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   تحت آلودگی بلايتL3های پروتئين ريبوزومی  بررسی الگوی بياني ژن

  * فوزاريومی سنبله در گندم

  

  

TRANSCRIPTIONAL ANALYSIS OF RIBOSOMAL PROTEIN L3 
(RPL3) GENES UNDER INFECTION OF FUSARIUM HEAD  

BLIGHT IN WHEAT 
  
  

 
  ،۱ رمضانپور، ساناز۱حسن سلطانلو ،**۲امير موسوی، ۱حسام شعبانی

  ۳  و مهدی کلاته عربی۲فروغ سنجريان

  )۲۳/۹/۱۳۹۰:رشيخ پذي؛  تار۷/۲/۱۳۹۰: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك

. باشـد  های گندم آلوده مـی   در دانهFusarium graminearumترين سموم توليدشده توسط قارچ   يکی از مهم(DON)دی اکسی نيوالنول 

 در مخمـر باعـث      RPL3هـای    ای در اسيد آمينـه     بوده و تغييرات نقطه   ) (L3 RPL3بوزومی   پروتئين ري  S۶۰ زير واحد    DONجايگاه عمل   

هـای ارقـام حـساس و         نشان داده است که هيچ تفاوتی ميان اسيد آمينـه          RPL3هاي کدکننده    بررسي توالی . ايجاد مقاومت به آن شده است     

 و  Aانـواع    (RPL3های   تمالی ايجاد شده در سطوح رونوشت ژن      هدف اصلی از اين تحقيق، تشخيص تغييرات اح       . مقاوم گندم وجود ندارد   

B (زا و غيرآلـوده سـه رقـم    های آلوده به قارچ بيماری بدين منظور، از خوشه. تحت تنش بلايت فوزاريومي سنبله در گندم استSumai3 
،Frontanaهای زمانی يک، سه و هفت روز بعد از آلودگی، استخراج   و فلات در بازهRNAهای  آزمون . شد انجامRT-PCR نيمه کمی و 

ها بين ارقـام حـساس و مقـاوم انجـام      برای تشخيص تفاوت در سطح رونوشت اين ژن) B و Aانواع  (کمی همراه با آغازگرهای اختصاصی    

ت اوليه بعد    ساع ۲۴ و فلات طی     Sumai3دست آمده کاهش در سطح بيان ژن در گياه آلوده نسبت به غيرآلوده در ارقام                  اطلاعات به . گرفت

 Frontana در بازه زمـانی هفـت روز پـس از آلـودگی در رقـم                 RPL3Aاز طرفي، افزايش در سطح بيان ژن        . دهد  از آلودگی را نشان می    

  .تواند بيانگر نقش مشاركت اين پروتئين خاص در بروز مقاومت در رقم فوق باشد مي
  

  

   در زمان واقعيPCRنول، پروتئين ريبوزومی، بلايت فوزاريومی گندم، دی اکسی نيوال : يدي كل يها واژه

  

  
  

  عی گرگاني و منابع طبيه شده به دانشگاه علوم کشاورزي، اراارشد نگارنده اول نامه كارشناسي نابخشي از پاي :*

  m-amir@nigeb.ac.ir :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
  عی گرگاني و منابع طبي، دانشگاه علوم کشاورزيوتکنولوژياران اصلاح نباتات و بيارشد و استاد ي سابق کارشناسيب دانشجويبه ترت .١

  ، تهرانيست فناوريک و زي ژنتي مهندسيار پژوهشگاه مليار و استاديب دانشيبه ترت. ۲

  قات کشاورزی گرگانيستگاه تحقيمربی ا. ۳
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  مقدمه

يماری بلايـت فوزاريـومی سـنبله       ترين عامل قارچی ب    عمده

 Fusarium   گونـه )Fusarium Head Blight (FHB)(گنـدم 

graminearum کــسی ي ا مايکوتوکــسين د.اشــدب مــی

 ـ ) Deoxynivalenol (DON)(نيوالنول ايـن قـارچ    وسـيله   ه  که ب

) Trichothecene(هـاي  ني از دسـته تريکوتـس     ،شود توليد می 

 هـای  دانـه صرف که م) Bai et al. 2002 (باشد  میBنوع 

 آن آثار نامطلوبی بر سلامتی انسان و حيوانـات بـر            هآلوده ب 

يــک Chen et al. 2000 .( DON( گــذارد جــای مــی

 سـت کـه در    ها  يوکـاريوت ين در   ئکننده سنتز پـروت    ممانعت

 ـ        غيرفعـال زايي قارچ با      بيماري روند خير أ کـردن و يـا بـه ت

 باعـث   ،ههای مرتبط با مقاومت در گيا      انداختن بيان پروتئين  

  ).et al. 2000 Eudes( شود تشديد شدت بيماری می

 همواره به عنوان يكي     DONبنابراين ايجاد مقاومت به     

 FHBاز عوامل مهم مقاومت پيچيده و پلي ژني در مقابـل            

 مهـار سـنتز     ،هـا  مکانيسم عمل تريكوتسين  . باشد مطرح مي 

 S۶۰هــا بــا اتــصال بــه زيرواحــد  پــروتئين در يوكــاريوت

ــوزوم ــسفرازي اســت  ريب ــديل تران ــار فعاليــت پپتي ي و مه

(Cundliffe et al. 1974).  L3ين ئتــرين پــروت بــزرگ

ريبــوزومی اســت کــه نقــش اساســي در فعاليــت پپتيــديل 

. (Meskauskas et al. 2005) ترانسفرازي ريبـوزوم دارد 

هـاي   مطالعات انجام شده در طي غربـالگري جهـش يافتـه          

ــودرمين در    ــسين تريكــ ــه توكــ ــاوم بــ ــر مقــ مخمــ

Saccharomyces servisiae     منجر به معرفـي يـك الـل

 گشته اسـت  )L3) RPL3نيمه غالب از پروتئين ريبوزومي      

)Fried & Warner 1981; Schultz & Friesen 1983( .

اند کـه تغييـرات      هاي بعدي نشان داده    در عين حال، بررسي   

توانـد منجـر بـه         می RPL3ای    ای در توالی اسيد آمينه      نقطه

در دي اكـسي نيوالنـول      قاومت نسبت بـه توکـسين       بروز م 

 بـه قـسمت     DONمخمر و گياه از طريق ممانعت اتـصال         

 ;Harris & Gleddie 2001(هــدف پــروتئين بــشود 

Mitterbauer et al. 2004(.   هـاي    البتـه اسـتفاده از آلـل

 بـه طريـق وابـسته بـه         هـا عمـدتاً    جهش يافته در اين مـدل     

 ).Mitterbauer et al. 2004( بوده اسـت  DONمصرف 

از طرف ديگر، مطالعات انجـام گرفتـه در گنـدم حـاكي از              

بروز نوعي مقاومت ريبوزومي وابسته به ژنوتيپ در مقابـل          

FHB در رقم Frontana  بوده اسـت )Miller & Ewen 

1997; Miller & Arnison 1986 ( هـاي   و وجود نـسخه

ن  به عنوان يكي از دلايل بروز اي       RPL3جهش يافته از ژن     

ــت   ــده اس ــشنهاد ش ــت پي ــاير  RPL3. مقاوم ــد س  همانن

ها به شدت حفاظـت      هاي ريبوزومي در يوكاريوت    پروتئين

شده بوده و بر خلاف مخمـر كـه بـه وسـيله يـك ژن كـد                  

ــي ــسيس     م ــه آرابيدوپ ــالي از جمل ــان ع ــردد، در گياه گ

)Barakat et al. 2001(   بـرنج ،)Nishi et al. 1993; 

Mitterbauer 2001 (  و گنـدم)Lucyshyn et al. 2007( 

.  يافـت شـده اسـت      B و   Aبه شـكل دو ژن پـارالوگ        

هـای شـش     مطالعات انجام گرفته در طي مقايسه توالی      

cDNA    مربوط به RPL3      هـای نـوع A وB    در گنـدم 

بينـی    نان نشان داده است که هيچ تفاوتی در توالی پيش         

ای اين پـروتئين بـين ارقـام حـساس و             شده اسيد آمينه  

وجـود  ) بدون تـنش بيمـاري    (رايط طبيعي   مقاوم در ش  

  ).Lucyshyn et al. 2007؛ Sanjarian et al 2005 (ندارد 

از اين رو، شايد بتوان نقش اين پروتئين را بـدين صـورت             

توجيه کرد که ممکن است تغييراتی در سطح رونوشت و پـس            

دنبال اعمال آلودگی سـبب ايجـاد         برداری از اين ژن به      از نسخه 

 در ارقام مقـاوم از طريـق القـاء بيـان            DON به   مقاومت نسبت 

 بنـابراين در ايـن تحقيـق،        .هـای جهـش يافتـه شـود         پروتئين

ها قبل و پس از آلـودگی توسـط          بررسی نحوه بيان اين ژن    

درشـرايط مزرعـه در دو رقـم مقـاوم      F. graminearumقارچ 

  .و يك رقم حساس مد نظر قرار گرفت) با الگوي مقاومت متفاوت(
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  سیروش برر

  مواد گياهي

 ).Triticum aestivum L(در اين مطالعه ارقام مختلف از گندم نـان  

و )  مقـاوم  نـسبتاً  (Frontana،  )مقاوم (Sumai3های    به نام 

صورت جداگانه    هايی به   هر کدام در رديف   ) حساس(فلات  

 کـشت قات کشاورزی عراقی محله گرگان      يستگاه تحق يدر ا 

ي دو متـري بـا      هـا   كشت هر ژنوتيـپ روي رديـف      . شدند

ــرض  ــانتي۶۰ع ــه     س ــله بوت ــط و فاص ــر در دو خ  ۳۰مت

  .متر به صورت دستي انجام شد سانتي 

  

  زنی مصنوعی ارقام قارچ و مايه ون اسپوريه سوسپانسيته

 ـ جدا،اسپور ونيه سوسپانسيبرای ته  F. graminearum قـارچ  ةي

تهيه شده در گروه بيوتکنولوژی و اصلاح نباتـات دانـشگاه           

قـارچ  . رزی گرگان مورد اسـتفاده قـرار گرفـت        علوم کشاو 

  دکـستروز آگـار    زمينـی   سـيب ط کشت   يمورد نظر روی مح   

)Potato Dextrose Agar() PDA ()۲۰ % زمينی سيبعصاره ،

ــستروز% ۱ ــاتور  )دک ــشت شــد و درون انکوب ــه ۲۵ک  درج

 کـل   قارچک هفته   ي پس از حدود     . قرار داده شد   گراد انتیس

 گـرم پـودر کـاه گنـدم         ۵/۲. ط کشت را پوشـاند    يسطح مح 

 ۲۵۰هـای      گـرم پـودر کـاه جـو درون ارلـن           ۵/۲ همراه بـا  

ترآب به هر ارلن اضافه     يل  يلي م ۱۲۵و  شد  خته  يتری ر يل  يليم

نـار منتقـل    ير هـود لام   ي ـهـا بـه ز      پس از اتوکلاو، ارلن   . شد

غ ي ـ بـا اسـتفاده از ت        پتری  تشتک ط کشت درون  يمح. شدند

مربـع از   متـر  نتیک سـا ي ـخرد و بـه انـدازه   سترون جراحی  

هـا    درب ارلن . ها منتقل شد    ک از ارلن  ي به هر     کشت طيمح

 ۹۶هـا بـه مـدت         ومی پوشانده شـد و ارلـن      ينيل آلوم يبا فو 

 ــ ــاتور ش ــاعت روی انکوب ــای  يس ــا دم ــه ۲۵کردار ب  درج

. قـه قـرار داده شـدند      ي دور در دق   ۱۲۰گراد و سرعت      سانتی

 مينـار  لا ر هود يها در ز    ط درون ارلن  ي مح ، ساعت ۹۶پس از   

ط صـاف   ياز مح ـ .  صاف شد  سترونبا استفاده از پارچه ململ      

ره بود  يای ت   ون به رنگ قهوه   يک سوسپانس يصورت   شده که به  

 غلظــت ،تومتريســاری شــد و بــا اســتفاده از لام هميــگ نمونــه

تـر  يل  لـی يمهر  ها در     دیيون برحسب تعداد ماکروکن   يسوسپانس

 حـداکثر بـه   تـوان     ون مورد نظـر را مـی      يسوسپانس. ن شد ييتع

 ـ بـا ا   .خچال نگهداری کرد  يک هفته در    يمدت     ن وجـود در    ي

از   و ون تـازه قـارچ اسـتفاده شـد        يش، از سوسپانـس   ين آزما يا

ليتـر بـرای تلقـيح در مزرعـه           اسـپور در ميلـی     ۱×۱۰۵غلظت  

نکـه  يبـا توجـه بـه ا   ). Bernardo et al, 2007(استفاده شد 

 در  يـومي بلايـت فوزار  مـاری   يری گنـدم بـه ب     يپذ بي آس ةدور

 ـ است، در ا   ها به سنبله رفتن و باز شدن گلچه      طول مرحله    ن ي

ون اسـپور قـارچ   ي ارقام گندم با سوسپانـس زنی  مايه زي ن يبررس

F. graminearum اسـپور  ۱۰۵با غلظت  در همين مرحله و 

 ميکروليتـر   ۲۰به اين صـورت کـه        . انجام گرفت  تريل لیيدر م 

 درون گلچه ميانی    ميکروپيپت در هر سنبله    مايع تلقيح توسط  

  .)Bernardo et al. 2007 (ديگردتزريق 

  

  RNAها و استخراج  برداری از خوشه نمونه

های مـورد نظـر       برداری  زنی مصنوعی، نمونه    پس از انجام مايه   

بـرداری درسـت      بدين ترتيب که اولين نمونه    . صورت گرفت 

های غيرآلوده هر سه رقم انجـام گرفـت    زنی سنبله قبل از مايه 

ــه ــد     و ب ــه ش ــر گرفت ــفر در نظ ــان ص ــرل و زم ــوان کنت . عن

طور همزمـان      ساعت پس از آلودگی، به     ۲۴برداری دوم     نمونه

در هـر  ) شـاهد (های آلوده شده با اسپور و آب مقطر       از نمونه 

های بعـدی     برداری  به همين ترتيب نمونه   . رقم صورت گرفت  

لازم به ذکر اسـت     . پس از سه روز و هفت روز انجام گرفت        

 تکرار صورت گرفـت  ۳برداری در    ای دقت عمل، نمونه   که بر 

ــه    ــوگيری از تجزي ــرای جل ــود در بافــت،  RNAو ب  موج

هـا درون     هـا از گيـاه، نمونـه        بلافاصله بعد از جدا شدن سنبله     

 نيز توسـط کيـت      RNAاستخراج  . ازت مايع قرار داده شدند    
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RNX-PlusTM (Cinnagen, Tehran, Iran) طبــــق 

هـا،    نمونه تعيين غلظت برای   .ام شد دستورالعمل سازنده انج  

RNA           های استخراج شـده توسـط اسـپکتروفوتومتر و در 

سپس بـا   .  نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفتند     ۲۶۰طول موج   

 هـر نمونـه، بـه مقـدار مـساوی           RNAتوجه به ميزان غلظـت      

 AMV Reverse Transcriptase و آنزيم oligo dTتوسط 

  . گرديدcDNAاقدام به ساخت 

  

  ها احی آغازگرهای اختصاصی ژنطر

) B و   RPL3) Aهـاي    هـای مربـوط بـه ژن        از آنجا که تـوالي    

باشند، برای طراحی آغازگرهای      هاي زيادی می   دارای شباهت 

هـا کـه بـا     اختصاصی مربوط به هر کدام، در ابتدا ايـن تـوالی       

ــماره ــی   ش ــای دسترس  در AY347527-AY347536ه

 انـــــد، توســـــط  ثبـــــت گرديـــــدهNCBIبانـــــک ژن 

ــرم ــای نـ و MegAlign   (DNASTAR, Inc.)افزارهـ

Genedoc) Bio-soft (     ها   همرديف شدند تا نواحي از توالی

 که کمترين شباهت را نسبت بـه        برای طراحی انتخاب شوند   

اطلاعات مربوط به آغازگرهاي اختصاصي     . هم داشته باشند  

بـا   (Tubulinها به همـراه آغازگرهـاي ژن كنتـرل           اين ژن 

ه گرديـده   ئ ارا ۱جدول  در   )TAU76895 شماره دسترسی 

  .است

  

  کمی  نيمهRT-PCRآزمايشات 

cDNA         های سنتزشـده بـرای انجـام PCR      بـا دو جفـت 

 RPL3A  ،RPL3Bهای    آغازگر اختصاصی جهت تکثير ژن    

اسـتفاده   Tubulinچنين آغازگرهـای مربـوط بـه ژن          و هم 

  نيمه کمـی،   PCRها در   cDNA از   منظور استفاده   به .گرديد

مـساوي  متناسـب و تـا حـد امکـان        هاي    بايد رقت  ها نمونه

 cDNA از هـر     ،براي رسيدن بـه ايـن هـدف       . داشته باشند 

 تهيــه گرديــد و نهايتــاً ۰۱/۰ و۰۵/۰، ۱/۰، ۵/۰هــاي  رقــت

 ي رقيق شـده بـا       cDNA های   نمونه تمامیاز  جهت تأييد،   

جهـت  . انجام شد  PCRواکنش   ،Tubulin  ژن آغازگرهاي

 بـراي   RT-PCRکمـی، واکـنش      ههـای نيم ـ   انجام آزمايش 

 بـا   Tubulinدار    به انضمام ژن خانه    B و   RPL3 Aهای   ژن

آغازگرهای اختصاصی مربوطه به طور همزمان انجام شد و         

مورد بررسي و مقايسه    % ۱محصول حاصله روی ژل آگارز      

  .قرار گرفت

  

   کمیRT-PCRهای  آزمايش

) Real-Time PCR( در زمـان واقعـی   PCRهای  آزمايش

به .  انجام گرديدSYBR Greenوسيله رنگيزه فلورسنت  به

اين منظور، از دو جفـت آغـازگر اختـصاصی ديگـر بـراي              

RPL3A   وRPL3B   در ايـن آزمـايش از ژن       .  استفاده شـد

بـراي  ) AB181991با شـماره دسترسـی       (Actinدار    خانه

 .)۲جـدول   (هاي آزمايش اسـتفاده گرديـد         سازي داده   نرمال

افـزار    دست آوردن اعـداد در نـرم        و به پس از بررسي نتايج     

iQ5ــرم ــزار  ، از ن ) REST) Bio-Rad Laboratoriesاف

هـاي    جهت محاسبه مقادير افزايش يا كاهش ميزان بيان ژن        

در ايـن   . مورد بررسي در تيمارهاي مختلـف اسـتفاده شـد         

هـا    افزار از فرمول زير جهت محاسبه نـسبت تظـاهر ژن            نرم

  .شود استفاده مي

Ratio= (Etarget)∆CT target(Control-Sample)/ (Eref) ∆CP 

reft(Control-Sample) 

براســاس ايــن فرمــول نــسبت تظــاهر ژن هــدف براســاس 

و تفـاوت   ) E(مـراز     اي پلـي    راندمان تكثير واكنش زنجيـره    

نمونه ناشناخته نسبت بـه شـاهد محاسـبه         ) ∆(نقطه تقاطع   

 از  به همين دليل است كه كنترل رانـدمان واكـنش         . شود  مي

اهميت بالايي برخوردار اسـت و در صـورتي كـه رانـدمان             

 را  ۲افـزار عـدد       هاي غلظت محاسبه نشود نرم      توسط سري 

  .جايگزين خواهد نمود
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دار در  عنوان ژن خانه  بهTubulinو آغازگرهای ژن B  وA نوع RPL3های   توالی آغازگرهای مورد استفاده جهت بررسي بيان ژن.۱جدول 

  کمی ای نيمهه انجام آزمايش

Table 1. Sequence of the primers used for expression analysis of RPL3 genes (A and B types) and the primers of 
Tubulin housekeeping gene in semi-quantitative experiments 

طول محصول 

  )bp(واكنش

 Tmدماي 

  )درجه سانتی گراد(

  توالي

5' 3'  
  نام آغازگر

۶۱  ACCCACAGGGGTCTCCGAA  
RPL3A 

Fw ۶۷۰  
۶۳  GTCTCACGAGGCCTGCACT  RPL3A Re  

۶۰  CCATTGTTGAGACACCCCCGA  RPL3B Fw 
۶۷۰  

۵۹  AGAGGTCTTCGCAAGGTTGC  RPL3B Re  

۶۰  GCTTTCAACAACTTCTTCAG  
Tubulin 

Fw  ۶۸۰  
۶۲  GGGGCGTAGGAGGAAAGC  Tubulin Re 

  

   در زمان واقعيPCRاستفاده در آزمايشات  مشخصات مربوط به آغازگرهاي مورد .۲جدول 

Table 2. Characteristics of the primers used in Real-time PCR experiments 
طول محصول 

  )bp(واكنش

 Tmدماي 

  )گراد درجه سانتی(

  توالي

5' 3'  
  نام آغازگر

۶۱  AGTGCAGGCCTCGTGAGAC  
RPL3A 

Fw2 ۱۳۰  
۶۳  CTCAGTAGAGGCATCATGAGTT 

RPL3A 
Re2  

۶۰  ACCCACAGGGGTCTCCGAA  
RPL3B 

Fw2  ۱۳۰  
۵۹  CCATTGTTGAGACACCCCCGA  

RPL3B 
Re2  

۵۸  TGGCTCTATTTTGGCCTCTC  Actin Fw 
۱۲۲  

۶۰  AGTCCCCTTCACCGACTCTT  Actin Re  

  

  نتايج

های نوکلئوتيدی و طراحی آغازگرهـای        همرديفی توالی 

   اختصاصی

 دارای B وA نوع RPL3  پارالوگ  از آنجا که توالی دو ژن

بيشترين تـشابه   (باشند    شباهت زيادی نسبت به يکديگر می     

 ۹/۸۷ درصـد و کمتـرين تـشابه بـا           ۷/۸۸ با   B1 و   A3بين  

 ، )Sanjarian et al. 2005)( وجـود دارد B3 و A3درصد بـين  

که آغازگرهاي بكار رفته جهت تکثير اين         بنابراين برای اين    

نماينــد، طــور اختــصاصی عمــل  دو ژن تــا حــد امكــان بــه

هـا بـرای مـشخص شـدن نقـاط دارای           همرديفی اين توالی  

افزارهای  اين کار توسط نرم .بيشترين اختلاف ضروری بود

بـه ايـن صـورت کـه      .  انجام گرفت  DNAهای   آناليز توالی 

 بـا ژن    A3 و   A1  ،A2 نوع   cDNA RPL3های    ابتدا توالی 

RPL3 نوع B1 ،B2 و  B3     همرديـف شـدند و سـپس بـا 
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 نـواحي دارای    GeneDocافـزار    هـا بـه نـرم       دادهانتقال اين   

ــد   ــشخص گرديدن ــكل (اخــتلاف م ــاط دارای . )۱ش از نق

برای طراحـی   ) 3خصوص در نواحی َ   ه  ب(بيشترين اختلاف   

  . استفاده شدOligoافزار  آغازگرهاي اختصاصي توسط نرم

  

  cDNA و ساخت RNAاستخراج 

 ل ک ـ RNAها،    های گندم و ايجاد سنبله      پس از کشت نمونه   

های زمانی تعيين شده استخراج و جهت تأييـد           در محدوده 

 الکتروفـورز و جـذب      ۱%کيفيت و کميت آن در ژل آگارز        

بانــدهاي . دســت آمــده  نــانومتر بــ۲۶۰آن در طــول مــوج 

rRNA   آميـزي روی ژل مـشاهده گرديـد کـه             پس از رنگ

 اسـتخراج   RNA. دسـت آمـده بـود        به RNAيد صحت   ؤم

 به کار cDNAبی گندم در ساخت   شده از سنبله ارقام انتخا    

کمـی   های نيمه  از آنجا که هدف نهايي، انجام آزمايش      . رفت

و کمی بود بنابراين ضرورت داشت تـا مقـادير يکـسان از              

RNA   ها برای ساخت       برای تمام نمونهcDNA کار رود    به .

ها بـا اسـپکتروفوتومتر      RNAبه اين منظور، غلظت نهايی      

حاسبه شد، و بـرای سـاخت       م)  نانومتر ۲۶۰در طول موج    (

cDNA ميكروگرم از ۵ هر نمونه RNAکار رفت  به.  

  

  RPL3های  ای بيان ژن های مقايسه آزمايش

cDNA هــای ســنتز شــده ازRNAهــای آلــوده و   خوشــه

، در سـه    Frontana و Sumai3غيرآلوده ارقام گندم فلات،     

ــا    ــودگی، ب ــه و هفــت روز پــس آل ــک، س ــانی ي ــازه زم ب

چنـين    و هـم   B و   A نـوع    RPL3آغازگرهای اختـصاصی    

 همزمان و با يـک مقـدار        Tubulinآغازگرهای عمومی ژن    

هـای   آزمـايش . کـار گرفتـه شـدند        به RT-PCRدر آزمون   

 در  Tubulin و   RPL3Aکمی با استفاده از آغازگرهای       نيمه

های آلوده نسبت    داری در نمونه    کاهش معنی  Sumai3رقم  

ی را نـشان دادنـد      به شاهد در زمان يک روز بعد از آلـودگ         

حالي كه، سـه روز بعـد از آلـودگی افـزايش بيـان ژن و                 در

هفــت روز پــس از آلــودگی کــاهش مجــدد بيــان ايــن ژن 

هـای کمـی بـا       در آزمـايش  . )A-۲شـکل   (مشاهده گرديد   

هـای گـروه      در زمان واقعي نيز کاهش بيان ژن       PCRروش  

A   ی های زمـان    ساعت ابتدايی مشاهده گرديد اما در بازه       ۲۴ در

. )B-۲شــکل (دار نبودنــد  ســه و هفــت روز اختلافــات معنــی

کمی  های نيمه   در رقم فرونتانا در آزمايش     RPL3Aهاي   ژن

های آلوده نسبت به شـاهد در        کاهش مختصري را در نمونه    

دنبال ه  زمان يک روز بعد از آلودگی از خود نشان دادند و ب           

ه آن افزايش بيان اين ژن هفت روز پس از آلودگی مـشاهد           

 در  PCRآزمايـشات كمـي بـا روش        . )A-۳شکل  (گرديد  

زمان واقعي نيز افزايش بيان ژن در روز هفتم را تاييد کـرد             

ــا آغازگرهــای  هــای نيمــه آزمــايش. )B-۳شــكل ( کمــی ب

RPL3B   و Tubulin    در رقم Sumai3   داری  معنی، افزايش

هاي يک و سه     های آلوده نسبت به شاهد در زمان       را در نمونه  

هـاي    کـه داده   ،)A-۴شـکل   (روز بعد از آلودگی نشان دادند       

ييـد نمـود    أدست آمده از روش كمي نيز ايـن نتـايج را ت            به

ــا آغازگرهــای  هــای نيمــه آزمــايش. )B-۴شــكل ( کمــی ب

RPL3B   و Tubulin        هـای    در رقم فلات کـاهش بيـان ژن

 )A-۵شکل ( ساعت پس از آلودگی نشان داد ۲۴ را Bنوع 

نتـايج   .)B-۵شـكل   (کرد   ييد مي أنتايج کمی نيز آن را ت     که  

هـا در سـاير حـالات        دست آمده از بررسي بيان ايـن ژن       ه  ب

هـاي   داد كه در اينجـا داده      داري را نشان نمي    تغييرات معني 

  .اند ه نگرديدهئمربوطه ارا

  

  بحث

هـاي اخيـر باعـث از        بيماری بلايت فوزاريومی سنبله در طی سال      

ت گندم و ساير غلات دانه ريـز در بـسياری از            بين رفتن محصولا  

 ,Parry et al. 1995, Harris et al. 1999)نقــاط دنيــا 

Burstmayr et al. 2003, Guihong et al. 2004)  و  
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نـواحي سـفيد رنـگ، نوكلئوتيـدهاي داراي         .  گنـدم  B و   A نـوع    RPL3هاي ژن     مربوط به همولوگ   cDNAهای    همرديفی توالی  .۱شکل  

و قرمـز  ) كمـي  هـای نيمـه   براي آزمايش(هاي سبز  كار رفته جهت آغازگرهاي مستقيم به رنگ       هاي به  توالي. دهند ف را نشان مي   اختلا

  اند كار رفته براي آغازگرهاي معكوس به رنگ آبي نشان داده شده ههاي ب و توالي)  در زمان واقعيPCRهای  براي آزمايش(

Fig. 1. cDNA alignment of A- and B-type RPL3 homeologs of wheat. Differences in nucleotides are shown in 
white boxes. Sequences used in forward primers are shown in green (for semi-quantitative experiments) 
and red (for real-time experiments), and sequences used in reverse primers are shown in blue 

  

ــران  ــه اي  Mousavi Jofr 2003 Babadoost(ازجمل

1995, Golzar 1993, Foroutan et al. 1993 (  شـده

هـا از    قارچ عامل بيمـاري انـواع مختلفـی از ميکوتوکـسين          . است

هـای   ها متابوليت  تريکوتسين. کند ها را توليد می    جمله تريکوتسين 

و وسـعت کلـونيزه     زايـی    ای هستند که باعث تشديد بيماري      ثانويه

 ـ  شـوند  شدن قارچ می   دهنـده شـدت     عنـوان عامـل افـزايش     ه  و ب

  .(Mesterhazy 1995) کنند زايی عمل می بيماري

، کـاهش   FHBيکی از راهکارهای کنتـرل شـدت بيمـاری          

رابطه مستقيمی بـين    . ها در گياه آلوده است     تجمع تريکوتسين 

اری ها در دانه با مقاومت بـه بيم ـ        کاهش تجمع مايکوتوکسين  

. (Ruckenbauer et al. 2001)در مزرعه ديده شـده اسـت   

علاوه بر ايـن، آلـودگی محـصولات غـلات دانـه ريـز بـا                

ها در به خطر انداختن سلامت غذايی انـسان          مايکوتوکسين

   و اجتنـاب از  (Di et al. 2010)و دام نقـش زيـادی دارد   
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 در Fusarium graminearumهاي زماني يک، سه و هفت روز پس از آلـودگي توسـط قـارچ      در بازهRPL3A تغييرات بيان ژن .۲شکل

هـای   چاهـک  (tubulinو ژن ) ۷تـا ۱های  چاهک(كمي با توجه به قطعات ژن هدف  نتايج حاصل از بررسي نيمه) Sumai3 A. رقم

: ۱۰و۳هـای     نمونه آلوده يک روز پس از آلـودگی، چاهـک          :۹و۲های    نمونه کنترل قبل از آلودگی، چاهک     : ۸و۱هاي چاهک). ۱۴تا۸

نمونه آلـوده بـا   : ۱۲و۵های  نمونه آلوده سه روز پس از آلودگی، چاهک    : ۱۱و۴های   روز پس از آلودگی، چاهک    ۱نمونه آلوده با آب     

نه آلـوده بـا آب      نمو: ۱۴و۷های   نمونه آلوده هفت روز پس از آلودگی، چاهک       : ۱۳ و ۶های   آلودگی، چاهک آب سه روز پس از      

 نتايج حاصل از مقايسه الگوی بيـان ژن از طريـق روش كمـي    )M: Mix Ladder (Fermentas) .Bهفت روز پس از آلودگی،

PCRدر زمان واقعي   

Fig. 2. Expression changes of RPL3A in Sumai3 during 1, 3 and 7 days after infection by Fusarium graminearum. 
A) Results obtained from semi-quantitative analysis with respect to the target gene (lanes 1-7) and tubulin 
gene (lanes 8-14); 1 and 8: uninfected samples, 2 and 9: inoculated samples 1 day after infection, 3 and 10: 
mock-inoculated samples 1 day after infection, 4 and 11: inoculated samples 3 days after infection, 5 and 
12: mock-inoculated samples 3 days after infection, 6 and 13: inoculated samples 7 days after infection, 7 
and 14: mock-inoculated samples 7 days after infection, M: Mix Ladder (Fermentas). B) Results obtained 
from expression profile analysis by real-time PCR 

  

ثری در تهيـه    ؤآلودگی مواد غذايی با اين ترکيبـات گـام م ـ         

هـای موجـود بـرای        مکانيـسم  .غذای سالم در جامعه است    

هـا بـه سـه دسـته عمـده تقـسيم             مقاومت بـه تريکوتـسين    

شوند كه شامل خارج کردن مواد سـمي توسـط نـاقلين             می

زدايی  سم، (Miterbauer & Adam 2002)پلاسمی سيتو

 .Alexauder et al)هاي استيل  از توکسين با افزودن گروه

 و Poppenberger et al. 2003)يـا گليکوزيـل    (2000

  هــدف ســلولی توکــسين بــه پــروتئينجلــوگيری از اتــصال 

680 bp 
670 bp 

A 

B
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 Fusarium graminearumهاي زماني يک، سه و هفت روز پس از آلودگي توسط قارچ  بازه در RPL3A الگوی تغييرات بيان ژن .۳شکل

و ) ۷ تـا  ۱هـای   چاهک(كمي بيان ژن با توجه به قطعات تكثير شده ژن هدف  نتايج حاصل از بررسي نيمه) Frontana A. در رقم 

نمونه آلـوده يـک روز پـس از         : ۹و۲های    گی، چاهک نمونه کنترل قبل از آلود    : ۸و  ۱هاي   چاهک). ۱۴ تا ۸های   چاهک (tubulinژن  

نمونه آلوده سـه روز پـس از آلـودگی،          : ۱۱و۴های   نمونه آلوده با آب يک روز پس از آلودگی، چاهک         : ۱۰و۳های   آلودگی، چاهک 

، نمونـه آلـوده هفـت روز پـس از آلـودگی           : ۱۳ و ۶هـای    نمونه آلوده با آب سه روز پس از آلـودگی، چاهـک           : ۱۲ و ۵های   چاهک

نتـايج حاصـل از مقايـسه    ) M: Mix Ladder (Fermentas) .B نمونه آلوده با آب هفت روز پس از آلودگی،: ۱۴و۷های  چاهک

   در زمان واقعيPCRالگوی بيان ژن از طريق روش كمي 

Fig. 3. Expression changes of RPL3A in Frontana during 1, 3 and 7 days after infection by Fusarium 
graminearum. A) Results obtained from semi-quantitative analysis with respect to the target gene (lanes 1-7) 
and tubulin gene (lanes 8-14); 1 and 8: uninfected samples, 2 and 9: inoculated samples 1 day after 
infection, 3 and 10: mock-inoculated samples 1 day after infection, 4 and 11: inoculated samples 3 days 
after infection, 5 and 12: mock-inoculated samples 3 days after infection, 6 and 13: inoculated samples 7 
days after infection, 7 and 14: mock-inoculated samples 7 days after infection, M: Mix Ladder 
(Fermentas). B) Results obtained from expression profile analysis by real-time PCR 

 

توانــد از طريــق تغييــر در  اســت کــه مــی RPL3يعنــی 

افـزايش بيـان آن    و يا (Harris et al. 1999)ساختمان 

(Di et al. 2010)ــرد ــای  ژن.  صــورت گي  RPL3ه

ات خــصوصيموجــود در گنــدم نــان شناســايی و تعيــين 

با توجه به هگزاپلوئيد بودن اين گيـاه و حـضور           . اند شده

ــارالوگ  ــه در   B و Aدو ژن پ ــوگ ک ــش ژن هميول ، ش

شـوند   بنـدی مـی    تقـسيم RPL3B و  RPL3A دوگـروه 

کننـد   وجود داشته كه پنج پـروتئين متفـاوت را کـد مـی            

(Lucyshyn et al. 2007).     در ايـن بررسـی، سـنجش

    هـر کـدام  Bو RPL3  Aکمی بيان ژن با دو جفت آغازگر 

680 bp 670 bp 

B 

A 
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در  Fusarium graminearumهاي زماني يک، سه و هفت روز پس از آلودگي توسط قارچ   در بازهRPL3Bالگوی تغييرات بيان ژن  .۴شکل 

 جفـت  ۶۷۰بـه طـول   كمي بيان ژن بـا توجـه بـه قطعـات تكثيـر شـده ژن هـدف         نتايج حاصل از بررسي نيمه) Sumai3 A. رقم

نمونـه کنتـرل قبـل از       : ۸و۱هـاي  چاهـک ). ۱۴ تـا  ۸های شماره    چاهک( جفت باز  ۶۸۰ به طول    tubulinو ژن   ) ۷تا۱های   چاهک(باز

نمونه آلوده با آب يـک روز پـس از آلـودگی،            : ۱۰ و ۳های   نمونه آلوده يک روز پس از آلودگی، چاهک       : ۹و۲های    آلودگی، چاهک 

نمونه آلـوده بـا آب سـه روز پـس از آلـودگی،              : ۱۲ و ۵های   وده سه روز پس از آلودگی، چاهک      نمونه آل : ۱۱ و ۴های   چاهک

 نمونه آلوده با آب هفت روز پـس از آلـودگی،           : ۱۴ و ۷های   نمونه آلوده هفت روز پس از آلودگی، چاهک       : ۱۳ و ۶های   چاهک

M: Mix Ladder (Fermentas) B(يق روش كمي  نتايج حاصل از مقايسه الگوی بيان ژن از طرPCRدر زمان واقعي   

Fig. 4. Expression changes of RPL3B in Sumai3 during 1, 3 and 7 days after infection by Fusarium graminearum. 
A) Results obtained from semi-quantitative analysis with respect to the target gene (lanes 1-7) and tubulin 
gene (lanes 8-14); 1 and 8: uninfected samples, 2 and 9: inoculated samples 1 day after infection, 3 and 10: 
mock-inoculated samples 1 day after infection, 4 and 11: inoculated samples 3 days after infection, 5 and 
12: mock-inoculated samples 3 days after infection, 6 and 13: inoculated samples 7 days after infection, 7 
and 14: mock-inoculated samples 7 days after infection, M: Mix Ladder (Fermentas). B) Results obtained 
from expression profile analysis by real-time PCR 

 

. فـت  صـورت گر   Tubulinطور جداگانه در قياس با ژن        به

 اين بوده است که اين ژن بـه         Tubulinدليل استفاده از ژن     

شـود بنـابراين بيـان آن در         ها بيـان مـی     طور دايم در سلول   

لـذا،  . کنـد   تغييری نمی  شرايط تنش و بيماری مذكور اصولاً     

چنـين بانـدهای ايجـاد شـده بـا       از آن به عنوان شاهد و هم      

 در توانــد هـای زمـانی مـی    شـفافيت يکـسان در همـه بــازه   

 برای  .های هدف به كار بسته شود      تشخيص تفاوت بيان ژن   

  اي  هـا از شـرايط آلـودگی مزرعـه         بررسی الگـوی بيـان ژن     

680 bp 670 bp 

B 

A 

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

  ...های پروتئين ريبوزومی بررسی الگوی بياني ژن:  و همکارانشعبانی

۳۵  

  

  

 Fusarium graminearumهاي زماني يک، سه و هفت روز پس از آلودگي توسط قارچ   در بازهRPL3B الگوی تغييرات بيان ژن .۵شکل

و ژن ) ۷تـا ۱هـای   چاهـک (كمي بيان ژن با توجه به قطعات تكثير شـده ژن هـدف    نتايج حاصل از بررسي نيمه) A . فلاتدر رقم 

tubulin) نمونه آلوده يـک روز پـس از        : ۹و۲های    نمونه کنترل قبل از آلودگی، چاهک     : ۸و۱هاي چاهک). ۱۴ تا ۸ شماره   های  چاهک

نمونه آلوده سه روز پـس از آلـودگی،         : ۱۱ و ۴ های  چاهکيک روز پس از آلودگی،      نمونه آلوده با آب     : ۱۰ و ۳ های  چاهکآلودگی،  

نمونـه آلـوده هفـت روز پـس از آلـودگی،            : ۱۳ و ۶ هـای   چاهـک نمونه آلوده با آب سه روز پس از آلـودگی،           : ۱۲ و ۵ های  چاهک

نتايج حاصـل از مقايـسه   ) M: Mix Ladder (Fermentas) .B نمونه آلوده با آب هفت روز پس از آلودگی، : ۱۴ و۷ های چاهک

   در زمان واقعيPCRالگوی بيان ژن از طريق روش كمي 

Fig. 5. Expression changes of RPL3B in Falat during 1, 3 and 7 days after infection by Fusarium graminearum. 
A) Results obtained from semi-quantitative analysis with respect to the target gene (lanes 1-7) and tubulin 
gene (lanes 8-14); 1 and 8: uninfected samples, 2 and 9: inoculated samples 1 day after infection, 3 and 10: 
mock-inoculated samples 1 day after infection, 4 and 11: inoculated samples 3 days after infection, 5 and 
12: mock-inoculated samples 3 days after infection, 6 and 13: inoculated samples 7 days after infection, 7 
and 14: mock-inoculated samples 7 days after infection, M: Mix Ladder (Fermentas). B) Results obtained 
from expression profile analysis by real-time PCR 

 

استفاده به عمل آمد كه با توجه به مـشاركت كليـه عوامـل              

كننـده   كننده توسط پاتوژن و برهم كنش      زا و تحريك   بيماري

تـر   تواند بروز طيف دقيق    با عوامل محيطي، در نوع خود مي      

بـراي  . هاي تدافعي را دربر داشته باشد  تري از پاسخ   و جامع 

کمـی   نيمههاي مربوطه، از دو روش       ارزيابي نحوه پاسخ ژن   

در زمـان واقعـي اسـتفاده شـد کـه در       PCRو روش کمی   

دسـت   هـاي بـه    هاي جزئي بـين داده     برخی از موارد تفاوت   

از آنجـا کـه     . کمی و کمی وجود داشـت      آمده از روش نيمه   

670 bp 
680 bp 
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حساسيت و دقـت روش کمـی بـه كـار رفتـه بـسيار بـالا                 

هـاي   باشد، جهت تفسير نتايج در برخي حـالات از داده          مي

 در  .ين روش بـه عنـوان معيـار اسـتفاده گرديـد           حاصل از ا  

هـای    در رقـم  RPL3Aهای ژنمطالعه حاضر، افزايش بيان 

و فرونتانا در روزهای اول تا هفتم پـس از           Sumai3 مقاوم

شود، اما در رقـم حـساس فـلات ايـن            آلودگی مشاهده می  

هـای   الگوی افزايش بيان در رقم    . شود افزايش مشاهده نمی  

 کـه   Sumai3در رقـم    . متفـاوت اسـت   مقاوم نيـز بـا هـم        

مقاومـت در   (۲مقاومت آن در برابر بيماری مقاومـت نـوع       

ارزيـابی شـده اسـت    ) برابر پخش علايم در سنبله گنـدم      

(Bai & Shaner 2004) ،     افـزايش بيـان ايـن گـروه از 

) ها يعنی قبل از توليد تريکوتسين    (ها در روز اول آلودگی       ژن

در رقـم فرونتانـا کـه دخالـت          در صورتی که     .افتد اتفاق می 

ييـد قـرار    أمـورد ت   FHBريبوزوم در مقاومت آن نسبت به       

مقاومـت بـه تـأثير       ( ۵گرفته است و دارای مقاومت نـوع        

، افـزايش  (Bai & Shaner 2004)اسـت  ) هـا  تريکوتسين

 .دار است بيان در روز هفتم آلودگی معنی

 نيز مشخص کرد که تنها رقمی       RPL3Bهای   مطالعه ژن 

دهـد نيـز    کاهش بيان ناشی از تنش بيماری را نشان نمي        که  

توان نتيجـه گرفـت کـه گرچـه          بنابراين می . رقم فرونتاناست 

در ارقام مقاوم و حساس گنـدم        L3توالي پروتئين ريبوزومی    

 و (Lucyshyn et al. 2007)انـد   با هم تفاوتی نـشان نـداده  

ساختار اين پروتئين در طی تکامل به شـدت حفـظ شـده،             

کننده نبوده و تغيير      تعيين FHBي اين امر در مقاومت به       ول

تواند نقش كليدي در مقاومت   در مقدار بيان يكي از آنها مي      

 .های توليـدی قـارچ را داشـته باشـد          در برابر ميکوتوکسين  

های مختلف  های متعددی در مورد تغيير در بيان ژن      گزارش

از . داردگياه بر اثر بيماری بلايت فوزاريومی گنـدم وجـود           

های دخيل در مقاومت گيـاه       توان به ژن   جمله اين موارد می   

 PR2هـای   در ارقام متحمل گندم، ژن. به بيمارگر را نام برد 

 PR-4 و PR-5هـای   و ژن PR-3 ( Li et al. 2001)و 

(Pritsch et al. 2000)  ــارگر ــا بيم ــه ب    در مقابل

F. graminearum   نسبت به ارقام حساس افـزايش بيـان 

چنـين، تجمـع ليگنـين در ديـواره          هم. اند ری داشته بيشت

کـه در    ارقام متحمل افزايش ناگهانی داشته در صـورتي       

 ـ     يابـد  طـور نامحـسوس افـزايش مـی       ه  ارقام حـساس ب

(Kang & Buchenaure 2000) .هــای ديگــری بــا  ژن

اند کـه بيـان آنهـا در         عملکردهای متفاوت نيز گزارش شده    

ر ارقـام متحمـل افـزايش       طی مراحل آلودگی با اين قارچ د      

توان بـه گلوتـاتيون ترانـسفراز،        يابد که از جمله آنها می      می

ينـد  آدخيل در فر ( P450   تيواستراز ويا سيتوکرومcoAاسيل 

مرتبط بـه مـسير پيـام     ( 3-3-14و ژن پروتئين شبه    ) زدايی سم

 ايــن .(Hill-Ambroz et al. 2006)اشــاره کــرد ) رســانی

مستدلی در مورد تغيير در الگوی      حالی است که گزارش      در

های پروتئين ريبوزومی گياه در اثر بيماری مـذکور          بيان ژن 

  بـر روی  گرفتـه  در مطالعـات صـورت     .باشـد  موجود نمـي  

 EST    بـا   هايی کـه احتمـالاً     های گندم، افزايش بيان همسانه 

پروتئين ريبوزومی مرتبط است در جواب بـه آلـودگی          

ه شـده اسـت    مـشاهد  F. graminearumبـا قـارچ   

(Hill-Ambroz et al. 2006).   در گياه پنبه نيـز تغييـر 

 5S هايی که احتمالا نـشانگر پـروتئين ريبـوزومی           ESTبيان  

گزارش F. oxysporum است در جواب به آلودگی به قارچ 

مطالعـه حاضـر، اولـين    . (Dowd et al. 2004)شده است

ين هـای پـروتئ    گزارش موجود در ارتباط با تغيير رفتـار ژن        

  .باشد ای می  گندم در شرايط آلودگی مزرعهL3ريبوزومی 

تواند نمايانگر نقش    دست آمده می  ه  طور کلی نتايج ب   ه  ب

 های تحمـل بـه     در مکانيسم  RPL3های   ثيرگذار پروتئين أت

مطالعه . بيماری بلايت فوزاريومی سنبله در گياه گندم باشد       

 هـايی بـرای     در گندم وجود مکـان     RPL3های   بر روی ژن  

ــطح   ــرايش در سـ ــر پيـ ــل RNAدگـ ــا محتمـ   را در آنهـ
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 که اين موضوع فرضيه  (Lucyshyn et al. 2007)داند می

 در ايجاد مقاومت از طرق ديگـر را         RPL3های   دخالت ژن 

چنـين   ييد فرضيه فوق و هـم     أبه منظور ت  . کند نيز تقويت می  

هـای   دست آمده از مطالعه حاضر، انجـام ارزيـابی        ه  نتايج ب 

تر  های پروتئوميکس، مطالعه وسيع    تنی بر روش  ای مب  مقايسه

ــی     ــسی و بررس ــد از رونوي ــرات بع ــی تغيي ــت بررس جه

هـا    بـا سـاير پـروتئين    RPL3هـای  های پروتئين برهمکنش

  .گردند پيشنهاد می

  

  سپاسگزاري

ــي ژنتيـــک و   ــي مهندسـ ــشگاه ملـ ــدگان از پژوهـ نگارنـ

المللـي   و بنيـاد بـين    ) ۲۵۹طـرح پژوهـشي     (فناوری   زيست

بابت تأمين منـابع مـالي و   ) IFS grant C/3861-1(علوم 

چنين همکاری دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعـی          هم

گرگان و ايستگاه تحقيقات كشاورزي گرگان بـرای تـأمين          

اي کمال تشکر و قدرداني را       امکانات آزمايشگاهي و مزرعه   

  .دارند

  

  منابع

  .شودمتن انگليسي مراجعه )  9- 7(جهت ملاحظه به صفحات 
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