داراي مكان ژني  ي تقريباً ايزوژنلاينها

  2گودتدنيس  و 1رمضانپورسيده ساناز ، 1*سلطانلوحسن 

  يو بيوتكنولوژ نباتات گروه اصلاح ،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان،  1
  بخش ژنتيك مولكولي ،ي، موسسه غذا و كشاورزيمركز تحقيقات كشاورز ،لتبريجدانشگاه  ،كانادا 3

 2/9/88: تاريخ پذيرش   28/6/87 :تاريخ دريافت

  چكيده

ها يمارين بيمبارزه با ا ياز راهها يكي. شود  ي مخرب گياه گندم در جهان محسوب ميبيماريزااي از جمله عوامل  و قهوه زنگ زرد
هاي مختلف و در مقابل ر يك دوره زماني طولاني، در محيطباشد كه باعث ايجاد مقاومت ديم يجيمقاومت تدر يستفاده از ژنهاا

به  Yr18/Lr34 ياند، مكان ژنشده يكه تاكنون در گندم معرف يجيمقاومت تدر يژنها در بين. شود نژادهاي متنوع قارچ زنگ مي
ن ژن شكسته يمقاومت حاصل از ا مناطق گندم خيز دنيااز  يكچ يچون تاكنون در ه ،شوديممحسوب  مكان ژنين يترعنوان مهم
زنگ ، يامختلف شامل زنگ زرد، زنگ قهوه يمارينوع ب ششش از يجاد مقاومت به بين ژن باعث اياگر ياز طرف د. نشده است

 مسئول واكنش دفاعيژنهاي  گروهاز تيناز كيژن  .شود لكه خالي مي و بيماري ويروس پاكوتاهي جو، يدك پودريسفسياه، 
به منظور مطالعه الگوي تظاهر ژن . يابدافزايش ميسطح بيان آن توسط سلولهاي گياهي  ،باشد و معمولاً پس از حمله بيمارگر مي

مراز در زمان  اي پلي واكنش زنجيرهاز روش  ،اي و بلوغ اي در مرحله گياهچه پس از آلودگي با بيماري زنگ زرد و قهوهكيتيناز 
سطح بيان اين ژن  ،اي ي زنگ زرد و قهوهبيماريهانشان داد پس از آلودگي با كيتيناز مقايسه الگوي تظاهر ژن . استفاده شد واقعي

زنگ زرد در مرحله با  پس از آلودگي سه روزدر رقم مقاوم . دارداز رقم حساس  افزايش بيشتريدر رقم مقاوم در هر دو مرحله، 
، تظاهر تأخيري ژن كيتينازهمچنين همراه با  .باشد برابر مي 15رقم حساس تنها  وبرابر  52 ژن كيتينازسطح تظاهر  يش، افزابلوغ

   .نشان داد مزوفيل رقم حساسسلولهاي در  يبيشترقارچ زنگ گسترش ميسيليوم 

  بيان ژن، Real-time PCR، گندم، كيتيناز: كليدي واژه هاي

  SoltanlooH@gau.ac.ir، پست الكترونيكي  09112719767: تلفننويسنده مسئول، *

  مقدمه
 (Puccinia striiformis Westend f. sp. tritici ) زنگ زرد
 Puccinia triticina (= P. recondita Roberage اي و قهوه

ex Desmaz f. sp. tritici Eriks & E. Henn.)  از جمله
 Triticum aestivum) گندم گياه ي مخرببيماريزاعوامل 

L) يكي از راههاي مبارزه با . شود  در جهان محسوب مي
 ،كاهش عملكرد به منظور جلوگيري از ،بيماريزااين عوامل 

اثرات  نظرباشد كه از  مياستفاده از ژنهاي مقاومت به زنگ 
مدتر از روشهاي اقتصادي و زيست محيطي بسيار كارآ

اري از بسي. )7و  1( دباش مثل مبارزه شيميايي ميديگر 
ه تاكنون در گندم شناسايي مقاومت به زنگ ك ژنهاي
ژن «اختصاصي و در حالت  هاينژاد در تقابل با  ،اند شده

حاصل  مقاومت ،با اين حال . )15(كنند  عمل مي »براي ژن
هاي جديد قارچ زنگ  توسط نژادنژاد اختصاصي ژنهاي  از

 زودخيلي  ،كه به سرعت در حال تغيير و تكامل هستند
همچنين زماني كه ارقام داراي . )12و  8( دشو كسته ميش

خطر  ،ژنهاي مشابه در يك منطقه وسيع كشت شوند
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تواند منجر به  مي نژاد اختصاصيمقاومت  ژن شكسته شدن
انجام شده مطالعات . )30و  2( گردد تر گيري گسترده  ههم

مقاومتهاي بالا د كه ده نشان ميدنيا كشت گندم در مناطق 
شود كه  توسط ژنهايي اعطاء مي ،هاي مختلف نژاد بر عليه

تعداد زيادي از يا و  اند تاكنون تعيين خصوصيت نشدهيا 
. )7و  2( يابند آنها فقط در مرحله گياه بالغ تظاهر مي

 Slow( شده است ژنهاي مقاومت تدريجي گزارش

rusting(، ژنهاي مقاومت نژاد اختصاصي،  برعكس تك
يك دوره زماني طولاني، در باعث ايجاد مقاومت در 

محيطهاي مختلف و در مقابل نژادهاي متنوع قارچ زنگ 
ژن مقاومت به  60تاكنون نزديك به . )27و  25(شوند  مي

ژن مقاومت به زنگ زرد  30از   اي و بيش زنگ قهوه
ميان تعداد بسيار زياد ژنهاي  ازكه شناسايي شده است 
 كه به Lr49و  Lr34ي ژنهااي تنها  مقاومت به زنگ قهوه

 Yr29و  Yr18 مقاومت به زنگ زرد يژنها ترتيب با
ي مقاومت ژنهابه عنوان  ،دارند پيوستگي ژنتيكي كامل

طبق . )25و  23، 16، 14( اند بندي شده تدريجي دسته
باعث ايجاد مقاومت در مرحله  Lr34/Yr18ي ژنها مطالعات
 .شوند مي) APR( (Adult plant resistance) گياه بالغ
ي ژنهاارقام داراي  ،اي در مرحله گياهچه برعكس

Lr34/Yr18، يكي . )18( دهند آلودگي حساس نشان مي تيپ
 خصوصيت غير نژاد اختصاصي، Lr34هاي مهم ژن  از جنبه

(Non race specific)  بودن آن است كه براي ايجاد
 ،در مرحله گياه بالغ. باشد مقاومت پايدار به زنگ الزامي مي

 شيب شدتبه صورت عمومي باعث ايجاد   Lr34فنوتيپ 
(Gradiant) جوش زنگ در برگ پرچم (Flag leaf) 

قاعده برگ بيشتر و بزرگتر جوشهاي شود به طوري كه  مي
 كاسته شدهتعداد جوشها از به سمت نوك برگ  وشود  مي

جوش  شيب شدتمعمولاً . شود و اندازه آنها كوچكتر مي
 (Leaf tip necrosis) گبرنوك سوختگي همراه با حضور 

)Ltn (باشد همراه مي )ژن. )30و  21، 8 Lr34  به عنوان ژن
كه قبلاً تحت عنوان اي  به زنگ قهوهتدريجي مقاومت 

LrT2  نامگذاري شده بود، براي اولين بار توسط دايك

مطالعات بعدي . )5( در رقم فرونتانا شناسايي شد) 1966(
از ارقام اروپايي، اين ژن در تعداد زيادي  ،نشان داد

تحقيقات المللي  در مركز بين اصلاحيآمريكاي شمالي و 
. )28و  22، 3، 5( داشته استوجود  سيميت گندم و ذرت

و  Thatcherي تقريباً ايزوژن لاينهابا توليد ) 1987(دايك 
RL6058 (Thatcher+Lr34/Yr18) ، ژنLr34  را بر روي

و مدتها بعد  يابي كرد مكان Dژنوم  7شماره كروموزوم 
ي ژنهانشان دادند كه ) 1992(و سينگ ) 1992(اينتاش  مك

Lr34  وYr18   ژنوم  7بر روي بازوي كوتاه كروموزومD 
و  12، 4( دارندشديدي نسبت به هم پيوستگي ژنتيكي 

بيانگر  ،در كشورهاي مختلف انجام شدهمطالعات . )27
بزرگ بر روي بازوي كوتاه كروموزوم  QTLجود يك و

و مسئول كنترل مقاومت تدريجي مرتبط  Dژنوم  7اره شم
وارد كردن . )31، 26 ،20، 19 ،13( باشد مي Lr34/Yr18به 

QTL  مزبور باعث ايجاد مقاومت پايدار در ارقام حساسي
ثير آلودگي شديد قرار أشود كه معمولاً هرساله تحت ت مي
مطالعات متعدد ديگر بر روي جمعيتهاي . گيرند مي

شديد اين دو ژن  پيوستگي يدمؤهمگي  ،بزرگتر يابي نقشه
 نيز بزرگبسيار هاي جمعيتحتي در حال ه ب و تا هستند
. قادر به شكستن اين پيوستگي نبوده است نوتركيبي پديده

 يژن يكسان  Yr18و  Lr34ي ژنهاشود  بيني مي بنابراين پيش
چندين  است چنين گزارش شدهمه. )29و  21، 9( باشند

، اين صفات شود مشاهده مي Lr34اه با ژن صفت ديگر همر
ي مقاومت به زنگ ساقه در ژنهاتقويت مقاومت  ،شامل

؛ مقاومت به )Thatcher )4مكانهاي ژني مستقل در رقم 
 Barley Yellow Dwarf) بيماري ويروس پاكوتاهي جو

Virus) )Bdv1 ()22(؛ و اخيراً مقاومت به سفيدك پودري 
(Powdery Mildew)  29( مرحله گياه بالغگندم در( 

گندم تا به حال  Lr34/Yr18  قطعه ژنيبنابراين . باشد مي
كاملاً متفاوت باعث ايجاد مقاومت به حداقل شش بيمارگر 

يك مكان ژني  Ltn1/Lr34/Yr18 به همين دليل. شده است
بسيار با ارزش در  يو به عنوان منبعاست منحصر به فرد 

آل براي درك اساس  ايده و نيز به عنوان مدلياصلاح گندم 
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امروزه تنها . شود ميمحسوب مولكولي مقاومت تدريجي 
شناسايي شده در گندم سه مكان ژنتيكي مقاومت تدريجي 

، Lr34/Yr18است كه تحت عنوان مكانهاي ژنتيكي 
Lr46/Yr29  وSr2/Yr30 اند و به ترتيب بر  نامگذاري شده

يابي  گندم مكان 3BSو  7DS ،1BLروي كروموزومهاي 
اين مكانهاي ژنتيكي داراي چندين ژن به هم ). 24(اند  شده

پيوسته هستند و يا داراي يك ژن با اثرات پليوتروپيك 
ي مقاومت در ژنهااين كه اين احتمال وجود دارد . باشند مي

كاهش توقف يا برخي از ساز و كارهاي ضروري براي 
مراحل مختلف آلودگي نقش داشته باشند كه نه  سرعت

شترك هستند بلكه در ميان ها براي نژادهاي مختلف متن
اين اگر . باشند يكسان مينيز مختلف  قارچها و بيمارگرهاي

مقاومت به طور كامل يند آدرگير در فرمكانيسمهاي  نوع
از بتوان روشهايي با استفاده  ممكن است ،شناخته شوند

 هايبراي ايجاد طيف وسيعي از مقاومت ،مهندسي ژنتيك
شود مكان  بيني مي بنابراين پيش). 17( را معرفي نمودپايدار 

از مسيرهاي بيوشيميايي همگاني  Lr34/Yr18ژنتيكي 
از . كند استفاده نميي مقاومت اختصاصي ژنهامختص 

به  مقاومتموجب  Lr34/Yr18مكان ژنتيكي  آنجايي كه
چندين بيماري غيرمرتبط شامل زنگها و سفيدك پودري 

تواند نوعي از مقاومت  قاومت مياين نوع م شود، پس مي
يكي از . باشد (Non host resistance) غيرميزبان

فرآيندهاي مولكولي اساس راهكارهاي موجود براي درك 
 ي مختلفبيماريهابه گندم نسبت مقاومت القايي  دخيل در

بلافاصله پس كه  باشديي ژنهاشناسايي  معرفي و تواند مي
 ،هدف از اين تحقيق. شوند مقاومت فعال مي ءالقا از

كيتيناز به عنوان ژن ژن تظاهر كمي الگوي  ارزيابي
 ييبيماريزامقاومت به  امرتبط برمزكننده پروتئين 

(Pathogenesis related proteins)  براي بررسي نحوه
اي  شروع واكنش دفاعي پس از آلودگي با زنگ زرد و قهوه

زوژن ي تقريباً ايلاينهااي و بلوغ  در مرحله گياهچه
Thatcher  وRL6058 (Thatcher+Lr34/Yr18) بود .  

  مواد و روشها
گر ين ديتوسط محققمواد ژنتيكي كه قبلاً : مواد گياهي

براي مقاومت در مرحله گياه بالغ نسبت به زنگ زرد و 
 Avocet ارقام استراليايي شامل( اي ارزيابي شده بودند قهوه
و  Thatcher ارقام كانادايي ،Avocet+Lr34/Yr18و 

RL6058 معادل Thatcher+Lr34/Yr18،  ارقام مكزيكي
Jupateco73  وJupateco73+Lr34/Yr18(،  انجام براي

انتخاب  يامارگر زنگ زرد و قهوهيبا ب يساز آلودهمطالعات 
و  Thatcher نيزولايباً ايتقر ينهايلات يدر نها. شدند

RL6058 (Thatcher+Lr34/Yr18)  آزمايش انجام براي
  . ندگرديدانتخاب  هر ژنتظا

پس از كشت بذور در : اي آلودگي با زنگ زرد و قهوه
، گلدانها به اتاقك رشد )2( (Cornell) مخلوط خاك كرنل

، دماي )µE300 با شدت (ساعت روشنايي  16شرايط  با
و درصد منتقل  70گراد و رطوبت نسبي  درجه سانتي 20

ها  تا گياهچههفته در اين شرايط نگهداري شدند  3به مدت 
هاي يكنواخت در مرحله  گياهچهسپس . رشد نمايند

) يك گياه در هر گلدان(به گلدانهاي يك گالوني زني  پنجه
 بادن به مرحله بلوغ در اتاقك رشد و تا رسي منتقل شدند

گراد  درجه سانتي 20دماي  در ساعت روشنايي 16شرايط 
گراد و  درجه سانتي 15ساعت تاريكي در دماي  8و 

آبياري روزانه . درصد نگهداري شدند 70رطوبت نسبي 
اي  گلدانها براي نگهداري رطوبت در حد ظرفيت مزرعه

روز با استفاده از كود  14گلدانها با فاصله زماني . انجام شد
كوددهي شدند و در طول ) پتاس-فسفر-ازت( 20- 20-20

به دليل عدم وجود بيماري  ،مدت نگهداري در اتاقك رشد
. كش استفاده نگرديد كش يا حشره از تيمار قارچ يا آفت،
يعني زمان ) 32(مقياس زادوكس از  55در مرحله گياهان 

با استفاده از  ،شروع شكافته شدن غلاف توسط ريشك
زنگ  WPG2003زنگ زرد و جدايه  LRC484جدايه 

 ،اي كوبي زنگ قهوه براي مايه. كوبي شدند مايه ياقهوه
ليتر با استفاده از روغن  ر در ميليگرم اسپو 40سوسپانسيون 
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به طور  (Sortrol 170) 170 معدني سبك يا سورتورول
كوبي  براي مايه. كوبي شد مايهيكنواخت روي سطح برگ 

پودر تالك و اسپور با استفاده از  1:4زنگ زرد از مخلوط 
گياهان . مخصوص استفاده شد (Duster) پودرپاشيك 
 10و  15ساعت و دماي  48و  24كوبي شده به مدت  مايه

اي و زرد در  گراد به ترتيب براي زنگ قهوه درجه سانتي
درصد قرار داده  100اتاقك سرد و تاريك با رطوبت نسبي 

شرايط  باگياهان به اتاقك رشد  ،پس از اين مرحله. شدند
گراد  درجه سانتي 15، دماي )µE300(ساعت روشنايي  16

برداري از  نمونه .درصد منتقل شدند 70و رطوبت نسبي 
از  پسروز  10و  7، 5، 3، 2، 1برگ پرچم در زمانهاي 

روز پس از  12و  9، 6، 3اي و  قهوه  كوبي با زنگ مايه
  . كوبي با زنگ زرد انجام شد مايه

پس از كشت بذور در اي  كوبي در مرحله گياهچه براي مايه
 16شرايط  بامخلوط خاك كرنل، گلدانها به اتاقك رشد 

درجه  20، دماي )µE300 با شدت (وشنايي ساعت ر
 10و به مدت درصد منتقل  70گراد و رطوبت نسبي  سانتي

هاي يكنواخت در مرحله دو  گياهچه. روز نگهداري شدند
برگي با روش ذكر شده در قسمت بالا با استفاده از جدايه 

LRC484 براي مطابقت زماني كوبي شدند و  زنگ زرد مايه
اي آزمايشات هيستولوژيك  زنگ قهوه آلودگي زنگ زرد با

براي  RNAبرداري براي استخراج  نمونه. انجام گرديد
روز پس از  12و  9، 6، 3در زمان آلودگي با زنگ زرد 

   .كوبي صورت گرفت مايه

برداري، بافت  بلافاصله پس از نمونه: كل RNAاستخراج 
درجه  -80برگ در نيتروژن مايع منجمد و در دماي 

 RNA ،800به منظور استخراج . د ذخيره شدگرا سانتي
 RNA. گرم برگ پرچم در نيتروژن مايع پودر گرديد ميلي

شركت  (®TRIzol) كل با استفاده از محلول ترايزول
با تغييرات جزئي در دستورالعمل  (Invitrogen) اينويتروژن

 يبه منظور حذف آلودگ. شركت سازنده استخراج شد
كل روي مواد حاصل  RNA كربوهيدرات، استخراج مجدد

مواد مورد  10/1از استخراج مرحله اول با مقياس حجمي 
با استفاده از كيت  RNAتخليص . استفاده انجام گرديد

 (RNeasy Mini Clean up kit) آپ كلين ميني ايزي ان آراي
روي  RNAانجام شد و كيفيت  (Qiagen) شركت كايژن

كميت با استفاده  و درصد توسط الكتروفورز 5/1ژل آگارز 
  . بررسي شد از دستگاه اسپكتروفتومتر

مراز در زمان  اي پلي و واكنش زنجيره  cDNAساخت 
ميكروگرم  5با استفاده از  cDNAساخت رشته اول : واقعي
RNA  ،تي دي نانوگرم آغازگر اليگو 500كل (Oligo 

dT18) ،1/0 ژن رو  ميكرومول آغازگر پسRNA  ريبوزومي
S18 ي از و آب عارRNase  ميكروليتر  11تا حجم نهايي

 70دقيقه در دماي  5مخلوط مورد نظر به مدت . انجام شد
 ،گراد حرارت داده شد و بلافاصله روي يخ درجه سانتي
 10رشته اول،  X5ميكروليتر بافر  4سپس . سرد گرديد

به عنوان  RNaseOUTواحد  DTT ،40مول  ميلي
به  dNTPمول  ميلي 5و  RNaseكننده فعاليت آنزيم  ممانعت

. ميكروليتر اضافه شد 11مخلوط آنزيمي تا حجم نهايي 
 42دقيقه در دماي  2مخلوط آنزيمي مورد نظر به مدت 

) واحد 200(سرانجام يك ميكروليتر . درجه نگهداري شد
شركت  III (SuperScript III) تآنزيم سوپراسكريپ

 42ي اينويتروژن به محلول اضافه شد و محلول در دما
درجه  70در دماي  و دقيقه تيمار شد 50درجه به مدت 

پس از رقيق . گرديددقيقه غيرفعال  15گراد به مدت  سانتي
مراز در  اي پلي ، واكنش زنجيرهساخته شده cDNAسازي 

در دستگاه  (Quantitative real-time PCR) زمان واقعي
از با استفاده  (Biorad) شركت بيوراد (iCycler) سايكر آي

 QuantiTect SYBR Green) تك سايبرگرين كيت كوانتي

kit)  شركت كايژن به عنوان رنگ فلورسنت براي
آغازگرهاي مرتبط به ژن . ي انجام شدگيري كم اندازه

هاي مربوط به  آغازگرو  يناز به عنوان ژن مورد بررسيتيك
 α1(TEF(آلفا  - 1ل ترجمه يفاكتور تطو يژنها

(Translation elongation factor 1 alpha-subunit) ژن ،
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 Reference) مرجع يژنهابه عنوان  18s-rRNAاكتين و ژن 

Gene) 3افزار اينترنتي پرايمر  با استفاده از نرم  
)http://www.embnet.sk/cgi-bin/primer3_www.cgi (

 20ساخته شده با رقت  cDNA). 1جدول (طراحي شد 
هر . گرديداستفاده  PCRبرابر به عنوان الگو براي واكنش 

 6/0ميكروليتر مخلوط سايبرگرين،  10شامل  PCRواكنش 
 10رو با غلظت  رو و پس ميكروليتر آغازگرهاي پيش

 RNase ،5/0ميكروليتر آب عاري از  3/3ميكرومول، 
مول  ميلي 5/0با غلظت  (Flourencein) ميكروليتر فلورسين

اي تكثير شرايط دمايي بر. الگو بود cDNAميكروليتر  5و 
PCR ،15  ثانيه  30چرخه  40درجه سپس  94دقيقه دماي

ثانيه  30درجه و  60ثانيه در دماي  30درجه،  94در دماي 
. درجه بود 4درجه و سپس نگهداري در دماي  72در دماي 

افزار  مقدار تكثير محصول در انتهاي هر چرخه توسط نرم
 10رقت سريهاي . گيري شد سايكلر شركت بيوراد اندازه آي

شامل حجم مساوي  cDNAهاي  برابري مخلوطي از نمونه
 PCRبراي ارزيابي بازده واكنش  cDNAاز هر نمونه 
 REST (Relative Expressionافزار  از نرم. استفاده گرديد

Software tools)  براي مقايسه تظاهر افتراقي ژن در
به دليل اين كه رنگ . هاي مختلف استفاده شد نمونه

ين علاوه بر محصولات تكثير شده اختصاصي با سايبرگر
 يا دايمرهايو محصولات حاصل از تكثير غير اختصاصي 

(Dimmers)  تجزيه منحني ذوب   يابد،نيز اتصال ميآغازگر
و وجود يا عدم وجود قطعات غير اختصاصي براي بررسي 

براي ترسيم . استفاده شد PCRواكنش در دايمرهاي آغازگر 
 94در دماي  PCRگرها، محصولات منحني ذوب آغاز

چرخه  110و سپس با  نددرجه به مدت يك دقيقه گرم شد
درجه و  40اي ادامه پيدا كرد كه نقطه شروع آن  ثانيه 10

  .درجه بود 5/0مقدار افزايش دما براي هر چرخه 

مورد استفاده براي آزمايش واكنش  s18ريبوزومي  RNAو  آلفا، اكتين -1توالي آغازگرهاي مربوط به ژنهاي كيتيناز، فاكتور تطويل ترجمه  -1جدول 
 مراز در زمان واقعي اي پلي زنجيره

  توالي  نوع ژن  شماره دسترسي  آغازگرنام 
 دماي

نواراندازه  %GC  ذوب 

Chi-F 
AB029936 5  كيتيناز'GTTTAAGACGGCGTTGTGGT3'58 50 

151 
Chi-R 5'ACCGTTGATGATGTTGGTGAT3'57  43  

TEF1α-F 
M90077 

فاكتور تطويل ترجمه 
  آلفا-1

5'GGTGATGCTGGCATAGTGAA3'58  50 
142 

TEF1α-R 5'GATGACACCAACAGCCACAG3'60 55 

ActinF 
DN551593 5  اكتين'GGAAAAGTGCAGAGAGACACG3'61 52 

150 
ActinR 5'TACAGTGTCTGGATCGGTGGT3'61  52  
18S-F 

AB029936 RNA   18ريبوزميs
5'CGGCTACCACATCCAAGGAA3'60 55 

148 
18S-R 5'GCTGGAATTACCGCGGCT3'58  61  

  

  نتايج و بحث
اي و گياه بالغ نشان  ارزيابيهاي فنوتيپي در مرحله گياهچه

مقاوم  يلاينهااي،  كوبي با زنگ زرد و قهوه مايهپس از  ،داد
RL6058 ،Avocet+Lr34/Yr18  وJupateco73 

+Lr34/Yr18 داراي تيپ آلودگي اي   در مرحله گياهچه

 ،ي مقاوملاينهاتمام  ،در مرحله گياه بالغاما . بودندحساس 
را نوك برگ   فنوتيپ سوختگيمتوسط و  يپ آلودگيت

ك اطراف ينكروت يهاهر چند مقدار لكه ،نشان دادند
ي مقاوم لاينهااز ساير كمتر  RL6058ن مقاوم يجوش در لا

 مقدار تراكم Lr34/Yr18 يمكان ژن يدارا ينهايدر لا. بود
و در   كم آنقاعده برگ تا نوك  سمت اسپور به تدريج از
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. به حداقل مقدار خود كاهش يافتمنطقه سوختگي برگ 
از ميان سه جفت لاين تقريباً ايزوژن كه در اين مطالعه 

با توجه به نوع واكنش و نيز مورد استفاده قرار گرفته بود، 
برداريهاي صورت  نمونهارزيابيهاي فنوتيپي صورت گرفته، 

به عنوان لاين حساس و لاين  Thatcherگرفته از ايزولاين 
RL6058 (Thatcher+Lr34/Yr18)  به عنوان لاين مقاوم

اين به دليل . گرديد RNAوارد مرحله آزمايشات استخراج 
ج يزوژن با نتايباً اين تقرين دو لاينوع واكنش ا اين بود كه

گر مقدار يو از طرف د )18( منطبق بود ين قبليمحقق
در اطراف جوش كمتر از جفت  يواكنش مرگ سلول

ن، ين دو لايگر انتخاب ايل دين دليهمچن. گر بوديد يلاينها

باً يتقر ينهايلا يبر رو  صورت گرفته يقبل قاتيتحقتعدد 
اين دو لاين تقريباً . بود RL6058و  Thatcherزوژن يا

در كانادا تهيه ) 1987(ايزوژن قبلاً توسط دايك و همكاران 
ي دفاعي به ژنهابه منظور بررسي نحوه پاسخ . )4( شده بود

ژن  آغازگرهاي ،اي آلودگي با بيمارگرهاي زنگ زرد و قهوه
شماره دسترسي  بابا استفاده از توالي اين ژن كيتيناز گندم 
AB029936 سايت  درNCBI ك بهينزد و بر اساس ناحيه 

 151كه قطعه  شد طراحي اين ژن mRNAتوالي  3َ  پايانه
محل قرارگيري آغازگرهاي . جفت بازي را تكثير نمود

  . مربوطه در شكل يك نشان داده شده است

  
مراز در زمان واقعي در توالي ژن كيتيناز گندم با شماره  اي پلي محل قرارگيري آغازگرهاي مورد استفاده براي انجام آزمايش واكنش زنجيره -1شكل 

  .ژن كيتيناز طراحي شده است 3َرو نزديك به دنباله رو و پيششود آغازگر پسهمان طور كه در شكل ملاحظه مي. AB029936دسترسي 
 Prي مهم رمزكننده ژنهاژن كيتيناز به عنوان يكي از 

گزارشات متعدد حاكي از واكنش شديد . باشد پروتئين مي
عمومي نسبت به طيف  ييك ژن دفاعاين ژن به عنوان 

 يمخصوصاً قارچهاي مختلف بيماريهااي از  گسترده
 در. )11و  10، 6( باشد در گياهان متفاوت ميزا يماريب

شروع  ،ييژنهابا بررسي نحوه تظاهر چنين توان  حقيقت مي
. و پايان فرآيند واكنش دفاعي گياه را شناسايي نمود

ح يانتخاب زمان صح در ،شناسايي مراحل مختلف دفاع گياه
دهنده  ي كليدي و انتقالژنهاجداسازي  يراب ينمونه بردار

گر با ياز طرف د. )2( كمك خواهد نمود (Signal) علائم
ن يناز به عنوان پروتئيتيل كياز قب ييهانحوه تظاهر ژن يبررس

ك ژن يواكنش  توان نوعيم يمرتبط به واكنش دفاع
نحوه افزايش . نمود يابيرا ارز ير نژاد اختصاصيمقاومت غ

دهد كه اين  يناز در مرحله گياه بالغ نشان ميتظاهر ژن كيت
ژن پس از حضور عامل بيمارگر به ميزان بسيار بالايي بيان 

ي مهم براي مقاومت به ژنهااين ژن يكي از  .شود مي
به طوري كه به سرعت سه روز  ،باشد قارچها در گياهان مي

زنگ زرد در مرحله گياه بالغ، سطح قارچ از آلودگي با پس 
. رسيدبرابر مقدار اوليه خود  50ن به بيش از تظاهر آ

نشان داده شده است، در  )الف( 2شكل همانطور كه در 
سطح تظاهر ژن كيتيناز  ،پس از آلودگي سه روزرقم مقاوم 

افزايش يافته برابر  15در رقم حساس تنها و برابر  52
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اما در رقم حساس در روز ششم سطح تظاهر ژن . است
در رقم مقاوم . ر مقدار اوليه رسيده استبراب 40كيتيناز به 

شش روز از گذشت سطح تظاهر ژن كيتيناز حتي پس از 
 كه بيانگراست  نداشته داري كاهش معنيبيماري زنگ زرد 

به  بنابراين .باشد ميفعاليت شديد ژن كيتيناز در رقم مقاوم 
آور  رسد پروتئين كيتيناز به عنوان يك فرآورده زيان نظر مي
اي  و تا مرحله شود ميچ زنگ زرد در گياه ساخته براي قار

بيان ژن  ،كند كه رشد قارچ در بافت مزوفيل ادامه پيدا مي
افزايش  ،در رقم حساس. شود مي حفظ ييدر سطح بالا
تر از  گذرا و از نظر ميزان تظاهر پايينخير، أبا تسطح تظاهر 

نشان ) ج( 2  همانطور كه در شكل . باشد رقم مقاوم مي
سطح بيان ژن افزايش  ،اي در مرحله گياهچهه شد است داد

گرديده شروع  ،با زنگ زردسه روز پس از آلودگي كيتيناز 
و به تدريج در روز ششم پس از آلودگي به بالاترين  است
تظاهر رسد  به نظر ميبنابراين . رسيده استخود  ميزان

گسترش ي براي فرصت ،تأخيري ژن كيتيناز به قارچ زنگ
در مرحله  ،با اين حال. آورد فراهم ميميزبان  درقارچ 
اي نيز مقدار تظاهر ژن كيتيناز در رقم مقاوم بالاتر  گياهچه

شود پتانسيل دفاع گياه از  تصور مي. باشد از رقم حساس مي
طريق ژن كيتيناز در رقم مقاوم بالاتر از رقم حساس 

 بنابراين اگر اين پتانسيل در زمان درست به كار. باشد مي
. شود مي) در مرحله گياه بالغ(گرفته شود موجب مقاومت 

اي نيز سطح تظاهر ژن  در مورد مقاومت به زنگ قهوه
افزايش يافته به تدريج پس از آلودگي كيتيناز از روز دوم 

 ،بالاترين ميزان خود رسيده استو در روز سوم به  است
در روز پنجم سطح بيان ژن كه در رقم حساس  در حالي
خير أت. )ب-2شكل ( ميزان خود را نشان داده است حداكثر

تواند به دليل ديرفعال شدن  بيان ژن در رقم حساس مي
توان  در مجموع مي. انتقال علائم حضور بيمارگر باشد

ژن كيتيناز از الگوي افزايش سطح تظاهر در روزهاي  گفت،
 اپرسوريوماوليه پس از شناسايي قارچ زنگ بعد از تشكيل 

اگر اين افزايش در سطح تظاهر ديرتر اتفاق . كند پيروي مي
باشد كه در حالت  دهنده تأخير واكنش دفاعي مي افتد، نشان
شود و در  اي منجر به حساسيت در هر دو رقم مي گياهچه

حساسيت را ايجاد  ،حالت بلوغ تنها در رقم حساس
ذكر اين نكته نيز ضروري است كه پتانسيل افزايش . كند مي

. باشد حساس مي رقمدر رقم مقاوم بالاتر از سطح تظاهر 
 يبيماريهاچنين نتايجي قبلاً توسط افراد مختلف براي 

گزارش شده ديگر گندم مثل سياهك و سفيدك پودري 
   .)18و  17( است

 
كوبي در ايزولاين مقاوم  بل از  مايهاي نسبت به زمان ق زرد  و قهوه  كوبي با زنگ پس از مايهكيتيناز تظاهر ژن   مقايسه مقدار افزايش كمي -2شكل 

اي در مرحله آلودگي با زنگ قهوه -آلودگي با زنگ زرد در مرحله گياه بالغ ب - الف. Thatcherو ايزولاين حساس  ThatcherLr34/Yr18تاچر
  ايآلودگي با زنگ زرد در مرحله گياهچه - گياه بالغ  ج
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رسد  مي به نظر ،با توجه به نتايج حاصل از بررسي اين ژن
ي نژاد ژنهانيز چون ساير  Lr34/Yr18مكان ژني 

كيتيناز براي افزايش توان  مثلپروتئينهايي  Prاز  ،اختصاصي
اگر اين فرضيه به اثبات برسد . استفاده نمايددفاعي گياه 

با  Lr34/Yr18شايد پاسخ به اين سوال كه آيا مكان ژني 
ي نژاد اژنهاستفاده از مكانيسم مشابه آنچه كه در مورد 

هولبرت و همكاران . تر شود دهد روشن اختصاصي رخ مي
افزايش تظاهر ژن  ريزآرايهبا استفاده از روش  )2007(

LTP (Lipid transfer protein)  را پس از آلودگي با زنگ
 يالگو يگر بررسياز طرف د. )31( زرد گزارش نمودند

 تظاهر ،ناز نشان داد كه در حالت مقاومتيتيژن ك يتظاهر
زنگ زرد  ين ژن در پاسخ به آلودگيالعاده اع و فوقيسر

 ير به آلودگياه حساس با تاخيگكه  يدر حال ،دهديرخ م
ن ژن در رقم يان ايزان بين ميهمچن. دهديمارگر پاسخ ميب

 ،گرياز طرف د. باشد يحساس كمتر از رقم مقاوم م
 يكيل ژنتيمشخص شد رقم مقاوم با وجود دارا بودن پتانس

در مرحله بلوغ، در مرحله  ير به موقع واكنش دفاعتظاه
د ياستفاده نما يكيل ژنتين پتانسيست از ايقادر ن يااهچهيگ

نكه يا. باشديه به رقم حساس ميو نوع واكنش آن شب
چگونه رقم مقاوم در مرحله بلوغ قادر است واكنش به 

-يم ينيبشيست، اما پيرا فعال كند مشخص ن يموقع دفاع
 يو مطالعه توال Lr34/Yr18 يمكان ژن يابييالشود با تو

ن گونه يبتوان به ا ،مرتبط ير ژنهاين ژن و سايانداز اراه

ن ياديگر پاسخ  بياما سوال مهم . داد يسوالات پاسخ مناسب
كه چگونه اين مكان ژني در مرحله بلوغ نسبت به است 

شايد . كند مقاومت ايجاد مي بيماريزاقارچهاي مختلف 
حل  سازي و جداسازي اين مكان ژني تنها راه همسانه

. ك چگونگي عمل اين مكان ژني باشدمانده براي در باقي
سفانه با وجود تلاشهاي موازي كه در كشورهاي أاما مت

سازي اين مكان ژني در حال  مختلف به منظور همسانه
انجام است، هنوز يكي از مشكلات جداسازي و 

وجود دانش كافي در عدم  ،سازي اين مكان ژني همسانه
در زيرا محققين . باشد ميي كانديد ژنهامورد معرفي 
دانند به  واقعاً نمي ،سازي اين مكان ژني راستاي همسانه

بنابراين با  ).17و  6( دنبال جداسازي چه نوع ژني هستند
دهنده به آلودگي از  پاسخ يژنهابررسي تعداد بيشتري از 

اطلاعات بيشتري توان  پروتئينهاي شناخته شده مي Prجمله 
اين بيماري و مجموعه  علايمانتقال  با چگونگيدر رابطه 

دست آورد كه از طريق ه يند دفاع گياه بآي دخيل در فرژنها
  . شود اين مكان ژني در ارقام مقاوم ايجاد مي

فريك و ساير  از همكاريهاي ميشل: تشكر و قدرداني
حقيقاتي سسه تؤپرسنل آزمايشگاه بيوتكنولوژي غلات م

تشكر  مين منابع مالي اين آزمايش ألتبريج كانادا در اجرا و ت
  . و قدرداني مي گردد
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The study of Chitinase gene expression during infection of wheat 
near isogenic lines carrying Lr34/Yr18 locus to stripe and leaf rust 

pathogens 
Soltanloo H.1, Ramezanpour S.S.1, and Gaudet D.3 

1 agronomy and plant breeding dept., University of Agricultural Sciences and Natural Resources; Gorgan, 
I.R.of IRAN 

2 Molecular Genetic Dept., Lethbridge Re search Centre, Agriculture and Agri-Food, Canada 

Abstract 
Leaf and stripe rust known as destructive disease of wheat word wide. One of the 
strategies to control these diseases is employing slow rusting gene which confers 
resistance in long period, different climate and against various fungi races. Through 
slow rusting genes have been introduced yet, Yr18/Lr34 is the most important locus 
because resistance derived is not broken down in most of the wheat growing areas. 
Indeed, Yr18//Lr34 locus confer resistance at least to six different pathogen including 
stripe rust, leaf rust, stem rust, powdery mildew, barley yellow dwarf virus as well as 
spot blotch of wheat. Chitinase belong to defense response cluster and is up-regulated 
post-inoculation of pathogen in the plant cells. Quantitative real-time PCR has been 
employed to study the expression profile of Chitinase post-inculcation of leaf and stripe 
rust at seedling and adult stages. Comparing of Chitinase expression profile against both 
pathogens has been revealed that the level of expression is increased more in resistant 
isoline rather than susceptible one at seedling and adult stage. The level of expression 
was increased 52 times relative to mock inoculation after 3 days of stripe rust 
inoculation at adult stage, whereas it was only 15 times more in susceptible isoline. 
Delay in expression of chitinase led to development of fungi mycelium in host cells of 
susceptible isoline. 

Keywords: Wheat, chitinase, Real-time PCR, Gene expression 
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