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بزرگ در توليد محصولات كشاورزي به شمار  هاي هاي گياهي يكي از محدوديت بيماري
. هاي گندم است ترين بيماري ، يكي از مهمPuccinia triticinaاي با عامل  زنگ قهوه. روند مي

ها، سبب  با توجه به اينكه، استفاده بيش از حد از مواد شيميايي در كشاورزي جهت كنترل بيماري
شود، پيدا كردن روشي جايگزين براي  مواد ميها به اين  آلودگي محيط زيست و مقاومت پاتوژن

هاي گسترده در علم  امروزه پيشرفت. رسد ها امري ضروري به نظر مي مديريت بيماري
هاي دخيل در مقاومت و  بيمارگر، ژن- فهم بشر را از تعاملات بين گياه مولكولي شناسي زيست

د راهكار ژنتيك مناسب و توان ها مي اين يافته. دهي بهبود بخشيده است مسيرهاي سيگنال
در . قرار دهد پژوهشگرانمنظور افزايش مقاومت گياهان به بيمارگرها پيش روي  مدي را بهآكار

ها  توان از آن مي كه، منابع ژنتيك با ارزشي هستند )R genes(هاي مقاومت گياهان  اين ميان ژن
با هدف  پژوهشاين . ه كردزا استفاد مقاوم به عوامل تنش هدر راستاي توليد گياهان تراريخت

مولكولي دو رقم تجاري  تجزيهايزوژنيك گندم و  تا حدوديلاين  15رقم تجاري و  5غربالگري 
عنوان  بر اساس نتايج غربالگري، رقم مرواريد به. انجام شد P. triticinaگندم در تعامل با قارچ 

هاي گندم، در مرحله دو  چهگياه. عنوان ژنوتيپ مقاوم انتخاب شدند رقم حساس و رقم آرتا به
عات هاي اول در سا برداري از برگ تيمار و نمونه P. triticinaبرگي، با سوسپانسيون اسپور قارچ 
 هاي برگي استخراج و پس از ساخت كل از نمونهاي .ان.آر .مختف پس از آلودگي انجام شد

 Quantitative Real Time PCRروشها با استفاده از  ، بيان ژن)cDNA(مكمل اي .ان.دي
(qRT-PCR) هاي  بيان ژن كه نشان داد پژوهشنتايج حاصل از اين . مورد ارزيابي قرار گرفت

PAL ،Lipase  وLTP  زني به شدت  آرتا نسبت به رقم حساس مرواريد، پس از مايهدر رقم مقاوم
هاي  يسمهاي فوق در مكان حاكي از نقش فعال ژن پژوهشهاي حاصل از اين  يافته. افزايش يافت

  .هستند P. triticinaمقاومت گياه گندم با 
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

ترين گياهان زراعي اسـت كـه نقـش مهمـي در      گندم يكي از مهم
ــع بشــري دارد  ــه جوام ــوه . تغذي ــگ قه ــاري زن ــل بيم ــا عام   اي ب

Puccinia triticina Eriks.     ،كه به زنگ برگي نيـز معـروف اسـت
هاي گنـدم در برخـي نقـاط دنياسـت      ترين بيماري يكي از مخرب

(Knott, 1989;McIntosh et al.1995).    اين بيمـاري در جهـان در
درجه اول و در ايران بعد از زنگ زرد، در درجه دوم اهميت قرار 

. بهترين شيوه كنترل اين بيماري، استفاده از ارقام مقاوم است. دارد
مقاومت از خصوصيات ژنتيك ميزبان است كه متخصصين اصلاح 

 هـايي  لايناز . كنند نباتات از آن براي توليد ارقام مقاوم استفاده مي
 توان در برنامه شوند مي كه در يك بررسي مقاوم تشخيص داده مي

مقاومت ژنتيك، . عنوان منبع مقاومت استفاده كرد نژادي ديگر، به به
كنـد و   ميزان مصرف سموم شيميايي را كاهش داده و يا حذف مي

محيطـي،   تـرين و از لحـاظ زيسـت    در نتيجه بـه عنـوان اقتصـادي   
  اســتهــاي گيـاهي مطــرح   ش مبــارزه بـا بيمــاري تــرين رو سـالم 

(Roelfs et al.1992) . 

هـاي القـايي    اوليه و پاسـخ  دفاعيدفاع در گياهان بر پايه سدهاي 
هاي  اين واكنش .)(Grover and Gowthaman, 2003استوار است 
انـدازي   راه سيگنالي بوده كه سبب  هاي نياز آغاز شبكه اوليه، پيش

ها ممكن  دنبال حمله پاتوژن به. شوند ي ميهاي دفاعي سراسر پاسخ
هـاي   هاي دورتر از نقطه رخنه هـم در برابـر آلـودگي    است سلول

 ١نام مقاومت سيستميك اكتسابي اي كه به بعدي مقاوم شوند، پديده
توسـط   SARهـاي گيـاهي،    در بسـياري از گونـه  . شود خوانده مي

 Thomma et( افتـد  به راه مـي  ٢افزايش سيستميك ساليسيك اسيد

al.1998( .نوعي مقاومت است كه در ، ٣مقاومت سيستميك القايي
زا بـر روي   اثر حملـه سـودوموناس و رايزوباكترهـاي غيربيمـاري    

هـا،   شـود و حفاظـت سيسـتميك عليـه قـارچ      ريشه گياه القـا مـي  
، ISRمـوارد پديـده    بيشتردر . كند ها ايجاد مي ها و ويروس باكتري

هـاي در   يسـيليك اسـيد و پـروتئين   مستقل از توليـد و تجمـع سال  
هاي دفاعي وابسـته بـه    و نيازمند پاسخ استزايي  ارتباط با بيماري
 طور كامـل  به ISRمكانيسم دقيق . و اتيلن است ٤جاسمونيك اسيد

                                                           
1- Systemic acquired resistance (SAR) 
2- Salicylic acid (SA) 
3- Induce Systemic Resistance (ISR)  
4- Jasmonic acid (JA) 

هـاي دفـاعي وابسـته بـه      رسد پاسخ نظر مي بهمشخص نيست ولي 
 هاي وابسته ها و پاسخ جاسمونيك اسيد و اتيلن توسط نكروتروف

پوشـاني بـين    به هرحال هـم . ها فعال شود توسط بيوتروف SAبه 
سينرژيسـتي، بـين    اثرهـاي مسيرهاي سـيگنالي مختلـف و گـاهي    

گزارش شـده اسـت    JA، اتيلن و SAمسيرهاي مختلف وابسته به 
(Thomma et al.1998) . مسير دفاعي در ارتباط بـا افـزايش    3هر

هـاي مـرتبط بـا     ئينپـروت . هاي دفاعي زيادي هستند هاي ژن نسخه
هاي خـاص ميزبـاني    عنوان پروتئين به طور معمول به، ٥زايي بيماري

طور طبيعي در گياهان غيرآلوده در سـطح بسـيار پـايين     كه بهبوده 
چنـين   ها، هم ها، حشرات و جونده پس از حمله پاتوژنتوليد، ولي 

يابنـد   زاي محيطي افـزايش مـي   پس از جراحات و شرايط استرس
)Van Loon et al.2006( .  

٦PAL     آنزيمي حياتي در مسير فنيل پروپانوئيد اسـت كـه نقـش ،
ساخت مهمي را در مقاومت گياهان از طريق دخالت در مسيرهاي 

كـه فعاليـت فيتوالكسـيني     ٨يـدها يپروپانو و فنيل ٧يدهايايزوفلاونو
چنـين در تركيبـات ليگنـين،     ايـن پـروتئين هـم   . كند دارند ايفا مي
ر مواد فنلي ديواره سلولي گياه ميزبان كه در محـل  سوبرين و ديگ

منظـور جلـوگيري از    حمله بيمارگر در ساختارهايي مانند پاپيلا، به
مـاده   عنـوان يـك پـيش    يابند، به هاي قارچ تجمع مي گسترش هيف

عنوان  هاي متعدد، به در بررسي PALافزايش بيان ژن  .كند عمل مي
، فعـال كـردن   SAدر افزايش مستقيم  اثرژن دخيل در مقاومت، با 

و نيز القاي سريع مـرگ  PR هاي  و به دنبال آن بيان ژن NPR1ژن 
ــه اثبــات رســيده اســت   در  .(Fitzgerald et al.2004)ســلولي ب

هـاي دفـاعي    در پاسـخ  PALانجام شده، نقش مـوثر   هاي پژوهش
نقـش  . (Zhu et al.1995) ها اثبات شده است  گياهان عليه پاتوژن

هاي دفاعي پس از عفونت با قارچ عامل زنـگ   پاسخ در PALمهم 
  .(Li and Liao, 2003)، در گندم اثبات شده است 9)سياه(ساقه 

Lipase را دارد و نقـش   استرها هيدروليزي است كه توانايي آنزيم
را ايفـا   اسيد چـرب و  گليسرولبه  گليسريد ترياختصاصي تبديل 

 از لحــاظليپــاز . گوينــد مــي ليپــوليزكنــد كــه بــه ايــن عمــل  مــي

                                                           
5- Pathogenesis Related Proteins 
6- Phenyl alanin ammonia lyase 
7- isoflavonoids 
8- phenylpropanoids 
9- Puccinia graminis f.sp. tritici  
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 وسـيله هيـدروليز بانـدهاي    ها را به ، دگرگوني چربيشناسي زيست
fatty acyl ester در acyl glycerol  كنـد  ، آغـاز مـي )Carriere et 

al.1994( .دانست كه  استرازهااز اي  توان زيرمجموعه ليپازها را مي
آب -تري، دي و منوگليسيريدهاي موجود در حدفاصل بين روغن

ــژوهشدر . كننــد را هيــدورليز مــي ــر روي ا هــاي پ نجــام شــده ب
هاي عامل زنگ، افزايش قابل تـوجهي در   هاي ژنتيك قارچ ويژگي

هاي گندم آلـوده بـه زنـگ     ميزان بيان چند نوع آنزيم ليپاز در برگ
توانـد بيـانگر نقـش ايـن      اين مسئله مـي . سياه، مشاهده شده است

  .(Duplessis et al.2011)پروتئين در مقاومت باشد 
LTP10 نتقـال دهنـده ليپيـد، از اعضـاي خـانواده      هـاي ا  يا پروتئين

PR14    هستند كه داراي فعاليت ضدقارچي و ضـدباكتريايي قـوي
هاي گياهي، ليپيد يا چربي،  در سلول. (Molina et al.1993) هستند

به غشاهاي  11خود يعني شبكه آندوپلاسمي ساختاز محل اصلي 
شود  سلولي مانند كلروپلاست و غشاي ميتوكندري مننتقل مي درون

چربـي در داخـل سـلول هسـتند      ها مسئول انتقـال  كه اين پروتئين
(Wirtz, 1991) .غشايي انـواع   ها انتقال بين گروهي از اين پروتئين
كننـد   هاي آلي به غير از چربي را نيز تسهيل مـي  ديگري از ملكول

. (Pozanski et al.1999)شوند  ناميده مي None specific-LTPكه 
در ژنوتيـپ حسـاس گنـدم،     LTPاز انـواع   يكـي  12افزايش بيـان 

و  Fusarium graminearumموجب افزايش مقاومت آن در برابر 
 Cochliobolus sativus، قـارچ عامـل پوسـيدگي معمـولي ريشـه     

در لاين مقاوم  LTPنرخ بيان پروتئين  .(Zhu et al.2012)شود  مي
 در سـطح  حسـاس  لايـن مقايسه با اي در  به زنگ قهوه آلودهگندم 

  .(Hulbert et al.2007)بالاتري قرار دارد 
و  هـا  تيكي از رويكردهاي مهندسي ژنتيـك بـراي مبـارزه بـا آف ـ    

كاري ژنتيك و  گياه از طريق دست كردنهاي گياهي، مقاوم  بيماري
هاي توليدكننـده   توليد گياهان تراريخته حاوي ژن. استانتقال ژن 
گرهـاي خاصـي   و بيمار هـا  كه در مقابـل آفـت   هاي سمي پروتئين

بسيار سمي و مؤثر بوده و در عين حال براي انسان، گيـاه، محـيط   
هـاي كـاربردي    زيست و حشرات مفيـد، زيـاني ندارنـد، از مثـال    

  هـاي مقاومـت گياهـان    ژن. اسـت مهندسي ژنتيك در كشـاورزي  
)R genes(هـا در   تـوان از آن  ، منابع ژنتيك با ارزشي هستند كه مي

                                                           
10- Lipid Transfer Proteins  
11- ER  
12- Overexpress 

  .زا استفاده كرد مقاوم به عوامل تنش هاريختراستاي توليد گياهان تر
طـور   بـه  لايـن  15مقاومـت  درجـه   ارزيـابي با هدف  پژوهشاين 

جدايـه   رقـم تجـاري گنـدم در پاسـخ بـه      5ايزوژنيـك و   تقريبي
اي، بر اساس تراكم جـوش يـا    قارچ عامل زنگ قهوه مشخصي از

چنـين نـرخ    هـم . ها در واحد سطح انجام شد ميانگين تعداد جوش
در ارقام حساس و مقاوم گندم   LTPو PAL ،Lipaseهاي  ان ژنبي

سـازي بـه    هاي مختلف پس از آلوده تجاري انتخاب شده، در زمان
   .اي مورد ارزيابي قرار گرفت عامل زنگ قهوه

  
  ها روشومواد

اي مربوط بـه منطقـه    در اين بررسي جدايه زنگ قهوه: تهيه نمونه
رقم تجاري گندم شامل آرتـا،   5، )90-20با شماره ايزوله (ساري 

 طـور تقريبـي   بهلاين  15و همچنين  3دريا، مرواريد، تجن و مغان 
، Lr1 ،Lr2a ،Lr3 ،Lr9 ،Lr10 ،Lr11ايزوژنيـــك گنـــدم شـــامل 

Lr12 ،Lr16 ،Lr19 ،Lr21 ،Lr24 ،Lr25 ،Lr26 ،Lr28 و Lr34 ) با
بـه  ) مورفولوژيـك پيشـين   هـاي  پژوهشتوجه به نتايج حاصل از 

ــينمنظــو ــايش  ر تعي ــاي درجــه مقاومــت و حساســيت در آزم  ه
ترين ارقام،  ترين و مقاوم ملكولي حساس تجزيهغربالگري و سپس 

انتخاب و از موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج تهيه 
  .شد

قارچ، اسپور به روش تك جـوش   جدايهبراي تكثير : تكثير اسپور
روزه رقــم  7 هــاي خــالص و ســپس بــر روي بــرگ اول گياهچــه

زني شده در محـيط   هاي مايه گياهچه. زني شد حساس بولاني، مايه
درجه سلسيوس و در رطوبـت اشـباع،    17تا  15تاريك، در دماي 

 25تا  20ساعت نگهداري و سپس به گلخانه با دماي  24به مدت 
اسـپور  . منتقل شـدند  درصد 75درجه سلسيوس و رطوبت نسبي 

ي پلاسـتيكي و در فريـزر بـا دمـاي     ها خالص تكثير شده در ويال
درجه سلسيوس نگهداري و براي فعال كردن مجدد اسپورها،  -40

درجه سلسيوس  42دقيقه در دماي  3هاي پلاستيكي به مدت  ويال
دقيقه  45ماري و سپس در دسيكاتور حاوي آب مقطر به مدت  بن

  .قرار داده شدند
هـت  ج: همسـان جهـت آزمـون غربـالگري     هاي گياهچهتوليد 

 24عدد بذر از هر لايـن بـه مـدت     20اصلي،  هاي لاينغربالگري 
ساعت در ظرف حاوي آب مقطر و سپس بـر روي كاغـذ صـافي    
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پـس از مرطـوب كـردن    . درون تشتك پتري استريل قرار داده شد
زنـي،   ترشـدن جوانـه   كاغذ صافي بـا آب مقطـر، بـراي يكنواخـت    

س نگهـداري و  درجه سلسيو 25ها در ژرميناتور و در دماي  پتري
هـاي حـاوي خـاك     ساعت بذور جوانه زده بـه گلـدان   48بعد از 

 16هـا در اتاقـك رشـد بـا تنـاوب       گياهچـه . استريل منتقل شدند
ساعت تـاريكي   8درجه سلسيوس و  22ساعت روشنايي با دماي 

و بـه   درصـد  75درجه سلسيوس، بـا رطوبـت نسـبي     20با دماي 
  .مدت يك هفته نگهداري شدند

هـاي حـاوي    ، بريده و در پتـري روزه 7هاي  ول گياهچههاي ا برگ
 20نــيم درصــد حــاوي  water agarمحــيط كشــت نيمــه جامــد 

هاي مربوط بـه   برگ. گرم در ليتر بنزيميدازول قرار داده شدند ميلي
طور تصادفي و با تكرارهـاي   هاي ايزوژنيك و ارقام تجاري به لاين

مرتبه  2ن آزمايش اي. مساوي در كنار هم در هر پتري پخش شدند
بـه منظـور   . شد بررسيبرگ از هر لاين  14تكرار و در هر تكرار 

ليتـر آب   اسپور در هـر ميلـي   107زني، از سوسپانسيون حاوي  مايه
اسـتفاده و سوسپانسـيون بـر روي     20مقطر استريل حاوي تـويين  

سـاعت در ژرمينـاتور    24هـا بـه مـدت     پتري. ها اسپري شد نمونه
درجه سلسيوس و با رطوبـت اشـباع    17تا  15 تاريك و در دماي

درجـه سلسـيوس و    25-20نگهداري و سپس به گلخانه با دماي 
  .منتقل شدند درصد 75رطوبت 

زني، ارزيابي ميـزان   دوازده روز بعد از مايه: ارزيابي تيپ آلودگي
حساسيت هر لاين براساس شمارش تعداد جوش در سطح معيني 

متـر مربـع از هـر     سانتي 5/2ها در  شتعداد جو(هاي آلوده  از برگ
 تجزيـه . و بوسيله اسـتريو ميكروسـكوپ، صـورت گرفـت    ) برگ

تكرار انجام شده آزمـون غربـالگري، بـا روش     2ها در  آماري داده
Duncan's Multiple Range Testانجام شد ،.  

جهت بررسي : ملكولي تجزيهجهت  نمونهآوري  زني و جمع مايه
ژنوتيـپ  (و مرواريـد  ) ژنوتيـپ مقـاوم  (ا ارقام تجاري آرت ملكولي
 7هـاي   گياهچه. بر اساس نتايج غربالگري انتخاب شدند )حساس

، بـا  )آرتا و مرواريـد (ملكولي  تجزيهروزه ارقام مورد آزمايش در 
اســپور در هــر  107سوسپانســيون اســپور تهيــه شــده بــه غلظــت 

 24هـا در اتـاق رشـد بـه مـدت       گياهچه. زني شدند ليتر، مايه ميلي
درجه سلسيوس و رطوبـت   17تا  15ساعت در تاريكي در دماي 

 16درجـه سلسـيوس تنـاوب     25تـا   20اشباع و سپس در دمـاي  

گيري  نمونه. درصد نگهداري شدند 75ساعت روشنايي و رطوبت 
زني و در سـاعات   ها در زمان پيش از مايه هاي اول گياهچه از برگ

س از پـودر شـدن بـا    و پ پس از تلقيح انجام گرفت 48و  24، 12
  .درجه سلسيوس نگهداري شدند -80ازت مايع در فريزر با دماي 

محتوي : ها از نمونها ژنومي .ان.دي زدودنو اي .ان.آر استخراج
ي مختلـف  هـا  برداري شده در زمان نمونه هاي برگاز اي كل .ان.آر

بـه  . انجـام شـد  ) شـركت سـيناژن  ( RNXplusبا استفاده از كيـت  
ــور زدودن ــهاي .ان.دي منظـ ــومي از نمونـ ــاي ژنـ ، از اي.ان.آر هـ

طبق  Fermentasساخت شركت   RQ1 RNase-free DNaseكيت
  .شددستورالعمل شركت سازنده استفاده 

منظـور بررسـي    به: استخراجياي .ان.آر كميتبررسي كيفيت و 
هـاي   نمونـه . شـد استخراجي از دو روش استفاده اي .ان.آر كيفيت

ــا اســتفاده   ــارز اســتخراج شــده، ب ــافر 5/1از ژل آگ   درصــد در ب
(40mM Tris acetate, 1 mM EDTA 1X) TAE  شـدند بررسي .

دقيقــه  15بــه مــدت   (µg/mL 0.5)ژل در اتيــديوم برومايــد  
خـوان   دستگاه ژل UVآميزي و بعد از شستشو با آب مقطر با  رنگ

هـا   درجه خلوص و غلظت نمونـه . برداري شد كداك از آن عكس
ــوج  ــول م ــاي  در ط ــتگاه    280و  260ه ــيله دس ــانومتر و بوس ن

  .شداسپكتروفتومتر بررسي 
بـا اسـتفاده از كيـت     cDNA: كيفيـت  بررسيو  cDNAساخت 

Revert Aid First Standard cDNA ) شركتFermentase ( و بر
سـاخته   استخراج شدهاي كل .ان.محتوي آر اساس دستورالعمل، از

سـيوس نگهـداري   درجه سل -20در  ها تا زمان استفاده نمونه. شد
 اي بـا اسـتفاده از واكـنش زنجيـره     cDNAتكثيـر قطعـات    .شدند
ارزيـابي محصـول   . اكتين انجام شد-و جفت آغازگر بتا ١٣مراز پلي

  TBEبـافر درصـد در   5/1بـر روي ژل آگـارز   آر .سـي .پي واكنش
  .صورت گرفت

  Quantitativeروشبــه كمــك هــا  بررســي ميــزان بيــان ژن

real- time PCR :بوسيلهها  بيان ژن qRT-PCR ،  و با اسـتفاده از
 M*3000Pمربوطـه در دسـتگاه   آغازگرهايو Syber green كيت 

thermal cycler   (BioRad)   انجـام شـد.Lμ2  ازcDNA   رقيـق
ها استفاده شـد   عنوان الگو در واكنش از هر نمونه به )ngr 50(شده 

  Lμ5/8سايبرگرين و Lμ5/7از هر آغازگر،  Lμ1: و به تركيب
                                                           

13- Polymerase Chain Reactin (PCR) 
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  دماي اتصال

)°c( 

 طول نوكلئوتيد
(bp) 

  توالي آغازگر
(5'→3') 

نام آغازگر

60 150 F: GGAAAAGTGCAGAGAGAACG  
R: TACAGTGTCTGGATCGGTGG  

TaActin 

60 145 F: CACAAAATATCGACCCACCAC    
R: ACTGGGTATTCGTCTGTCAGC     

TaLipase 

60 148 F: ACGTAGGTACTCCTCTCGCTGT     
R: GTTGATCGACCACTTCTTCTCA     

TaLTP 

60 150 F: CCAATGTTCTGTCCGTCCTT             
R: CTTCAGCTTGTGGGTCAGGT   

TaPAL 

  
جهـت   دمـايي  پارامترهاي. افزوده شد) Lμ 20:نهاييحجم (آب 

  .تكثير مطابق زير است
  .درجه سيلسيوس 95دقيقه در  4: سازي اوليه مرحله واسرشته -1
  .درجه سيلسيوس 95ثانيه در  30: سازي مرحله واسرشته -2
  .درجه سيلسيوس 60ثانيه در دماي  30: مرحله اتصال آغازگر -3
  .درجه سيلسيوس 72ثانيه در دماي  20: مرحله تكثير -4
  . درجه سيلسيوس 60دقيقه در دماي  5: نهاييمرحله تكثير  -5
  .4الي  2مرتبه چرخش بين مراحل  40و 

 1نيـز در جـدول    پژوهشاستفاده در اين  موردليست آغازگرهاي 
دار  عنوان ژن خانه به β-Actin از ژن ها در تمام آزمايش. آمده است
  . تكرار انجام گرفت 2در آر .سي.پي هاي تمام واكنش. استفاده شد

  افـزار  بـا نـرم   Real timeهـاي دسـتگاه    داده تجزيه: ها داده زيهتج
Bio-Rad cfx manager نرخ بيان هر ژن در ايـن روش  . انجام شد

 CT)ΔΔ(-2 (Livak and Schmittgen, 2001)با اسـتفاده از فرمـول   
  .محاسبه شد

ΔCT)  نمونه كنترل– ΔCT نمونه آزمايش(  =ΔΔCT  

CT) ١٤ -دار ژن خانهCT ژن هدف(  =CTΔ  
، اكسـل  افزار در نرم TTESTو  STDEV، با محاسبه ها داده تجزيه

  .انجام گرفت

  
 بحثوجينتا

طـور   بـه لايـن   14آماري نتايج حاصل از واكنش غربالگري  تجزيه
رقم تجاري گنـدم در مقابـل جدايـه زنـگ      5ايزوژنيك و  تقريبي

                                                           
14- Threshold Cycle (Ct)   

بـا  ) متـر مربـع از هـر نمونـه     سانتي 5/2تعداد جوش در (اي  قهوه
، نشـان داد كـه اخـتلاف    Duncan's Multiple Range Testروش 

هـاي حسـاس در ميـزان     هاي مقاوم در مقايسـه بـا لايـن    بين لاين
اي در سـطح پـنج درصـد     حساسيت به قـارچ عامـل زنـگ قهـوه    

  ). 2و  1شكل ( P ≤ 0.05)(دار است  معني
 هـاي  رقم آرتا و در بين لايـن ، تجاريدر بين ارقام بر اين اساس، 

بيشـترين نـرخ مقاومـت را نشـان      Lr2aايزوژنيـك   طور تقريبي به
بـه ترتيـب در بـين ارقـام      Lr11چنين رقـم مرواريـد و    هم. دادند

تـرين ميـزان    ايزوژنيـك، بـيش   طور تقريبـي  بههاي  تجاري و لاين
ترين مقاومت به ترتيـب   در مجموع بيش. حساسيت را نشان دادند

و  مشاهده شد 3و مغان Lr2a ،Lr26 ،Lr19 ،Lr28، Lr24در آرتا، 
Lr25 ،Lr16 ،Lr1 ،Lr10 ،Lr21 ،Lr12 ،Lr3 ،Lr34 ،تجن ،Lr11 ،

هـا ارزيـابي شـدند     ترين ارقـام و ژنوتيـپ   دريا و مرواريد حساس
  ).2و  1شكل (

هـاي قـارچ عامـل بيمـاري در      در اين بررسي شمارش تعداد كلني
رسـد   يناهمگن بوده كه به نظـر م ـ  Lr9تكرارهاي لاين ايزوژنيك 

رو از  از اين. اين امر به دليل عدم خلوص بذور در لاين فوق باشد
 .بيان نتايج مربوط به اين لاين صرف نظر شده است

بـا   Lrهـاي   بخشي از نتـايج ايـن بررسـي در ارتبـاط بـا ژنوتيـپ      
 (,Afshari et al.2005;Afshariهــاي قبلــي مطابقــت دارد يافتــه

افشاري و همكـاران در   انجام شده توسط هاي پژوهشدر  .2008)
، Lr37 ،Lr36 ،LR34 هـاي  هاي حـاوي ژن  ، براي لاين1386سال 
Lr35،Lr29 ،Lr28 ،Lr25 ،Lr19 ،Lr18   وLr9  زايـي   بيمـاري

  مشاهده نشد و در تمامي مناطق مـورد بررسـي واكـنش مقاومـت     

 .مرازاي پلي زنجيره هاي آغازگرهاي مورد استفاده در آزمايشجفت-1جدول

Table 1- Properties and Nucleotide sequences of primers used in qRT-PCR. 
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نجـام شـده   ا هـاي  پـژوهش در . )Afshari et al.2005(نشان دادند 
هـاي   هـاي حـاوي ژن   ، بـراي لايـن  1389توسط افشاري در سال 

Lr2a ،Lr36 ،Lr32 ،Lr29 ،Lr28 ،Lr26 ،Lr25 ،Lr23 ،Lr19 ،
Lr14  وLr9 مشاهده نشد و در تمـامي منـاطق مـورد     زايي بيماري

  .)Afshari, 2008(بررسي واكنش مقاومت نشان دادند 
  

و مرواريـد پـس از   هاي دفاعي در ارقام آرتـا   بررسي بيان ژن
  P. triticinaآلودگي با قارچ 

درارقام آرتا و مرواريد پس از آلـودگي بـا    PALنرخ بيان ژن 
در پاسخ به آلودگي در هر  PALميزان بيان ژن : P. triticinaقارچ 

افـزايش   15زنـي   مايـه دو رقم آرتا و مرواريد، در سـاعات پـس از   
زنـي    پـس از مايـه   12بيشينه بيـان ايـن ژن نيـز در سـاعت     . يافت

در هر دو لاين مشاهده  germ tubeزني و تشكيل  همزمان با جوانه
                                                           

15- Hour after inoculation (hai) 

در  مجدداشد و نرخ بيان اين ژن پس از زمان اوج كاهش يافت و 
همزمان با تشـكيل هوسـتوريوم و   ) در اثر عفونت ثانويه( 48زمان 

ــت     ــزايش ياف ــارچ اف ــيليومي ق ــبكه ميس ــعابات ش ــزان . انش مي
و  24، 12هـاي   در رقم مقاوم آرتا در زمـان هاي اين ژن  رونوشت

برابر زمـان   22/7و  4، 2/17به ترتيب ساعت پس از آلودگي،  48
نـرخ بيـان ايـن ژن در    ). 3شكل (صفر به عنوان شاهد بوده است 

ساعت پس از آلودگي بـه   48و 24، 12هاي  رقم مرواريد در زمان
ده اسـت  برابر زمان صفر اين رقـم بـو   97/3و  98/2، 03/4ترتيب 

برابر  2/4در زمان اوج در رقم مقاوم آرتا  PALبيان ژن ). 3شكل (
اي  مقايسـه  آزمون. آن در زمان مشابه در رقم حساس مرواريد بود

t-test درصد بـه ترتيـب    1و  1/0داري در سطح  نيز اختلاف معني
زني بين اين دو رقم نشـان داده   پس از مايه 48و  12هاي  در زمان

   ).3شكل (است 

  هــاي خــود بــر روي  ، در پــژوهش)2009(كــوان و همكــاران  ژان

 .اي گندم ايزوژنيك گندم در مقابل با قارچ عامل زنگ قهوهطور تقريبيبهلاين2رقم تجاري و5نتايج آزمون غربالگري -1لشك

Figure 1- The result of screening 5 commercial and 2 near-isogenic lines of wheat in response to P. triticina. 

 .اي گندم يزوژنيك گندم در مقابل با قارچ عامل زنگ قهوهاطور تقريبيبهلاين14نتايج آزمون غربالگري -2شكل 

Figure 2- The result of screening 14 near-isogenic lines of wheat in response to P. triticina. 
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اي گندم، افزايش فعاليـت   ها در زنگ قهوه پروتئين Gبررسي نقش 
تـر از   را در همان مراحل اوليه آلودگي و سريع PALدفاعي آنزيم 
در  .ZhanQuan et al.2009)(ها مشاهده كردنـد   پروتئين PRساير 

در رابطه بـا بيـان ژن    )2010(انجام شده توسط پاول  هاي پژوهش
PAL    در برابر زنگ زرد فعاليت ضدميكروبي آن در مراحـل اوليـه

 .(Powell, 2010)است  پس از آلودگي مشاهده شده

درارقام آرتا و مرواريد پس از آلودگي بـا   Lipaseنرخ بيان ژن 
در هر دو رقم آرتا و مرواريد  Lipaseبيان ژن : P. triticinaقارچ 

يابد و در سـاعت   اي افزايش مي پس از آلودگي با قارچ زنگ قهوه
پس از آلودگي همزمان با تشكيل آپرسـوريوم و بـه دنبـال آن     24

نرخ بيان ايـن ژن در هـر   . رسد ميخ رخنه به بيشينه سطح خود مي
تـا  بيان اين ژن در رقم آر. يابد دو رقم پس از زمان اوج كاهش مي

، 75/5ساعت پس از آلودگي به ترتيب  48و  24، 12هاي  در زمان
شـكل  (عنوان شاهد بوده اسـت   برابر زمان صفر به 84/4و  43/12
 48و  24، 12هـاي   نرخ بيان اين ژن در رقم مرواريد در زمـان ). 4

برابـر زمـان    09/2و  02/3، 35/1ساعت پس از آلودگي به ترتيب 
در زمـان اوج   Lipaseبيان ژن ). 4 شكل(صفر اين رقم بوده است 

برابر آن در زمان مشـابه در رقـم حسـاس     1/4در رقم مقاوم آرتا 
داري  نيز اختلاف معني t-testاي  آزمون مقايسه. ه استمرواريد بود

  بين اين دو رقم نشان  24و  12هاي  درصد در زمان 1/0در سطح 

 درصـد  5دار در سطح  اختلاف معنيt-test آزمون بر اساس  .P. triticinaدر ارقام آرتا و مرواريد پس از آلودگي با قارچ  PALنرخ بيان ژن  -3شكل 
 .مشخص شده است*** با  درصد 1/0دار در سطح  و اختلاف معني** با  درصد 1دار در سطح  ، اختلاف معني*با 

Figure 3- Effect of P. triticina on PAL activity in susceptible (Morvarid) and resistant (Arta) uninfected (0 hai) and infected 
(12, 24 and 48 hai) wheat. Analysis of data by Student’s t-test showed significant difference between two cultivars 
(P<0.001=***, P<0.01=**, P<0.05=*). 

 5دار در سـطح   اخـتلاف معنـي  t-test بر اساس آزمون  .P. triticinaدر ارقام آرتا و مرواريد پس از آلودگي با قارچ  Lipaseنرخ بيان ژن  -4شكل 
 .مشخص شده است ***با  درصد1/0دار در سطحو اختلاف معني**باددرص1دار در سطح ، اختلاف معني*بادرصد

Figure 4- Effect of P. triticina on Lipase activity in susceptible (Morvarid) and resistant (Arta) uninfected (0 hai) and 
infected (12, 24 and 48 hai) wheat. Analysis of data by Student’s t-test showed significant difference between two 
cultivars (P<0.001=***, P<0.01=**, P<0.05=*). 
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  ).4شكل(داده است 
، ميزان بيان ژن )2005(شده توسط لو و همكاران  در بررسي انجام

ليپاز در هر دو لاين مقاوم و حساس گندم، پس از آلودگي با عامل 
، افزايش داشـته اسـت و در   Tilletia triticiسياهك معمولي گندم 

پس از آلودگي به حداكثر سطح خـود رسـيده اسـت و     16ساعت 
ان ايـن آنـزيم   البته نرخ بي. سپس به صورت تدريجي كاهش يافت

 Lu et)در لاين مقاوم، همواره بيشتر از لاين حساس بـوده اسـت   

al.2005) . همچنين در مطالعه انجام شده توسط باقري بجستاني و
، نرخ بيان ژن ليپاز، در لاين مقاوم گندم در برابر )2012(همكاران 

پس  12، در ساعت FHB ،Fusarium graminearumقارچ عامل 
يشترين سطح خود رسيد كه بيانگر نقش مثبت ايـن  از آلودگي به ب

ژن در مقاومت است كـه بـا نتـايج ايـن بررسـي مطابقـت دارنـد        
(Bagheri Bajestani et al.2012). 

در ارقام آرتا و مرواريد پس از آلـودگي بـا    LTPنرخ بيان ژن 
در هر دو رقـم آرتـا و مرواريـد     LTPبيان ژن : P. triticinaقارچ 

يابد و در ساعت  اي، افزايش مي ا قارچ زنگ قهوهپس از آلودگي ب
پس از آلودگي، همزمان با تشكيل آپرسـوريوم و بـه دنبـال آن     24

نرخ بيان اين ژن در هر . رسد ميخ رخنه، به بيشترين سطح خود مي
بيـان ايـن ژن در   . تدريج كاهش يافت هدو رقم پس از زمان اوج ب

پـس از آلـودگي بـه    سـاعت   48و  24، 12هـاي   رقم آرتا در زمان
عنـوان شـاهد    برابر زمان صفر بـه  86/23و  84/28، 54/14ترتيب 

در رقم حساس مرواريـد نيـز    LTPبيان ژن ). 5شكل (است  بوده

، 59/5ساعت پس از آلودگي به ترتيـب   48و 24، 12هاي  در زمان
بيـان  ). 5شكل (است  برابر زمان صفر اين رقم بوده 00/8و  17/9

برابـر آن در زمـان    1/3وج در رقم مقاوم آرتـا  در زمان ا LTPژن 
نيـز   t-testاي  آزمـون مقايسـه  . مشابه در رقم حساس مرواريد بود

 48و  24هـاي   در زمـان  درصـد  1/0داري در سطح  اختلاف معني
  ).5شكل (بين اين دو رقم نشان داده است 

ــدو   ــيا اولم ــا و گارس ــژوهشدر ) 1994(مولين ــر پ در  LTPژن  اث
ها، مشاهده كردند كـه سـطح بيـان     عي جو به پاتوژنهاي دفا پاسخ

 Blumeriaاين ژن پس از آلودگي به قارچ عامل سفيدك پـودري  

graminis f.sp hordei     در رقم مقاوم افـزايش يافتـه و در سـاعت
زني به اوج خود رسيد كـه بـا نتـايج ايـن بررسـي       پس از مايه 16

اس بـــر اســـ. (Molina and Olmedo, 1993)مطابقـــت دارد 
سـطح  ) 2010(انجام شده توسط ژنـگ و همكـاران    هاي پژوهش
در لاين مقاوم گندم پس از آلودگي بـه زنـگ زرد    LTP2بيان ژن 

پس از آلودگي به اوج خود رسـيد و   24افزايش يافت و در زمان 
طور منظمي كاهش يافت كه با نتايج اين بررسي مطابقـت   هسپس ب

در بررسي نقش ) 2006(ن لي و همكارا. (Zeng et al.2010)دارد 
ــودري    LTPژن  ــل ســفيدك پ ــارچ عام ــه ق ــدم ب در مقاومــت گن

Blumeria graminis f.sp. tritici   ــل ملاحظــه ــزايش قاب ــه اف ب
هاي اين ژن در لاين مقاوم در مقايسه با لاين حساس در  رونوشت

ساعات اوليه پس از آلودگي و سپس كاهش تدريجي آن پي بردند 
(Li et al.2006).  

 5دار در سـطح   اخـتلاف معنـي   t-testبر اسـاس آزمـون    .P. triticinaدر ارقام آرتا و مرواريد پس از آلودگي با قارچ  LTPنرخ بيان ژن  -5شكل 
 .مشخص شده است ***با  درصد1/0دار در سطحو اختلاف معني**بادرصد1دار در سطح ، اختلاف معني*بادرصد

Figure 5- Effect of P. triticina on LTP activity in susceptible (Morvarid) and resistant (Arta) uninfected (0 hai) and 
infected (12, 24 and 48 hai) wheat. Analysis of data by Student’s t-test showed significant difference between two 
cultivars (P<0.001=***, P<0.01=**, P<0.05=*). 
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 گيري جهنتي

در رقم مقاوم آرتـا   پژوهشدر اين  بررسيهاي مورد  نرخ بيان ژن
داري افـزايش   طور معنـي  در مقايسه با ژنوتيپ حساس مرواريد به

پيش از (هاي شاهد  ها در نمونه چنين سطح بيان اين ژن يافت و هم
در هر دو لاين مورد بررسي در اين آزمايش بسيار پـايين  ) آلودگي

هـاي   در مكانيسـم هـا   حاكي از نقش مثبت ايـن ژن  اين نتايج. بود
  . استاي  زنگ قهوه قارچ عامل به آلودگي در پاسخگندم  گياه مقاومت

العمل فيزيولوژيك و ژنتيك  عكس مختلفهاي  طوركلي ژنوتيپ هب
عملكـرد  . دهنـد  يكساني را در برابر حمله بيمارگرهـا نشـان نمـي   

ابل ژنوتيـپ و محـيط   اثر متق تاثيراي است كه تحت  صفت پيچيده
براي دستيابي به حـداكثر توليـد، مقـاوم بـودن بـه آفـات و       . است

زاي قـارچي، باكتريـايي و    عوامل بيماري. ها ضروري است بيماري
ويروسي در مقاطع مختلف از مرحله رشد گياه بيشترين خسـارت  

مهندسـي ژنتيـك همـواره سـعي بـر      . كنند را به محصول وارد مي
هاي مطلوب مقاومت بـه   را دارد كه حاوي ژن دستيابي به گياهاني

كـاهش هزينـه كشـاورزان از طريـق     . هسـتند هـا   و بيماري ها آفت

كاهش مصرف سـموم، افـزايش كميـت و كيفيـت محصـول و از      
سوي ديگر كاهش صدمات وارده به منـابع زيسـتي مثـل خـاك و     

هاي حاصـل از كـاربرد گياهـان     هاي زيرزميني از جمله مزيت آب
  .استتراريخته 

گيـري   نتيجـه  هـاي گذشـته   و يافتـه  پـژوهش با توجه به نتايج اين 
طور مستقيم  هب اسيد سالسيليك كه در افزايش PALژن  شود كه مي

عنـوان ملكـول سـيگنال بـا فعـال كـردن ژن        نقش دارد و خود بـه 
NPR1 هـاي   ، موجب بيـان ژن PR)PR1 ،PR2 ،PR3 ،PR5  و (...

ارزيـابي ايـن   . شـود  مي، توصيه هشود، در توليد گياهان تراريخت مي
هــا در  افــزايش بيــان و اســتفاده از آن روشبــا اســتفاده از هــا  ژن

مقـاوم كـه    ههاي اصلاحي در راستاي توليد گياهان تراريخت ـ برنامه
و ايمنـي زيسـتي دارنـد     هاي مقاومت ژنتيك نقش مهمي در برنامه

 در پـژوهش اميد است كه نتـايج حاصـل از ايـن    . شود پيشنهاد مي
اي و توسـعه   درك بهتر مقاومت گندم به قارچ عامـل زنـگ قهـوه   

هاي جديد در مبـارزه بـا ايـن بيمـاري از طريـق توليـد        استراتژي
  .موثر باشد هگياهان تراريخت
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