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. كنندرا سركوب مي گياهسيستم دفاعي ، ون سلول ميزبانهاي خود به درگياهي با ترشح پروتئين بيمارگرهاي
 بيمارگر كنترلهاي جديد توسعه روشدر تزريق شده به درون سلول ميزبان  يهادرك عملكرد پروتئينشناسايي و 

هاي كد كننده هدف تحقيق حاضر شناسايي، تعيين توالي و بررسي الگوي بياني حداقل يكي از ژن .ضروري است
- كننده پروتئينرمزهاي ژنبه منظور شناسايي . شحي در مراحل زندگي بيمارگر زنگ برگ گندم استپروتئين تر

اين مخمر در صورتي قادر به . شداستفاده  يافته جهش از يك مخمردر بيمارگرهاي قارچي مختلف، هاي ترشحي 
در . والي سيگنال پپتيد باشده درناقل بياني، داراي تسازي شدهمسانه cDNAرشد در محيط كشت انتخابي است كه  

، pYSTناقل هاي تصادفي تهيه و در آغازگربا استفاده از  زنگ برگ گندم cDNA كتابخانهتحقيق حاضر، ابتدا 
، به دست آمدكه به اين روش هاي ناقصي روي توالياز  .ه و به درون مخمر جهش يافته منتقل شدهمسانه سازي شد

و تعيين توالي  مربوطه تكثير cDNAشد از بانك اطلاعاتي استخراج و نيز كل ه ناميد ptGSP1ژني كه كامل توالي 
مرحله جوانه زني  ن درآ بيان و) AB831174(در بانك اطلاعاتي ثبت  و شد و ساختار اگزون و اينترون آن تعيين شد

هاي ترشحي بودن، يويژگ. در مجاورت ميزبان گندم نشان داده شدساختار مكينه مستقل از ميزبان و نيز در مرحله 
مرتبط با اي پروتئين حاصله، داشتن نواحي تراغشايي در ساختار پروتئين، بيان ژن در مرحله مكينهنسبي كوچكي 

در بيماريزايي مربوطه پروتئين ژن كشف شده و اين  احتمالي و نيز تكامل سريع آن همه بر دخالتميزبان گياهي 
  .تاكيد دارند

 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
رود و به عنوان يك گندم مهمترين گياه زراعي به شمار مي

ها از جمله قارچ توسط بيمارگرهاي مختلفيمحصول استراتژيك 
هاي قارچي زنگ سياه يا ساقه گندم به بيماري. شودآلوده مي

(Stem Rust) برگ اي يا زنگ قهوه(Leaf Rust)  زنگ زرد يا  و
 .Kolmer 1997; Goyeau et alشودبتلا ميم (Strip Rust) خطي

 Puccinia علمي  نامبا  گندم عامل بيماري زنگ برگ .) (2007

triticina آلودگي را از برگ شروع ولي علايم آن محدود به برگ ،
 6-8در دما و رطوبت مناسب اسپورهاي اين قارچ طي . نيست

روز  3-4 ساعت شروع به رشد كرده و اسپورهاي جديد طي
 در مناطق ديگر مي آلودگيليد مي شوند و توسط باد به ايجاد تو

  ). Kolmer et al. 2007(پردازند 
اسپور قارچ ابتدا بر روي برگ جوانه زده و خود را از طريق 

هاي دروني برگ رسانده و در هاي لايههاي روزنه به سلولسلول
سازد كه نقش را مي )Haustoria( مكينهنام ه نجا ساختاري بآ

عهده ه اصلي مبادله مواد و فاكتورهاي دخيل در بيماريزايي را ب
ميانكنش مولكولي اين  درك. )Mendgen et al. 2000( دارد

براي كنترل بيماري  مكينه،با ميزبان در مرحله تشكيل  بيمارگر
. )al. 2009) Szabo et al. 2007; Hogenhout et  بسيار مهم است

به درون بيماريزاي خود هاي يناز طريق ترشح پروتئ بيمارگرها
رشد خود را و  زمينه سركوب سيستم دفاعي گياه ،سلولهاي گياهي

زنگ قارچ هايي كه از اين رو كشف پروتئين. ورندآفراهم مي 
ما را در كنترل اين  كند،ترشح مي گندم داخل سلول گياهي

  . )Song et al. 2011( كندياري مي بيمارگر
-هاي رشد و گيرندهغشايي نظير فاكتورينهاي ترشحي و بپروتئين

درگير و نيز ها رساني سلولهاي آنها، عوامل شركت كننده در پيام
مي توان داروها را به صورت  و هستند در ايجاد اتصالات سلولي

ها به سمت سلول يا بافت هدفمند با هدف قرار دادن اين پروتئين
نها تحريك آرا عليه و يا سيستم ايمني گياه  مورد نظر هدايت كرد

هاي ترشحي و تراغشايي پروتئين .)Clark et al. 2003( نمود
كلاسيك ترشحي به خارج  ها اغلب از طريق مسيريوكاريوت

 Hansen and(ترشح با ترجمه هم زمان است  و يابندسلول راه مي

Walter 1988(. وابسته به پروتئين، هاي كلاسيك ترشح مسير
ها نيدر انتهاي آمين پروتئ )Signal peptid( نشانه پپتيدحضور 

لذا . از نظر طول و توالي بسيار متغير است نشانه پپتيد. باشدمي
هاي جديد ترشحي براي يافتن پروتئين نشانه استفاده از پپتيد

 .همولوگ در مطالعات بيوانفورماتيكي چندان كار آمد نيست
ه ترشحي ب هايبراي شناسايي پروتئين تجربي موفقي هايروش

نشانه با  پپتيدها دام اندازي از جمله اين روش. روندكار مي
هاي مهندسي شده و استفاده از ژن گزارشگر، استفاده از ويروس

 von Heijne( مي باشد هاي متصل به غشاRNA جداسازي 

1990; Lee et al. 2006( .  
هاي ترشحي يك بيمارگر و سپس بررسي يافتن كليه پروتئين

هر يك از آنها در بيماريزايي از اهداف بلند مدت مجموعه دخالت
گزينش تحقيق حاضر، با هدف در . هاي تحقيقاتي متعدد است

هاي ترشحي زنگ برگ گندم، هاي كد كننده پروتئينبرخي از ژن
هاي تواليبا اين روش، . يافته استفاده شدجهشمخمر يك  از

كه توالي مد آدست ه هاي ترشحي زنگ گندم بژنناقص برخي 
هاي تجربي و بيوانفورماتيكي تكميل و كامل يكي از انها به روش

. سپس بيان آن در مراحل نموي زنگ برگ گندم بررسي شد
  . دشهاي جغرافيايي بررسي همچنين تنوع توالي آن در سويه

  
   هامواد و روش

  زني اسپورهاي زنگ برگ گندمكشت و جوانه 
محلول جوانه زني  نگ برگ گندم، ازبراي جوانه زني اسپورهاي ز

از  ميكروليتر 5/1 ابتدا: استفاده شد) سيگما( نونانولمحتوي الكل 
و با آب مقطر اتو  شدهاستون حل  ليترميلي يك در نونانولالكل 

از  ليترميلي 20 سپس. رسيد ليترميلي 20 كلاو شده به حجم كل
 10به آن  ديش ريخته و آب مقطر اتوكلاو شده داخل ظرف پتري

 Nirmala et( اضافه شد نونانولمحلول جوانه زني  ميكروليتر از

al. 2011( اسپورها بر سطح  ،به صورت منظم و يكنواخت سپس
در تماس  لاًطوري كه كامه ب .پخش شد   پتريتشتك مايع درون 

كاغذ واتمن مرطوب شده با محلول جوانه  بعد هم قرار گرفتند و
پتري تشتك درب ظرف چسبانده و درب بر روي را  نونانولزني 

 6تا  4براي  يتاريك شرايطزني در گرچه جوانه. گذاشته شد
آوري اسپورهاي جوانه زده شده در ساعت كافي است اما جمع

مورد استفاده   RNA و DNAو براي استخراج  انجام شدروز بعد 
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زير ميكروسكوپ ، اسپورها زنيبراي اطمينان از جوانه. قرار گرفت
شبكه درهم تنيده اسپورهاي جوانه زده، امكان . ندررسي شدب

براي استخراج مكينه، . برداشت تمامي اين جوانه ها را فراهم كرد
در مرحله دو (ابتدا اسپورهاي قارچ بر روي برگ گندم جوان 

هاي آلوده در بافر مناسب روز برگ دوپس از  پاشيده شد و) برگي
و با عبور از فيلتر، بافر  كن خرد شدهو توسط دستگاه مخلوط

سپس با استفاده . آوري شدهاي گياهي جمعمحتوي مكينه و سلول
از شيب سوكرز، لايه محتوي مكينه جمع آوري و براي استخراج 

RNA  مورد استفاده قرار گرفت)Song et al. 2011 .(    
ژنومي از اسپورهاي جوانه زده زنگ  DNAو  RNAاستخراج 
  برگ گندم

جمع ) مترسانتي 20 با قطر(جوانه زده يك پليت اسپورهاي 
محلول با  RNAجهت استخراج شده و ، منجمد و ساييده وريآ

RNX )دقيقه 5مدت ه مخلوط و ب) ايران تهران، ،شركت سيناژن 
كلروفرم به هر ميكروليتر  120سپس . شد نگهداريدر دماي اتاق 

  دقيقه 5اي و بر نمونه اضافه و با تكان دادن شديد، مخلوط همگن
 15مدت ه ها بميكروتيوبسانتريفوژ  پس از. شد قرار دادهدر يخ 
در هر ، گرادسانتي درجه 4 و دماي g× 12000   شتاببا   دقيقه

بي بالايي به ميكروتيوب آشد كه فاز  تشكيلميكروتيوب سه فاز 
بي، ايزوپروپانل به آن اضافه و آ هم حجم فاز .جديد منتقل شد

سپس  و يخ نگهداري مدت يك ساعت در به د وشمخلوط 
ليتر  ميــلي دوبا حاصل رسوب سپس  .سانتريفيوژ شد دوباره
پس از سانتريفيوژ رسوب حاصله به . ه شدشستدرصد  75اتانول 
ميكروليتر آب تيمار  30دقيقه در دماي اتاق خشك و 10مدت 

 .دشبه هر ميكروتيوب اضافه ) درصد DEPC )1/0شده با 
 گرادسانتيدرجه  - 20به فريزر  RNAي حاوي هاميكروتيوب

   ).Rio et al. 2010(د شمنتقل 
- هاي كد كننده پروتيين cDNAشناسايي روش و   cDNAسنتز 

نزيمي آاينورتاز  ١سيستم ترشحي مخمر هاي ترشحي با استفاده از
ترشح اين . كندرز را به فروكتوز و گلوكز تجزيه مياكااست كه س

و در دسترس  ساكارزباعث تجزيه  مخمر سلولج نزيم  به خارآ
جهش مخمر . قرار گرفتن گلوكز مورد نياز رشد مخمر خواهد شد

قادر به رشد بر روي محيط كشت داراي  ،نزيمآفاقد اين  يافته
                                                            
1  Yeast secretion trap 

كد مگر اينكه ژن  نيستانرژي  كربن وعنوان تنها منبع ه ب ساكارز
ختيار در ااست، سيگنال ترشحي كه به همراه نزيم آاين كننده 

بتواند از سلول خارج  گرفته و در نتيجه آنزيم حاصلهسلول قرار 
 ساخته شده است pYSTيك ناقل پلاسميدي شاتل بنام . شود

)Lee et al. 2006( باشد كه داراي ژن اينورتاز مي)نزيم آ). 1شكل
به خروج از سلول ر قاد) suc2(اينورتاز كد شده توسط اين ژن 

در نتيجه ). suc2-SP(است  پپتيدگنال نيست زيرا فاقد توالي سي
 حتي اگر اين ناقل شاتل به درون مخمر منتقل شود باز مخمر

نخواهد  ساكارزمذكور قادر به رشد بر روي محيط انتخابي داراي 
از سلول  ناقلتنها در صورتي اينورتاز توليد شده توسط اين . بود

اين ژن شود كه يك توالي سيگنال پپتيد در بالا دست  خارج مي
يا هر گندم برگ زنگ  cDNAكه كتابخانه  در صورتي. كلون شود

در بالا دست ژن اينورتاز مستقر بر ناقل موجود زنده ديگري 
كه داراي سيگنال پپتيد باشد  cDNA  هركلون شود،   pYSTبياني

ممكن است منجر به ترشح اينورتاز به خارج سلول مخمر شده و 
-  جهت بهينه). 1شكل(فراهم كند  مخمر راگلوگز لازم براي رشد 

ها از سه ناقل خوانش كدون چارچوبسازي و تضمين درستي 
)pYST0 ،pYST1  وpYST2 ( د كه هر يك حاوي ژن شاستفاده

 Clark(باشند هاي خواندني متفاوت ميگزارشگر اينورتاز با قالب

et al. 2003.( 
 

و مخمر كار آمد  E.coliكه در   pYSTيبيان ناقلنماي شماتيك از  -1شكل
به دنبال ژن  زنگ گندماستخراج شده از  RNAحاصل از  cDNA  .است

) PADH1( اندازراهدر پايين دست ) suc2-SP(پپتيد فاقد سيگنال اينورتاز 
 ). Clark et al. 2003(كلون شده است 

  
گارز تعيين و سپس با آاستخراج شده بر روي ژل  RNAكيفيت 

سپس  .آن تعيين شدكميت  ،سنجياستفاده از دستگاه طيف 
cDNA ايي با استفاده از كيت دو رشتهSMART  محصول شركت
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,Clontech) USA (اين كيت ضامن تهيه . تهيه شدcDNA  دو
اي بويژه از ناحيه بالادست ژن است كه محل حضور سيگنال رشته

اين كتابخانه سپس ). Lee et al. 2006( )2شكل(ها است پپتيد ژن
cDNA و آنزيمبا دNot1   وEcoR1   بريده و پس از الحاق به

هاي نوتركيب ناقل pYST0, pYST1, pYST2هاي سه گانه ناقل
سويه  E.coliبه باكتري مستعد انتقال شيميايي  ه روشحاصل ب

DH5α  ها از ، ناقلنوتركيب هايپس از تكثير باكتري. يافتانتقال
ه مخمر جهش يافته بانتقال الكتريكي  روشباكتري استخراج و با 

 ساكارزها بر روي محيط انتخابي سپس مخمر. شدمستعد منتقل 
پس از يك هفته ناقل از مخمر نجات يافته . داده شدندكشت 

 dideoxychain terminationبه روش  يابياستخراج و توالي
 .انجام شد  ABIتوسط دستگاه

 

    نتايج و بحث
موسسه  از )R1, BBB( از نژاد اسپورهاي زنگ برگ گندم

آنها  RNA ،جوانه زنيتهيه و پس ازكانادا تحقيقات كشاورزي 
. دشاقدام اي دو رشته cDNAنسبت به ساخت  واستخراج 
 pYST0-2هاي سه گانه بياني داخل ناقل مذكور  cDNAمجموعه
منتقل و نسبت به كشت گزينشي  به داخل مخمر سازي وهمسانه

  . اقدام شد زساكارها بر روي محيط كشت واجد  نآ
هاي انتخابي براي استخراج پلاسميد به صورت انبوه كشت كلني

سه توالي . ها تعيين توالي شدنآموجود در  cDNAشدند و قطعه 
بودند مشترك هاي قل داراي تواليتمده از سه كلني مسآدست ه ب

. ندهستگيري شد كه اين سه توالي مربوط به يك ژن و نتيجه
جفت باز طول داشت، در  97كه كلون توالي مشترك اين سه 

افزارهاي نرم. آمده است "توالي بالادست ژن"تحت عنوان  3شكل
مينو اسيدي ابتداي آ 25توالي  signalpنظير  بيني سيگنال پپتيدپيش

  . شناسايي كردند سيگنال پپتيدعنوان ه اين توالي را ب
نك در بابالادست ژن جفت بازي  97 هاي مشابه با تواليتوالي

يك توالي  فقطو جستجو  FGI)( مربوط به زنگ گندم اطلاعاتي
شد كه نشان  مذكور يافت  هاي سايت ESTدر مجموعه متناظر 

جفت بازي بخش بالا دست اين ژن  97دهد اين توالي مي
)(PTTG-0136304  كل سپس. باشدمي  cDNA  و  مربوطه تكثير  

متناظر با اين ژن  اينترون درسه  چهار اگزون و. تعيين توالي شد
ترين با ترجمه بيوانفورماتيكي محتمل  .استبيني شده توالي، پيش

مينو اسيدي با وزن آ 69، يك پروتئين ORF) توالي(الگوي ترجمه 
ه استقرار در ياحن دوكه داراي آيد ميكيلو دالتون بدست  82/6
 . است )transmembran domains( غشا

  
ون سازي در بالا دست ژن اينورتاز در و كل cDNAمراحل ساخت  -2شكل
با توالي شناخته  oligoRNAبا استفاده از الحاق يك توالي  pYST . (Aناقل 
و با استفاده از  cDNAها، پيش از سنتز mRNAبالادست تمام  به انتهاي شده

هاي cDNAشود كه در انتهاي تمام ، تضمين ميSMARTكيت هاي آماده نظير 
براي اجتناب از كدون ختم  B) ؛شناخته شده قرار گيردساخته شده يك توالي 

 cDNAمورد استفاده، از آغازگر تصادفي در سنتز  cDNAو نيز كم كردن طول 
سازي آن بالا دست و همسانه cDNAدو رشته اي شدن ) C ؛شوداستفاده مي

ارسال سازه توليد شده به مخمر و بيان محتمل D)  ؛ژن اينورتاز در مرحله بعد
تصوير شماتيك از يك ) E ؛تئين تركيبي و قابل ترشح به بيرون سلول مخمرپرو

 .پروتيين ترشحي كايمري با اينورتاز
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  هاي مورد استفاده در تحقيق حاضرآغازگر -1جدول

هاآغازگرنام   )5′ -3′(  توالي كاربرد  

جهت تكثير   PtGSP1 
5′-ATGCAATTCTTCACTGCCGTTG-3′ 

5′-TAAATAAAAAAGCCCAGCTGAATC-3′

GSP1- F1 

GSP1- R1 

 PtGSP1 جهت تكثير  
5′–GCGGCCAACGTTGCTACCCT-3′ 

5′-AGCCAGCGAGCGGGATCTGA-3′

GSP1-F2 

GSP1-R2 

 GAGATGACCATGTCCTGCTTCGA-3′-′5 جهت تكثير ژن كنترل داخلي
5′-GACTGACTTTGGCGGTGTCTGA-3′

TUB-F 

TUB-R 
 cDNA 5′-GAGAGAGAGAGAGAGAACCGCGCGGCCGCNNNNNN-3′ Random Primer جهت ساخت  

  

  
بازي كشف شده به روش استفاده از  97در قسمت بالا، توالي  .pYSTبازي يافت شده از طريق سيستم  97متناظر با توالي  ptGSP1توالي ژني و پروتئين احتمالي  -3شكل

 هاي شروعكدونها به صورت نواحي زرد رنگ و اگزون. بدست آمده است FGIتوالي كامل ژن مشخص شده كه از سايت در قسمت وسط، . استيافته آمده مخمر جهش
در قسمت  .اندمشخص شدهصورت نواحي پر رنگ در توالي به  RT-PCRهاي غازگرهاي استفاده شده در واكنشآمحل . اندشدهترجمه با رنگ قرمز مشخص و ختم 

  .تبيني شده نشان داده شده اسپايين، توالي پروتئين ترشحي پيش

 
و  شد ناميده ptGSP1 و ptGSP1احتمالي به ترتيب  ژن و پروتئين

  .ثبت شد AB831174تحت شماره در بانك اطلاعاتي 
زنگ برگ گندم داراي مراحل متعدد سيكل زندگي است ولي در 

مرحله مهم جوانه زني و نيز تشكيل  تحقيق حاضر روي دو
جوانه زده  را از اسپورهاي RNAلذا . ساختار مكينه تمركز شد

هاي تغليظ شده زنگ برگ گندم نژاد كانادايي، شده و نيز مكينه

، نسبت به تشكيل oligo-dtاستخراج و با استفاده از آغازگر 
cDNA به (سپس با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي . اقدام شد
انجام  PCRواكنش ) 1-در جدول GSP-R1و   GSP-F1نامهاي 

مختلف زندگي قارچ بررسي و تاييد هاي و بيان اين ژن در دوره
  ). 4شكل(شد 
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-RTزندگي زنگ برگ گندم به روش  دو مرحلهدر   PtGSP1بيان ژن -4شكل

PCR. تكثير ژن  )1ستونPtGSP1 روي  از cDNA  ؛اسپور جوانه زدهحاصل از 
 )3ستون ؛اسپور جوانه زدحاصل از  cDNA روي  تكثير ژن توبولين از )2ستون

تكثير ژن توبولين  )4ستون ؛حاصل از مكينه cDNA روي  از PtGSP1تكثير ژن 
 DNA  روي از PtGSP1تكثير ژن  )5ستون ؛حاصل از مكينه cDNA روي  از

 DNAروي  تكثير ژن توبولين از )6ستون ؛اسپور جوانه زدهژنومي حاصل از 
دهد كه اول نشان مي ستوندر اين تصوير،  .اسپور جوانه زدهژنومي حاصل از 

دوم و چهارم  ستون. زني اسپور قارچ بيان دارددر مرحله جوانه PtGSP1ژن 
اي كه به درستي انجام شده است به گونه cDNAدهد كه واكنش سنتز نشان مي

cDNA سوم  ستون. ژن كنترل داخلي توبولين در هر دو مرحله تكثير شده است
پنجم و  ستون .در مرحله مكينه نيز بيان دارد PtGSP1دهد كه ژن نيز نشان مي

هاي اول تا چهارم ستونها در ژن cDNAعنوان دهد آنچه بهششم نشان مي
و يا توبولين نبوده است  PtGSP1ژنومي ژن  DNAتكثير شده ناشي از تكثير 

  .شدزيرا در اين صورت اندازه باندهاي تكثير شده بزرگتر مي

 
ان در فصل بهار مقداري اسپور زنگ برگ گندم از شهرهاي اصفه

قارچ زنگ برگ   DNAبراي استخراج  وآوري و اهواز جمع
زده استخراج شده از اسپور جوانه  DNA.زده استفاده شدجوانه

نانوگرم درهر  400 تقريبيغلظت شده و  زنگ برگ تعيين غلظت
با  PCRسپس واكنش . شد براي هر سويه تهيهميكروليتر 

هاي آغازگرل و ژن توبولين به عنوان كنترآغازگرهاي اختصاصي 
GSP1-F1، GSP1-R1، GSP1-F2  وGSP1-R2 )انجام ) 1جدول

تركيب اغازگرهاي در  GSP1-R1 آغازگردر مواردي كه از . شد
ژنوميك  DNA ازهيچ محصولي استفاده شده،  PCRواكنش 
مشاهده  بر روي ژل آگارز هاي زنگ برگ اهواز و اصفهانايزوله
استفاده هاي اختصاصي زگراما در مواردي كه از ساير آغا. نشد

 ).5شكل(به دست آمده است   PCRشده، محصول مورد انتظار
در دو ايزوله  PtGSP1اين نتايج بيانگر اختلاف توالي ژن 

  .باشدميGSP1-R1  غازگر  آجغرافيايي كانادا و ايراني در محل 

  
هاي ژنومي سويه DNAاز روي  PtGSP1نتايج تكثير نواحي ژن  -5شكل

غازگرهاي استفاده شده آتركيب  .ي كانادايي و ايراني زنگ برگ گندمجغرافياي
غازگرهاي آبه معني استفاده از  F1R1. در بالاي تصوير نوشته شده است

GSP1-F1  به اضافهGSP1-R1  در واكنشPCR به همين ترتيب . استF2  به
مشخص كننده  ladعنوان . باشدمي GSP1-R2به معني  R2و  GSP1-F2معني 
 +COبه صورت  PCRواكنش كنترل مثبت روند . نشانه است DNAات قطع

 cDNAهاي انجام گرفته بر روي همچنانكه از واكنش. نشان داده شده است
  .اندمد بودهآغازگرها كارآيد، تمامي آسويه كانادايي برمي 

  
هاي ترشحي در مراحل آغازين ايجاد آلودگي توسط پروتئين

انتقال  ل و چسبندگي به ميزبان، فرآيندقارچ، شناسايي ميزبان، اتصا
زايي و نفوذ در اپيدرم سلول ميزبان نقش ، مراحل ريختسيگنال
ها توسط قارچ به فضاي ميان قارچ و سلول پروتئين اين .دارند

 شوندميزبان و يا حتي به درون سلول ميزبان ترشح مي
)Catanzariti et al. 2006 .(ارو ها به آساني هدف داين پروتئين

سلولي و يا در  گيرند و به علت اينكه در فضاي خارجقرار مي
-اي در تشخيص انواع بيماريسطح سلول قرار دارند ارزش بالقوه

كه  سلول گياهي گيرنده  بيمارگر يك پروتئين ترشحي. ها دارند
تواند مستقيماً به عنوان واكسن مورد استفاده قرار آن را دارد مي

 .Bolton et al(رد بادي مورد هدف قرار گيآنتي توسطگيرد و يا 

2008 .(  
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هاي كوچك احتمالاً دخيل در پروتئيناز  اياخيراً مجموعه
بيماريزايي، از مكينه زنگ برگ گندم و به روش استفاده از ژل دو 
بعدي به دست آمده است كه ترشحي بودن و يا نقش هيچكدام از 

). Song et al. 2011(ها در بيماريزايي به اثبات نرسيده است آن
هاي نواحي خاص پروتئينقادرند هاي بيوانفورماتيكي روشگرچه 

ترشحي از جمله توالي سيگنال پپتيد و جايگاه برش آنزيم سيگنال 
-گزينش ژننظير  هاي تجربيروش، اما كنندپپتيداز را شناسايي 

يافته با استفاده از مخمرجهشهاي ترشحي هاي كد كننده پروتئين
اند هاي ترشحي ساير موجودات موفق بودهاسايي پروتئيندر شن

)Friedman and Weissman 1991; Klee and Ellis 2005.(   
اسپورهاي هاي ترشحي، در تحقيق حاضر به منظور كشف پروتئين

نها آ  RNAو  شدهجوانه زني ) Racr 1; BBB(زنگ برگ گندم 
  cDNAمجموعهسپس  .ساخته شد cDNA و كتابخانهاستخراج 

به  و متصل pYST0-2گانه بياني هاي سهداخل ناقلبه مذكور 
ها بر نآكشت گزينشي  پس ازد و شمنتقل   DBYlداخل مخمر 

به استخراج پلاسميد و اقدام  ساكارزروي محيط كشت واجد 
 97 توالي مشتركيك كلون مستقل  سهاز . ها شدتعيين توالي آن

كه اين سه توالي مربوط گيري شد د و نتيجهشتنظيم  جفت بازي
توالي ژن  .اندمشترك بودهكد كننده پروتئين ترشحي به يك ژن 

به صورت كامل استخراج و نسبت به تعيين  FGIمذكور در سايت 
در كل، اين روند بيانگر  .دشكننده آن اقدام  رمزبيني ناحيه و پيش

كارايي سيستم گزينشي مخمر در خصوص حداقل بخشي از 
. باشدهاي ترشحي زنگ برگ گندم ميده پروتينژنهاي كد كنن

هاي ترشحي ساير چنين سيستمي در خصوص كشف پروتئين
 ;Delgado et al. 2003; Link and Voegele 2008(ها قارچ

Krijger et al. 2008; Lee and Rose 2012(  و يا حتي انسان
)Frost and Engelhardt  2007 (ه با استفاد .نيز كارآمد بوده است

در ناميده شد،  PtGSP1كه هاي اختصاصي بيان اين ژن آغازگراز 
در دو دوره اصلي زندگي قارچ بررسي و تاييد شد  RNAسطح 

اين ژن در هر دو مرحله جوانه زني   بيان  به  توجه با  ). 4شكل(
مستقل از ميزبان و مرحله مكينه وابسته به حضور ميزبان، احتمالاً 

چون . بيماريزايي نيز دخالت دارداي غيرهين در پديدهئاين پروت
ها در معرض فشار گزينشي ميكروب بيماريزاييهاي دخيل در ژن

 شودها اعمال ميروي توالي پروتئيني آن شديدي هستند كه عمدتاً

(Rep 2005) ها جهش ها سريعتر از اينترونهاي اين ژن، اگزون
مورد بررسي قرار  PtGSP1اين فرضيه در خصوص ژن . يابندمي

ژن   cDNAي كه براي تكثير موفقيهابرخي از آغازگر. گرفت
PtGSP1  و يا خود ژن از DNA زنگ برگ كاناداييژنومي 
هاي ير اين ژن در سويه، قادر به تكث)5شكل( بودندشده استفاده 

كند ميد اين نتايج پيشنها. زنگ برگ گندم اصفهان و اهواز نشدند
هاي كشورها متفاوت است و داراي بين سويه PtGSP1توالي ژن 

 هاي جغرافيايي استدر سويهنوع توالي ژنتيكي سرعت بالايي از ت
نهايتاً، . كه در مقالات تحت عنوان تكامل به كار گرفته شده است

تحقيق حاضر منجر به كشف يك ژن كد كننده پروتئين ترشحي 
هاي ترشحي بودن، كوچك در زنگ گندم شده است كه ويژگي

پروتئين حاصله، داشتن نواحي تراغشايي در نسبي كوچكي 
اي و نيز تكامل سريع آن ساختار پروتئين، بيان ژن در مرحله مكينه

ن در بيماريزايي اين پروتئي احتمالي دخالتكننده پيشنهادهمه 
  .هستند
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