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زنی با تریکودرما، سودوموناس  هاي خیار پس از مایه هاي دفاعی در ریشه تغییرات بیان ژن
  *ها و ترکیب آن
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  چکیده
ي هـا  ها و یا بهبود رشد و کمک به گیاه جهت غلبه بر تـنش  یماريبها که باعث بروز  یکروبمدر طبیعت گیاهان در معرض طیف وسیعی از 

در ایـن  . باشـند  یمهاي فلورسنت  هاي تریکودرما و سودوموناس هاي مفید، گونه یکروبمین تر مهم. گیرند یمشوند قرار  یمزنده و غیر زنده 
که از فراریشه خیار جداسازي شده و قادر به القاء مقاومت  Pseudomonas sp. Ps14و  Trichoderma harzianum Tr6هاي  تحقیق اثر سویه

نتـایج نشـان داد کـه بیـان     . دفاعی مورد مطالعه قرار گرفت هاي ژنرات بیان در این گیاه بودند، بر سیستم ایمنی خیار با ارزیابی کمی تغیی
افـزایش بیـان   . یابنـد  هاي مفید افزایش می یکروبمها با این  یشهرزنی  گذرا بعد از مایه به طورگلوکاناز و کیتیناز -3و  1-دفاعی بتا هاي ژن

فقـط افـزایش بیـان      Ps14زنی با  مایه که یحالدر . دیده شد Ps14آن با و ترکیب  Tr6زنی با  نیز پس از مایه LOX1و  PR1هاي  گذراي ژن
LOX1 هاي مفید فعال شـده و سـپس    یکروبمها دلالت بر این دارد که در ابتدا سیستم دفاعی گیاه در مقابل این  این یافته. را در پی داشت
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Abstract 
In nature, plants are exploited by a plethora of microbes species that can cause severe diseases or establish 
beneficial relationships with them and improve plant growth or help the plant to overcome biotic or abiotic 
stresses. Trichoderma and fluorescent pseudomonads are the most useful beneficial microbes. In this study, 
the effects of Trichoderma harzianum Tr6, Pseudomonas sp. Ps14 and their combination, which isolated 
from cucumber rhizosphere and were able to induce resistance on cucumber, were evaluated on cucumber 
immune system by evaluation of defense gene expression. The results showed that expression of β-1,3-
glucanase and chitinase transiently increased after inoculation with both microbes. The transient increase of 
expression of PR1 and LOX1 was observed after inoculation with Tr6 and its combination with Ps14, 
whereas only LOX1 was increased after inoculation with Ps14. These findings indicate that the plant defense 
system was activated against beneficial microbes but later these microbes actively suppress the immune 
system of plants to establish a mutualistic interaction. 
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  مقدمه

در طبیعـــت گیاهـــان در معـــرض طیـــف وســـیعی از 
تواننـد باعـث    یم ـگیرند کـه   یمهاي بیمارگر قرار  یکروبم

از طـرف دیگـر،   . و ایجـاد خسـارت گردنـد     یمـاري ببروز 
هـا نیـز بـه     ارتباطات مفید بـین گیاهـان و میکروارگانیسـم   

هـاي مفیـد اغلـب در     یسمارگانمیکرو. شود یمفراوانی دیده 
فته و باعث بهبود رشد و کمک بـه گیـاه   فراریشه استقرار یا
تفـاوت  . شـوند  یمي زنده و غیر زنده ها جهت غلبه بر تنش

جامعه میکروبـی فراریشـه بـا خـاك اطـراف بیـانگر نقـش        
 Badri(باشد  گیاهان در تغییر جامعه میکروبی اطرافشان می

& Vivanco 2009, Bais et al. 2004, Bisseling et al. 
2009, Mendes et al. 2011(.  

هـا همچـون ریزوباکترهـاي     گروهی از میکروارگانیسـم 
 Plant growth promoting)بهبــود دهنــده رشــد گیــاه 

rhizobacteria, PGPR)  ي بهبود دهنده رشد گیاه ها قارچو
(Plant growth promoting fungi, PGPF)  ي هـا  جنساز

ســـودومونادهاي فلورســـنت و  بـــه خصـــوصمختلـــف 
و  با گیاهان دارنـد  (Mutualism)ري تریکودرما رابطه همیا

هاي خاك، سرکوب عوامل  توانند از طریق تجزیه آلاینده یم
ي رشدي گیاه و یا با القـاي  ها محركبیمارگر گیاهی، تولید 

 ISR (Induced systemic resistance)مقاومت سیستمیک 
علیه طیف وسیعی از عوامل بیمارگر گیاهی، اثرات مفیـدي  

 De Vleesschauwer & Höfte(باشـند  بر گیاهـان داشـته   

2009, Harman et al. 2004, Lugtenberg & Kamilova 
2009, Pozo & Azcón-Aguilar 2007, Shoresh et al. 
2010, Van der Ent et al. 2009a, Van Loon et al. 

1998( .  
ي هـا  مولکـول هاي ایمنی در گیاهـان، پـس از درك    پیام

هاي گیاهان آغاز و  فت کنندهتوسط دریا (Elicitor)محرك 
 & Boller(شـود   منجر به فعال شدن سیستم ایمنی گیاه می

Felix 2009, Jones & Dangl 2006( . ــروه ــر دو گ ه

هاي همزیست و همیار همانند بیمارگرها در ابتـدا   یکروبم
شوند  یمهاي بیگانه توسط گیاه شناسایی  ارگانیسم به عنوان

 Zamioudis(شـود   و سیستم ایمنی گیاه علیه آنها فعال می

& Pieterse 2012( . هاي مختلفی میـزان   یسممکانگیاهان با
هـاي همزیسـت و همیـار را مهـار و      یکـروب مکلنیزاسیون 

در گیاهـان  ) SA(تجمـع سالیسـیلیک اسـید    . کنند یمتنظیم 
ه هاي مفید گزارش شده ک ـ یکروبمکلنیزه شده توسط این 

 SAدهی  رسد گیاهان از مکانیسم فعال کردن پیام یم به نظر
 Schafer(کننـد   یمبراي محدود کردن کلنیزاسیون استفاده 

et al. 2009, Van der Ent et al. 2009b( . اتیلن نیز داراي
هاي مفیـد   نقش حیاتی در تنظیم تعادل بین گیاه و میکروب

اســیون باشــد و نقــش افــزایش اتــیلن در کــاهش کلنیز یمــ
دیواره سـلولی  . )Camehl et al. 2010(گزارش شده است 

برخــی ســودومونادهاي فلورســنت القــاء کننــده مقاومــت، 
 اکسـیژن ل هاي فعا ي دفاعی همچون افزایش فرمها واکنش

(Reactive Oxygen Species ROS)  افزایشCa2+   و بیـان
را در سوسپانسـیون   GSTو  PALهاي دفـاعی همچـون    ژن

. )Van Loon et al. 2008(انـد   سـبب شـده   سلولی توتـون 
 .Pهـاي کشـته شـده بـا حـرارت بـاکتري        همچنین سلول

fluorescens WCS417 هاي دفاعی و  باعث فعال شدن ژن
هــاي آرابیدوپســیس شــده اســت  رســوب کــالوز در ریشــه

)Millet et al. 2010( . هـاي خیـار بـا     زنـی ریشـه   مایـهT. 

harzianum T203 پراکســیداز و  باعــث افــزایش فعالیــت
هـاي   و افـزایش بیـان ژن   )Yedidia et al. 1999(کیتینـاز  
LOX1  وPAL1 هـا   یشـه رزنی  گذرا پس از مایه به صورت

 .Shoresh et al(شـده اسـت    T. asperellum T203بـا  

2005(.  
ــرهم  ــراي اســتقرار یــک ب ــاه،   ب ــا گی ــه ب کــنش دو جانب

ي ایمنی گیاه کـه علیـه   ها واکنشهاي مفید باید بر  یکروبم
. )Zamioudis & Pieterse 2012(آنها فعال شده غلبه کنند 
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هـاي مختلفـی بـراي تعـدیل      یسممکانهاي مفید از  یکروبم
 ها شامل این مکانیسم. کنند یمسیستم ایمنی گیاهان استفاده 

، )Achouak et al. 2004(  (Phase variation) تنوع فـازي 
تور، سرکوب دفاع وابسـته بـه   ي افکها مولکولبکار گرفتن 

ــه  ــا تجزیــ ــیلن بــ -ACC (Aminocyclopropane-1اتــ

carboxylate) )Glick et al. 2007, Verhagen et al. 

2004, Wang et al. 2005(   فعال کردن مسیر جاسـمونیک
 Millet et(شود  یم SAکه مانع از فعالیت مسیر ) JA(اسید 

al. 2010( از قبیــل ي شــبه هورمــونی هــا مولکــول، تولیــد
 SAبـا    (Cross talk)جیبرلین و اکسین که از طریق تداخل

 نمایند یماین مسیر را سرکوب و کلنیزاسیون خود را میسر 

)Lugtenberg & Kamilova 2009, Sirrenberg et al. 

2007( .  
ــنتز   ــیر بیوس ــزیم در مس ــین آن ــید   اول ــمونیک اس جاس

 باعـث تبـدیل   LOXآنـزیم  . باشـد  یم ـ LOXژنـاز   لیپوکسی
در  LOXنقـش  . شـود  یم ـ JAلینولئیک و لینولئیک اسید به 

ي زنـده و غیـر زنـده در    هـا  دهی به بسیاري از تـنش  پاسخ
 Melan et al. 1993, Shoresh(گیاهان گزارش شده است 

et al. 2005( . هاي مهم گیاهی هسـتند   یمآنزکیتینازها نیز از
ش ي بیمـارگر نق ـ ها قارچکه در تجزیه کیتین دیواره سلولی 

ها متعلـق بـه    این آنزیم. )Sahai & Manocha 1993(دارند 
یک عضـو از   Chitinase1(Chit1). باشند یم PR3خانواده 

بتـا  . )Shoresh et al. 2005( باشد یم шکیتینازهاي کلاس 
در تجزیـه  ) PR2یکی از اعضـاء خـانواده   (گلوکاناز  3و  1

نقش داشته و بعد از حمله بیمارگر در  ها قارچدیواره سلول 
گیاه القاء شده و باعث هیدرولیز بتـا گلوکـان کـه یکـی از     

شـود و نقـش    اجزاء اصلی دیواره سلول قارچی است، مـی 
  .)Doxey et al. 2007(کند  یممهمی در دفاع گیاه بازي 

هاي دفـاعی   در این پژوهش روند تغییرات کمی بیان ژن
PR1 ــا ــاز، 3و1، بت پــس از  LOX1و  PALکیتینــاز،  گلوکان

تیمار گیاهان خیار با تریکودرما، سودوموناس و ترکیب آنها 
ساعت پس از تیمـار مـورد    96در یک دوره زمانی صفر تا 

رسـانی فعـال شـده توسـط      بررسی قرار گرفت و مسیر پیام
رسانی فعـال شـده    گیاه جهت مهار کلنیزاسیون و مسیر پیام

ب دفـاع و کلنیزاسـیون   توسط میکروب مفید جهت سـرکو 
  . مورد تفسیر قرار گرفت

  ي بررسیها مواد و روش
  تریکودرما و سودوموناس هاي سویه

 Trichoderma harzianum هاي در این تحقیق از سویه

Tr6  وPseudomonas sp. Ps14  ــار ــه از فراریشــه خی ک
جداسازي شده و قادر به القاء مقاومت سیستمیک در خیـار  

بـراي تهیـه   ). Alizadeh et al. 2013( بودند، اسـتفاده شـد  
هاي حـاوي   تشتکدر   Tr6زنی، سویه مایه قارچ جهت مایه

رشـد داده   C24°روز در  هفـت بـراي   PDAمحیط کشـت  
در سـولفات  در سـطح تشـتک   حاصـله   هـاي  یدیومکن. شد
و بـا پشـم شیشـه     مولار سترون سوسپانسیون 01/0 یزیممن

تعـداد  . جدا گردیـد ها از سوسپانسیون حاصله  یسهرسترون 
 .گیـري شـد   وسیله هماسیتومتر انـدازه ه لیتر ب ر در میلیواسپ

 105اضافه شد تـا جمعیـت    ها گلدانیون اسپور به سوسپانس
 Segarra(حاصل شـود  ن اسپور به ازاء هر گرم خاك گلدا

et al. 2009  .(  
بـه   C28°آگـار در   KB کشـت  در محیط Ps14باکتري 

بـاکتري   هـاي  س پرگنـه سپ. مدت یک شب کشت داده شد
مـولار   01/0 یزیمدر سولفات من تشتکدر سطح  یافتهرشد 

 شستشو و رسوب دادن بادو بار پس از سوسپانسیون شد و 
ســـانتریفوژ میـــزان جـــذب سوسپانســـیون بـــاکتري بـــا 

گیـري و بـا    نانومتر اندازه 660وفتومتر در طول موج راسپکت
مولار میـزان جـذب بـه     01/0 یزیماضافه کردن سولفات من

مقدار لازم . شدرسانده  )لیتر سلول در میلی 109معادل ( یک
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 105جمعیـت  اي رسیدن بـه  بر از سوسپانسیون بدست آمده

 بـه خـاك اضـافه گردیـد    سلول باکتري بـه ازاي هـر گـرم    
)Leeman et al. 1996.(  

   تهیه نشاهاي خیار

ــول    ــس از ضــدعفونی ســطحی در محل ــار پ ــذور خی ب
ثانیه و سه بار آبکشی  30 به مدت %10کننده تجارتی سفید

زنی بین  ساعت براي جوانه 24 به مدتبا آب مقطر سترون 
قـرار داده   C28°کاغذ صـافی مرطـوب سـترون در دمـاي     

ي پـر شـده بـا    ها گلداندار زده در  سپس بذور جوانه. شدند
ماسه دو بار سترون شده کشت گردیدند و در اتاقک رشـد  

سـاعت و رطوبـت نسـبی     14و دوره نوري  C24°با دماي 
نشاها یک روز در میان با آب سترون . رشد داده شدند% 70

هـاي   یک هفته پس از رویش گیاهـان ریشـه  . آبیاري شدند
 105بـا تـراکم    )PSTR(ها  و ترکیب آن Tr6 ،Ps14ها با  آن
. زنـی شـد   لیتر مایـه  در میلیقارچ و یا سلول باکتري ر واسپ
سـاعت   96و  72، 48، 24هاي صفر،  در زمانبرداري  نمونه

بدین  .انجام شد ها یشهاز رها  زنی با آنتاگونیست پس از مایه
منظور در هر مرحله زمانی سه گیاه از هر تیمـار انتخـاب و   

با آب شیر شستشـو،   ها یشهبستر با تکان ملایم جدا، ر ماسه
آبگیـري   به کمـک دسـتمال کاغـذي   کشی،  با آب مقطر آب

و بسـرعت منجمـد   در نیتروژن مـایع   ها سپس مونهن. شدند
. ندنگهداري شدتا مراحل بعدي آزمایش  -C80° فریزردر 

و ترکیـب   Tr6 ،Ps14شـامل  تیمـار   چهـار این آزمایش بـا  
هـاي   نمونـه . تکرار انجام شـد  20 و شاهد با) PSTR( ها آن

 .مولار تیمار شدند./. 1شاهد با سولفات منیزیم 

  RNAاستخراج 

با اسـتفاده از   -C80°اي نگهداري شده در دماي ه نمونه
و بـه صـورت پـودر     خردشدهدر نیتروژن مایع خنک هاون 

کـه بـا    لیتـري  میلـی  5/1 يها لولهپودر حاصله در . درآمدند
در (شـد   فرو بردن در نیتروژن مایع خنک شده بود، ریختـه 

و تـا   )گـرم از نمونـه خـرد شـده     میلی 100 حدود لولههر 
. شـــدند داري نگـــهنیتـــروژن مـــایع  درمرحلـــه بعـــدي 

ــت  RNAاســتخراج ــا کی  RNeasy Plant Mini Kit)ب

Qiagen, Venlo, Netherlands)     بر طبق دسـتور کارخانـه
ــازنده انجــام شــد  ــارایی اســتخراج. س ــا روش   RNAک ب

 RNAدرصد تعیین و غلظت  5/1الکتروفورز در ژل آگارز 
 .ي شـد گیـر  استخراج شده با روش اسپکتروفتومتري انـدازه 

ــومی DNA جهــت حــذف ــ RNA، ژن ا اســتخراج شــده ب
DNase میکروگرم از  5/2بدین منظور . تیمار شدRNA  به

 X10 )Ambionیک لوله منتقل و سـه میکرولیتـر از بـافر    

turbo DNase free buffer ( ــزیم   75/0و ــر آن میکرولیت
)DNase (Ambion, CA, USA   حجـم  . به آن اضـافه شـد

عـاري از   (MQ)کیـو   ب مقطر میلـی نهایی با اضافه کردن آ
RNases  45 بـه مـدت   ها لوله. میکرولیتر رسانده شد 30به 

میکرولیتــر  75/0سـپس  . قـرار داده شــدند  C37°دقیقـه در  
دقیقـه   45ها براي مدت  دیگر آنزیم به هر لوله اضافه و لوله

 2/0(سپس شـش میکرولیتـر   . قرار داده شد C37°دیگر در 
ــم ــف ک ) حج ــول متوق ــدهاز محل  (Stop solution) نن

)Ambion, CA, USA (  دو  بـه مـدت  به هر لوله اضـافه و
دقیقـه در   5/1 مدت بهدقیقه در دماي اتاق قرار داده، سپس 

g10000 سانتریفوژ و در آخرRNA   از  شـده  عـاريDNA 
بدون برداشتن محلول متوقف کننده به لولـه جدیـد عـاري    

 .دمنتقل ش RNaseشده از 

ــرل عملکــرد  ــراي کنت ــودن  DNaseب  RNAو عــاري ب
بـا زوج   PCRژنومی یـک   DNAاستخراجی از آلودگی به 

-'5آغــــــــازگر بــــــــا تــــــــوالی مســــــــتقیم   

GTCAAAATACTGGGAAGATC-3'    5و معکـوس'-

TTTGAGGTAGGAAGTGTAGT-3'  که یک اینتـرون
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  جفت آغازگرهاي مورد استفاده در این تحقیق به همراه توالی نوکلئوتیدي آنها. 1جدول 
Table 1. Primers pairs used in this study with their nucleotide sequences 

Reference Reverse Forward Gene 
Wan et al. 2010 5'-AGGGTGAAAGCAAGAAGAGC-3' 5′-CTGTGCTGTCCTCATTATTG-3' EF1α 
Migocka & Papierniak 2011 5'-CTCGTCAAATTTACACATTGGT-3' 5'-TGGGAAGATTCTTATGAAGTGC-3' CACS 
Current study 5'-TCATCCACCCACAACTGAAC-3' 5'- TGCTCAAC AATATGCGAACC-3' PR1 
Current study 5'- TGGTGGGATTGAAGTTAGCC-3' 5'- CTCTTGGGTGGTGGTGTTTC-3' LOX1 
Shoresh et al. 2005 5'-AACCGGTCTCGGATACAACAAC-3' 5'-CAATTATCAAAACTTGTTCGATGC-3' GLUCANAS 
Shoresh et al 2005 5'-AGTGGCCTGGAATCCGACT-3' 5'-TGGTCACTGCAACCCTGACA-3 CHIT1 
Shoresh et al. 2005 5'- CCATGGCAATCTCAGCACCT -3' 5'-ATGGAGGCAACTTCCAAGGA-3' PAL1 

  
 Wan et(، انجام شد کنند یمخیار تکثیر  HSP70را در ژن 

al. 2010( .   محلـول واکـنشPCR     شـامل یـک میکرولیتـر
 10غلظت (آغازگر مستقیم، یک میکرولیتر آغازگر معکوس 

میکرولیتــر آب مقطــر  12، دو میکرولیتــر بــافر، )پیکومــول
MQ مرازیپل کت، یک میکرولیتر از نمونه و یک واحد آنزیم 

دو دقیقـه بـراي    بـه مـدت   C95°: و برنامه دمـایی شـامل   
 بـه مـدت   C95°چرخه با  35سازي اولیه و سپس  واسرشته

یک دقیقه  به مدت C72°ثانیه،  30 به مدت C56°ثانیه،  30
هـا   براي بسط نهایی چرخه C72°و در پایان شش دقیقه در 

درصـد  5/1در ژل آگـارز   PCRدر آخر محصول . انجام شد
ــودگی   ــدهاي احتمــالی در صــورت آل جهــت مشــاهده بان

  .الکتروفورز گردید

  cDNAساخت 

به لولـه عـاري از    DNAعاري از   RNAیک میکروگرم
RNases   منتقل و به آن یک میکرولیتـر آغـازگرOligo dT  

صـد پیکومـول در   ) هلنـد  Invitrogen محصـول شـرکت  (
قـرار داده   C65°پنج دقیقـه در   به مدتمیکرولیتر اضافه و 

چهــار . هــا بلافاصــله در یــخ گذاشــته شــدند نمونــه. شــد
 )Fermentas, 5X RT buffer EP0452(میکرولیتـر بـافر   

5X،  دو میکرولیتر ازdNTPs  و یک میکرولیتر  مول یلیمده
 ,RevertAid H minus Reverse Transcriptase)آنـزیم 

Fermentas (EP0452/EP0451   ــه ملایمــت اضــافه و ب
 C42 ،15°دقیقـه در   60 به مدتها سپس  لوله. مخلوط شد

. دقـرار داده ش ـ  C70°دقیقه در  15در آخر  C50°دقیقه در 
  . نگهداري شد -C20°حاصل در  cDNAدر پایان 

  Quantitative real time PCRانجام 

ــا اســتفاده از نــرم LOX1و  PR1هــاي ژنبــراي  ــزار  ب اف
)Primer3(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm 

 200تـا   100و محصول بـین   TM = 60با معیارهایی چون 
تـوالی آغازگرهـا از نظـر    . جفت باز آغـازگر طراحـی شـد   

با نرم افـزار   (Hairpin)تشکیل آغازگر دایمر و تاخوردگی 
Laserjet آغازگرهاي مـورد نیـاز از شـرکت    .  کنترل شدند
Biolegio )ي تهیـه شـده بـا    هـا آغازگر. تهیـه شـدند  ) هلند

PCR  از نظر تکثیر یک قطعه واحد باcDNA  سنتز شده در
هـاي   آغازگرهاي ژن. مراحل قبل مورد آزمایش قرار گرفتند

CHIT1ــا ــاز ، -3و  1-، بت  CACSو  PAL1  ،EF1αگلوکان
بــه  CACSو  EF1αهــاي  ژن. انتخــاب شــدند) 1جــدول (

مخلـوط   .هاي مرجع براي خیـار انتخـاب شـدند    ژن عنوان
حـدود  ( cDNAدو میکرولیتـر نمونـه   : شامل PCRواکنش 

، هشـت میکرولیتـر از مخلـوط آغـازگر     )میکرو گـرم  04/0
 10و ) غلظت آغـازگر یـک پیکومـول   (مستقیم و معکوس 

ــر از  ــامیکرولیتـ ــ نیبرگریسـ  AB Applied) کسیمـ

Biosystems, Foster, CA)  ًمیکرولیتـر بـود   20 مجموعـا .
خانـه، بـا    96بعد از اضافه کردن مخلـوط فـوق بـه پلیـت     

یـک   به مـدت پوشیده و سپس  ها حفرهدرپوش مخصوص 
 Quantitativeعملیات . دور سانتریفوژ شد 4000دقیقه در 
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real time PCR  در دســـتگاهGeneAmp7900HT 

Sequence Detection System  ســاختAB Applied 

Biosystems Inc.   کشور امریکا با شرایط دمـایی°C95   بـه
آن چهـل   بـه دنبـال  ده دقیقه براي واسرشت اولیـه و   مدت

یـک   بـه مـدت   C60°ثانیـه و   30 به مدت C95°چرخه با 
  .دقیقه، انجام گردید

ــتگاه  داده ــاي حاصــل از دس ــه QPCR ه ــرم ب ــزار  ن اف
(Sequence Detection System Applied Biosystems 

SDS 2.4)  هـا مـورد    و از نظر صحت انجـام چرخـه   منتقل
بررسی قرار گرفتند و سپس جهـت تجزیـه بـه نـرم افـزار      

EXCEL هاي مورد مطالعه  یابی بیان ژن کمیت. نتقل شدندم
نسبت به ژن رفرنس طبق روش پفافـل و بـا اسـتفاده از دو    

 Wan et al. 2010, Migocka & Papierniak(ژن رفرنس 

 Pfaffl(و در نظر گرفتن کارایی آغازگرها انجام شد  )2011

et al. 2001( . میانگین سطوح عوامل مختلف پس از تجزیه
اي دانکـن  ها با استفاده از آزمـون چنـد دامنـه    دادهواریانس 

  .  (P<0.05)مورد مقایسه قرار گرفت 

  نتایج
و  Tr6 ،Ps14در اثر تیمار با  β-1,3-glucanaseبیان ژن 
ساعت پـس از   72در ساعات اولیه تا ) PSTR(ترکیب آنها 

سـاعت پـس از    96زنی افزایش یافت و سپس در زمان  مایه
بیان این ژن . لیه در زمان صفر نزول کردزنی به سطح او مایه

زنـی بـه حـداکثر     ساعت پـس از مایـه   48در  Tr6در تیمار 
بیـان ایـن ژن در   . رسید و سپس سیر نزولی را شروع کـرد 

زنی بـه   ساعت پس از مایه 72در  PSTRو  Ps14تیمارهاي 
حـداکثر و  . حداکثر رسیده و سپس سیر نزولی را آغاز نمود

و  Tr6یـب مربـوط بـه    بـه ترت ایـن ژن  حداقل افزایش بیان 
PSTR   برابـر نسـبت بـه شـاهد بـود       5/7و 5/12به میزان

  ).1شکل (

، Tr6زنـی بـا    ساعت پس از مایه 72زمان در  Chit1ژن 
Ps14  وPSTR     در همه تیمارها افـزایش بیـان نشـان داد و

و  14/15یزانبه مو  PSTRبیشترین افزایش مربوط به تیمار 
برابـر نسـبت بـه     38/9یـزان  به مو   Tr6کمترین مربوط به 

زنی  ساعت پس از مایه 48از زمان  Tr6در تیمار . شاهد بود
از زمـان     PSTR و Ps14سیر نزولی آغـاز و در تیمارهـاي   

 96زنی این سیر آغـاز امـا در زمـان     ساعت پس از مایه 72
  ).1شکل (هنوز به سطح اولیه قبل از القاء نرسیده بود 

نشـانگر مسـیر مقاومـت القـاء شـده       نبه عنوا PR1ژن 
با بررسی تغییرات بیان . باشد یموابسته به سالیسیلیک اسید 

را در مقاومت القاء شـده تفسـیر    SAتوان نقش  یماین ژن 
بدین منظور . )Pape et al. 2010, Ward et al. 1991(کرد 

بیـان  . بیان این ژن در این تحقیق مورد ارزیابی قرار گرفـت 
 Tr6 ،Ps14زنی بـا   ساعت اولیه پس از مایه 24در  PR1ژن 
 48در . تغییرات چندانی نسبت به شـاهد نداشـت   PSTRو 

افـزایش   PSTRو  Tr6زنی در تیمارهاي ساعت پس از مایه
برابر نسبت بـه شـاهد    73/5و  75/6بیانی به ترتیب برابر با 

سـاعت پـس از    72در زمـان  . نشان داد و به حداکثر رسید
یمارهـا کـاهش یافتـه و بـه     تاین ژن در همـه  زنی بیان  مایه

تغییر چندانی در بیان این  Ps14در تیمار . سطح اولیه رسید
 ).2شکل(ژن دیده نشد 

و  48، 24ي ها زماندر همه تیمارها طی  LOX1بیان ژن 
بـه   96زنی افزایش داشته و در زمان  ساعت پس از مایه 72

بـه تیمـار   بیشترین افزایش مربوط . سطح اولیه کاهش یافت
PSTR  48برابر نسبت به شـاهد و در زمـان   31/12با میزان 

بـه   Tr6 و Ps14در تیمارهـاي  . زنی بود ساعت پس از مایه
مشـاهده شـد     96/4و  60/3ترتیب افزایش بیانی برابـر بـا   

   .)2شکل(
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ساعت پـس از   96و  72، 48، 24صفر، هاي زمانهاي گیاهان خیار در  در ریشهگلوکاناز و کیتیناز -3و  1-بتاهاي   تغییرات بیان ژن. 1شکل 
هایی کـه داراي حـداقل یـک     ستون. )PS/TR( آنهاترکیب  Trichoderma. harzianum Tr6 (TR), Psudomonas sp. Ps14 (PS)ها با  زنی ریشه مایه

 .ندارند یکدیگر داري با معنی اختلاف %5آماري در سطح  دانکن، آزمون حسب حرف مشترك هستند بر
Fig 1. Relative expression of β-1,3-Glucanase, CHIT1 genes in roots of cucumber at different time points after 
inoculation with Pseudomonas sp. Ps14 (PS), Trichoderma harzianum Tr6 (TR) and their combination (PSTR). 
For each time point bars with different letters are significantly different (Duncan post hoc test, P < 0.05). 

  
  بحث
برابـر  قادر به القـاء مقاومـت در    Ps14و  Tr6هاي  سویه

بیماري پوسیدگی فوزاریومی ریشه و سـاقه خیـار بودنـد و    
تـري را باعـث شـده اسـت      يقوالقاء مقاومت  ها آنترکیب 

)Alizadeh et al. 2013( .ــا هــاي ژن ــاعی بت -3و  1-دف
و  PR1مسـیرهاي سـیگنالی    هـاي  ژنو گلوکاناز و کیتینـاز  

LOX1 زنــی بــا ایــن  طــی یــک دوره زمــانی پــس از مایــه
گلوکانـاز و  -3و  1-بتـا . تغییر بیان نشان دادنـد ها  یکروبم

باشـند و باعـث    یم ـهاي مهم گیاه  ینپروتئ PRکیتیناز که از 
 هـا  ژنافـزایش بیـان ایـن    . شوند یمتجزیه کیتین و گلوکان 

پس آلودگی گیاهان به بیمارگرهاي مختلف گـزارش شـده   
 ,Alizadeh et al. 2013, Harish et al. 2009(اسـت  

Shoresh et al. 2005( . نیز در پاسخ  ها ژنافزایش بیان این
 .Shoresh et al(ها توسط تریکودرمـا   یشهربه کلنیزاسیون 

گذرا گـذارش شـده کـه     به طورها نیز  و سودوموناد )2005
ونـگ و  . با نتایج حاصـله در ایـن تحقیـق همخـوانی دارد    

با بررسی بیان ژن بـا روش   )Wang et al. 2005( همکاران
ــه  ــه  (Microarray)ریزآرای ــس از مای ــه  پ ــی ریش ــاي  زن ه

افـزایش   P. fluorescens FPT9601-T5آرابیدوپسـیس بـا   
هاي دخیل در متابولیسـم، مسـیرهاي پیـام رسـانی،     بیان ژن

 

 

C

B B

A

C
C

B

A

B

C
B

A
A A

B

0
2
4
6
8

10
12
14

T=0 T=24 T=48 T=72 T=96Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
sio

n

)ساعت(زمان پس از تلقیح 

B-1,3-glucanase

PS

TR

PSTR

Time after inoculation (h)

بی
 نس
یان
ب

C
B

A A
B

C
B

A A
B

D
C

B

A

B

0
5

10
15
20

T=0 T=24 T=48 T=72 T=96Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
sio

n

)ساعت(زمان پس از تلقیح 

Chitinase

PS

TR

PSTR

Time after inoculation (h)

یان
ب

 
بی
نس



 320-309: 1394 سال / 3شماره /  51جلد  / هاي گیاهیبیماري

317 

  
ها با  زنی ریشه ساعت پس از مایه 96و  72، 48، 24هاي صفر، هاي گیاهان خیار در زمان در ریشه LOX1 و PR1هاي  تغییرات بیان ژن. 2شکل 

T. harzianum Tr6 (TR), Psudomonas sp. Ps14 (PS)  آنهاو ترکیب )PS/TR.( حسب هایی که داراي حداقل یک حرف مشترك هستند بر ستون 
 .ندارند یکدیگر داري با معنی اختلاف %5در سطح آماري  دانکن، آزمون

Fig 2. Relative expression of PR1 and LOX1 genes in roots of cucumber at different time points after inoculation with Pseudomonas sp. Ps14 
(PS), Trichoderma harzianum Tr6 (TR) and their combination (PSTR). For each time point bars with different letters are significantly 
different (Duncan post hoc test, P < 0.05). 

  
هاي تنظیم کننده اکسین و کـاهش بیـان    پاسخ به تنش و ژن

ورهـاخن و  . هاي پاسخ دهی به اتیلن را گزارش کردنـد  ژن
ژن را  98افزایش بیـان  ) Verhagen et al. 2004( همکاران
 .Pزنـی بـا    هاي آرابیدوپسیس در پاسـخ بـه مایـه    در ریشه

fluorescens WCS417r  گــزارش و مشــاهده کردنــد کــه
هاي پاسخ دهـی بـه اتـیلن کـاهش بیـان و ژن فلاونـال        ژن

باشد،  ردوکتاز که در ارتباط با سنتز لیگنین و آنتوسیانین می
هـاي دیـواره سـلولی    سوسپانسیون .افزایش بیان نشان دادند

ــت     ــده مقاوم ــنت القاءکنن ــودومونادهاي فلورس ــی س برخ
اکسـیژن  ل هاي فعـا  دفاعی همچون افزایش فرمي ها واکنش

(ROS)   افزایشCa2+ هاي دفاعی همچـون   و بیان ژنPAL 
را در سوسپانســیون ســلولی توتــون ســبب شــدند   GSTو 
)Van Loon et al., 2008( .  همچنین سلولهاي کشته شـده

باعث فعـال   P. fluorescens WCS417با حرارت باکتري 
 MAMP (Microbeدهـی بـه   شدن گزارشـگرهاي پاسـخ  

associated molecular patterns)     و فعـال شـدن رسـوب
 .Millet et al(هـاي آرابیدوپسـیس شـدند     کالوز در ریشه

نیز نشان  )Yedidia et al. 1999( یدیدا و همکاران. )2010
 T. harzianum T203زنی ریشه هاي خیار با  دادند که مایه

 72و  48طـی   باعث افزایش فعالیـت پراکسـیداز و کیتینـاز   
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 Shoresh( شورش و همکاران. زنی شد ساعت پس از مایه

et al. 2005(  هـاي   نیز افزایش بیـان ژنLOX1  وPAL1  را
هـا   یشـه رزنی  ساعت پس از مایه 72تا  48گذرا  به صورت

بــا توجــه بــه  .گــزارش کردنــد T. asperellum T203بـا  
 JA و SAکه نشانگرهایی براي  LOX1و  PR1افزایش بیان 

 JAو  SAرسد هر دو مسیر وابسـته بـه    یم به نظرباشند  یم
شـود در   یمدر گیاه فعال  Tr6براي مهار کلنیزاسیون توسط 
مسیر وابسته بـه   Ps14توسط حالیکه براي مهار کلنیزاسیون 

JA هـا علیـه قـارچ     این سـویه . گردد یمگذرا فعال  به طور
نیز  F.oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumبیمارگر 

کننـد   در گیاه خیار همین مسـیرهاي مقاومـت را القـاء مـی    
)Alizadeh et al. 2013( .     در مـورد قـارچ شـبه مـایکوریز

Piriformospora indica    فعال شدن مسیر وابسـته بـهSA 
توسط گیاه براي مهار کلنیزاسیون گزارش شـده و در ادامـه   

و ) ABA(، آبسـزیک اسـید   JAاین قارچ بـا القـاي مسـیر    
 Jacobs et(یابد  یمبر مقاومت گیاه غلبه  SAتداخل آنها با 

al. 2011, Schafer et al. 2009( .   افـزایش بیـان ژنPR1 
در گیـاه بـراي    SAدهنده فعال شـدن گـذراي مسـیر     نشان

رسـد گیاهـان از    لذا به نظر مـی . باشد کنترل کلنیزاسیون می
زاسـیون  بـراي کنتـرل کلنی   SAمسیر پیام رسانی وابسته بـه  

  .کنند توسط قارچهاي مفید استفاده می
ــیله     ــیون بوس ــه اول کلنیزاس ــه در مرحل ــالیز ریزآرای آن

Bacillus subtilis  هـاي دفـاعی را نشـان     سرکوب بیان ژن
ي دفاعی فعال شـده  ها پاسخ. (Niu et al. 2011) ه استددا

سـرکوب    B. subtilis (FB17)توسـط  MAMPبه وسـیله  
 ـشود و این سرکوب  یم از مسـیر   JIN1/MYC2 ه واسـطه ب
 .Lakshmanan et al(گزارش شـده اسـت     JAرسانی پیام

هـاي دفـاعی را در    هـا واکـنش  PGPRکلی  به طور. )2012
کنند کـه ایـن پدیـده ظـاهرا بـا القـاي        ها سرکوب می ریشه

کند اما براي رسیدن بـه   خوانی پیدا نمی مقاومت در گیاه هم
ــیکلن ــاکتر مو ونیزاس ــق، حفاظــت از ب ــل ف   MTIي در مقاب

(MAMPs triggered immunity)   فعــال شــده در گیــاه
ضروري بوده و پس از اسـتقرار بـاکتري و حفاظـت آن در    

 .Millet et al(مقابل دفاع این سرکوب متوقف خواهد شد 

2010( .  
ــی    ــاربرد ترکیب ــه ک ــیچ گزارشــی از پاســخ گیاهــان ب ه

فعـال  . تریکودرما و سودوموناس در فراریشه وجود نـدارد 
بــراي کنتــرل  SAشــدن گــذراي هــر دو مســیر خصوصــا 

  .کلنیزاسیون در این تحقیق دیده شد
هـاي مفیـد    گیري کلی این که در اثر این میکـروب  نتیجه

ایـن فعالیـت   . شود در گیاه فعال می MTIمرحله اولیه دفاع 
هاي دفاعی می شـود کـه در    منجر به القاي بیان گذراي ژن

ولـی  در   SAو  JAاز طریـق مسـیر وابسـته بـه      Tr6مورد 
. گیـرد  انجـام مـی   JAاز راه فعال سازي مسـیر   Ps14مورد 

بـاش بـراي جلـوگیري از     متعافبا این مسیرها به حالت آماده
مکانیسـم   آلودگی به بیمارگرهاي مهاجم ثانویـه کـه همـان   

ISR آیند می باشد در می.  
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