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هاي مرتبط با بيماريزايي در گندم همزيست شده با بررسي بيان فنيل آلانين آمونيالياز و ژن
  با سفيدك پودري آلودگيپس از  Piriformospora indicaقارچ اندوميكوريز 
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WITH ENDOMYCORRHIZAL FUNGUS PIRIFORMOSPORA INDICA 
AFTER INFECTION WITH POWDERY MILDEW 
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  چكيده
القاي مقاومت سيستميك، سبب حمايت گيـاه ميزبـان در   همزيست شدن با ريشه گياه، با پس از  Piriformospora indicaقارچ اندوميكوريز 

قابـل بيمـاري سـفيدك    به منظور بررسي توانايي اين قارچ در القاي مقاومت در گنـدم در م . گرددهاي زيستي و غيرزيستي ميمقابل استرس
گردد ، چهل ژنوتيپ گندم ايراني بر اساس حساسيت بـه  ايجاد مي Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt)پودري كه بوسيله قارچ بيوتروف 

و  PR1 ،PR2 ،PR5هاي دفاعي منظور بررسي الگوي بيان ژنبه. ترين ژنوتيپ انتخاب گرديدبيماري غربال شدند و رقم فلات بعنوان حساس
PAL رقم فلات با قارچ ،P. indica  همزيست گرديد و به همراه گياهان غيرهمزيست در معرض قارچBgt نتـايج ايـن بررسـي    . قرار گرفتند

اين روند در گياهان غير همزيست به .  ساعت بعد از آلودگي  است   24هاي دفاعي  نشان داد كه در هر دو گروه از گياهان، حداكثر بيان ژن
يه بعـد از آلـودگي بـا    هاي دفاعي در ساعات اولصورت تدريجي بود، در حاليكه در گياهان همزيست شده القاي زودهنگام و بالاي اين ژن

Bgtاين نتيجه نشان داد كه قارچ ميكوريز با القاي مقاومت سيستميك سبب بيان زود هنگام و سريع در گياه گنـدم شـده و بـا    . ، مشاهده شد
رونـد   ،سـاعت بعـد از آلـودگي    48در هر دو گروه از گياهان آزمايشي، . مي گردد هاي دفاعي سبب القاي مقاومت در گياهافزايش بيان ژن

  .باشد) هاستوريوم(ها به دنبال تشكيل مكينه  تواند به دليل جلوگيري از تظاهر موثر اين ژن كاهشي بيان مشاهده شد كه مي

  هاي دفاعياندوميكوريز، گندم، سفيدك پودري، مقاومت، ژن: كليدواژه
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  نشگاه كشاورزي و منابع طبيعي ساريدانشجوي دكتري دا -1
  گاه كشاورزي و منابع طبيعي ساريدانشيار دانش -2
  استاديار دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي ساري -4و  3
  دانشيار دانشگاه گنبد كاووس -5
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  مقدمه
 20از  گندم گياهي يكساله از تيره غلات است كه بـيش 

درصد كالري و پروتئين را در رژيم غـذايي انسـان فـراهم    
كشـور جهـان    40انسان در بـيش از   اصليكند و غذاي مي

سـاليانه مقـادير   ).  (Kole and Timothy 2008باشـد مـي 
زيادي از اين محصول در اثر بيماريهـاي ناشـي از بيمـارگر   

استراتژي مقاومت به بيمـاري  . روندهاي مختلف از بين مي
ايـن  . باشـد جزء مهمي از كشاورزي مطلوب و مـدرن مـي  

يايي را در محـيط كـاهش داده و   استراتژي كاربرد مواد شيم
گياهـان توسـط   . گـردد سبب ايجـاد كشـاورزي سـالم مـي    

مكانيســم ســاختاري و مقاومــت القــايي از خــود در برابــر 
 ,  Sticher et al. 1997(مي كنند دفاع بيمارگرهاي مختلف 

Heil and Bostock 2002 .(   مقاومت القايي به عنـوان يـك
لـي در كنـار مقاومـت    پتانسيل جايگزين يا اسـتراتژي تكمي 

، سبب حمايـت از گياهـان   Rذاتي و مقاومت بر اساس ژن 
هـاي مختلفـي   بر اساس مكانيسم. گرددها ميدر برابر تنش

انـد انـواع مختلفـي از    كه در ايجاد مقاومـت القـايي دخيـل   
 .Van Hulten et al(مقاومت القايي تعريـف شـده اسـت    

يكـي از   )ISR(پديده مقاومت سيسـتميك القـايي   ). 2006
هــاي القــايي اســت كــه توســط برخــي نژادهــاي مقاومــت

ي همزيست شده با ريشه هاو قارچ هاغيربيماريزاي باكتري
 Van(شـود  و يا با كاربرد برخي مواد شيميايي ايجـاد مـي  

loon et al. 2006 .( 

هـاي صـحراي   براي اولين بـار در خـاك   1997در سال 
اندوميكوريز  در شمال غرب هندوستان يك قارچ ”تار شن"

در  Piriformospora indicaهمزيست كننده با ريشه بنـام  
  Zizyphus nummulariaو   Prosopsis julifloraهايبوته

به  P. indicaقارچ ). Verma et al .1998(شناسايي گرديد 
از  Bكـلاس  شـاخه بازيـديوميكوتا و   عنوان يك عضـو از  

يه دسـته  هاي همزيسـت دو سـو  و فرم Sebacinalesراسته 
ايـن  ). Hibbett 2006 , Verma et al. 1998(بندي گرديد 

ســبب  )ISR(قــارچ بوســيله مقاومــت سيســتميك القــايي 
مقاومــت . گــرددحمايــت سيســتميك در گيــاه ميزبــان مــي

 بـه ، P. indicaسيستميك القايي ايجاد شـده توسـط قـارچ    
ــاي جاســمونيك اســيد  ســيگنال  NPR1، عملكــرد (JA)ه

 مـرتبط بـا مقاومـت    هـاي  يين بيـان ژن سيتوزولي، سطح پا

القـاي  و همچنـين   سيستميك در گياه قبل از حمله بيمارگر
بعد از حملـه بيمـارگر وابسـته     JA (VSP1)ژن القاء كننده 

) SA(بوده و از مقاومت ايجاد شده توسط سالسيليك اسيد 
 Molitor and( باشـد هاي مرتبط با آن مستقل ميو سيگنال

Kogel 2009 .( قارچP. indica  همزيست طيف وسيعي از
اي مثـل گنـدم، جـو و بـرنج و بسـياري از      گياهان تك لپـه 

 .Varma et al(باشد اي مثل آرابيدوپسيس ميگياهان دولپه

همزيست شدن ريشه گياهـان بوسـيله ايـن قـارچ     ). 1999
 Peškan-Berghöfer et(سبب افزايش رشد در گياه ميزبان 

al. 2004 ،Varma et al. 1999 ( و حمايــت از گيــاه در
مقاومـت  . گـردد هاي زيستي و غيرزيستي مـي برابر استرس

ISR غياب بيمارگر سبب تغييرات بسيار ضـعيف ميـزان    در
  هـــــــاي مقـــــــاومتي در گيـــــــاه رونوشـــــــت ژن

در  P. indicaاز اين رو، گياهان همزيست شده با . گرددمي
 هـاي پاسـخ  مقايسه با گياهان شاهد سـطح يكسـاني از ژن  

در . دهنــدمــيرا نشــان  SAو  ET( ،JA(ده بــه اتــيلن دهنــ
 VSP1حاليكه بعد از حمله سفيدك پودري بيـان پـروتئين   

بـه   P. indicaدر گياهان همزيست شـده بـا    JAالقاءكننده 
بيـان زيـاد ايـن ژن در گياهـان     . ميزان زيادي افزايش يافت

در مقاومـت   JAهمزيست شده بطور قطع حاكي از نقـش  
 Molitor and Kogel(باشد مي P. indicaط القاء شده توس

 .Pدر استراتژي مقاومت توسط قـارچ همزيسـت   ). 2009

indica   ،با توجه به اينكه اين قارچ در ريشـه وجـود دارد ،
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اين سوال مطرح اسـت كـه ايـن قـارچ چگونـه از بـرگ و       
هاي هوايي گياه در مقابل قارچ بيـوتروف مثـل عامـل    اندام

مايد؟ تحقيقات نشان داده اند كـه  نسفيدك پودري دفاع مي
هـاي  حمايت اين قارچ همزيست از گياه در برابر بيمـارگر 

 هـاي سيسـتميكي از ريشـه دارد    برگي نياز به ارسال پاسـخ 
)Waller et al. 2005 .( ــر و همكــاران طــي ) 2005(وال

تحقيقات خود مشاهده نمودند كه جوهاي همزيست شـده  
بيشتري در برابـر آلـودگي   در مقابل جوهاي شاهد مقاومت 

بررسي ميكروسكوپي حاكي . با سفيدك سطحي نشان دادند
مـرگ سـريع   (هاي فـوق حساسـيت   از فراواني بالاي پاسخ

و تشكيل رسوب در ديواره سلولي در اين گياهـان  ) سلولي
بود كه تاييد كننده آن بود كه اين قارچ همزيست با افزايش 

بـر بيمـارگر بيـوتروف    هاي دفاعي از گيـاه در برا اين پاسخ
هـاي  حمايت نموده و از تشـكيل هاسـتوريوم آن در بافـت   

هـاي  آنها همچنـين بـا ارزيـابي   . نمايدگياهي جلوگيري مي
ــارچ    ــه قـــ ــد كـــ ــنهاد نمودنـــ ــيميايي پيشـــ   بيوشـــ

P. indica   بوسيله القاء مقاومت سيستميك از گياه در برابـر
 Waller et(نمايـد  تنش هاي زيستي و شوري حمايت مي

al. 2005(.   بيماري سفيدك پودري بوسيله يك قارچ انگـل
ايجاد  Blumeria graminis f.sp. tritici (Bgt)اجباري بنام 

هـا در  تـرين بيمـاري  اين بيماري يكي از مخـرب . گرددمي
درصـد   5 -34شرايط آب و هوايي معتدل است و منجر به 

 .Conner et al(شـود  كاهش عملكرد در مزارع گنـدم مـي  

نتايج مطالعات قبلي نيز حاكي از آن است همچنين . )2003
سبب  P. indicaقارچ توسط  )ISR(القاء شده كه مقاومت 

 گرددها ميحمايت از گياه در برابر طيف وسيعي از پاتوژن

)Molitor et al. 2011( .  با توجه به اينكه تاكنون مطالعـات
در  P. indicaخاصي در مورد همزيسـتي گنـدم بـا قـارچ     

اي مقاومت بـه سـفيدك سـطحي انجـام نگرفتـه اسـت،       الق
هدف اين تحقيق بررسي امكـان همزيسـت شـدن    بنابراين 

رقم حساس گندم بـا قـارچ انـدوميكوريز و مطالعـه القـاء      
در گياه همزيسـت  ) Bgt(مقاومت به عامل سفيدك پودري 
هاي مـرتبط بـه بيمـاريزايي    شده و بررسي تغييرات بيان ژن

(Pathogenesis- Related genes, PR)    در گياهـان تيمـار
  .باشدمي Bgtشده به همراه گياهان شاهد تحت تنش قارچ 

  هامواد و روش
مواد گياهي و نحوه تهيـه و نگهـداري قـارچ سـفيدك     

  پودري 

اسـتفاده شـده در ايـن    مختلف گندم  ر چهل ژنوتيپبذ
بـذر،  موسسه تحقيقات اصـلاح و تهيـه نهـال و    بررسي از 
هـا در جـدول   كه مشخصات آن تهيه شده است كرج، ايران

از  نيز  (Bgt)قارچ عامل بيماري جدايه. آورده شده است 1
و در  ايـن موسسـه تهيـه    بخش تحقيقات پاتولوژي غـلات 

 22  دمـاي  دربـولاني   گنـدم آزمايشگاه روي رقم حسـاس  
در طول مـدت ايـن   % 70و رطوبت نسبي درجه سلسيوس 

. )Molitor et al. 2011( بررسـي تكثيـر و نگهـداري شـد    
بذور مورد  ،در مقابل عامل بيماري گندمبراي ارزيابي ارقام 

درصـد   1دقيقـه بـا محلـول     10نياز هـر رقـم  بـه مـدت     
 ـم ضدعفوني شده و سدييت هيپوكلر روي كاغـذ فيلتـر   ر ب

پـس از جوانـه   . در تشتك  پتري قرار داده شـدند مرطوب 
در اتاقـك  زني، بذور به گلدان حاوي خاك منتقـل شـده و   

درجـه   22سـاعت روشـنايي بـا دمـاي      16رشد با تنـاوب  
درجه سلسـيوس   20ساعت تاريكي بادماي  8سلسيوس و 

  .  به مدت يك هفته نگهداري شدند% 70با رطوبت نسبي 

و تعيـين شـدت    Bgtهاي گندم بـا  آلوده سازي ژنوتيپ
	هاحساسيت ژنوتيپ

ــام   ــازي ارق ــوده س ــراي آل ــدمب آيشــمن و  از روش گن
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 .Eichmann et al (همكـاران و بابـايي زاد و همكـاران    

2006, Babaeizad et al. 2009(   بـرگ اول  . پيـروي شـد
و در سـه تكـرار در   گياهچه هاي يك هفته اي بريـده شـد   

 5/0 آب آگار روي محيط قالب طرح بلوك كاملا تصادفـي
داخـل  ميلـي گـرم در ليتـر بنزيميـدازول     20حـاوي   درصد

نمونه هاي آماده شده داخل  .پخش شدندتشتك هاي پتري 
پور در اس ـ 5بـه نسـبت   ( Bgtاتاقك مكعبي بـا اسـپورهاي   

آلوده شده و پس از آن به اتاقك رشد منتقـل  ) ميليمتر مربع

رشد يافته  كلنيتعداد  ،يك هفته بعد از آلوده سازي .شدند
متر مربع هر برگ شمارش و داده ها در سانتي 5/2در سطح 

 . دندثبت ش  Excelصفحه 

  يين نرخ پاسخ هاي دخيل در مقاومتتع

هـاي يـك   هاي بريده شده گياهچـه  در اين بررسي برگ
 50بـه نسـبت   ( Bgtاي با  غلظـت بـالاي اسـپورهاي    هفته

آلوده شده و به اتاقك رشد منتقـل   )متر مربع ميلي سپور درا

  مورد مطالعه در اين تحقيق هاي گندممشخصات و مبداء زنوتيپ - 1جدول
Table 1  - characteristics and origin of studied wheat genotypes  

  شماره
No 

 نام ژنوتيپ

Genotype  
  تيپ رشدي
Growth 

type

 مبداء

Origin  
  شماره
No 

 نام ژنوتيپ

Genotype  
  تيپ رشدي
Growth 

type  

 مبداء

Origin  

  سيميت بهاره N-80-19  21  دورگ -كرج  بهاره  مرواريد  1
  دورگ-كرج  بهاره  سپاهان  22  بومي-زابل  بهاره  بولاني  2
  سيميت و ايكاردا  زمستانه  زرين  23  مراكش  بهاره  موراكو  3
  فرانسه  زمستانه  گاسپارد  24  سيميت  بهاره  دريا  4
  دورگ -كرج  زمستانه  الموت  25  دورگ-كرج  بهاره  گنبد  5
  دورگ -كرج  بهاره  آزادي  26 سيميت  بهاره  فلات  6
  دورگ  -كرج  بهاره  1كرج   27 سيميت  بهاره  ميلان  7
  دورگ -كرج  بهاره  قدس  28 سيميت  بهاره  تجن  8
  سيميت  زمستانه  توس  29  دورگ-كرج  بهاره  ارتا  9
  دورگ  -كرج  بهاره  خزر  30 سيميت  بهاره  1مغان  10
  فرانسه  بهاره  استار  31 سيميت  بهاره  2مغان  11
  سيميت  بهاره  گلستان  32 سيميت  بهاره  3مغان  12
  سيميت  زمستانه  زارع  33 سيميت  بهاره  ناي شصت  13
  دورگ-كرج  بهاره  سيروان  34  دورگ-كرج  زمستانه  اروم  14
  فرانسه  زمستانه  گاسكوجن  35  دورگ-كرج  زمستانه  ميهن  15
  دورگ-كرج  بهاره  پارسي  36  سيميت  بهاره  البرز  16
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از  mg ml -11محلـول   بـه ها ساعت برگ 48بعد از . شدند
DAB )pH 4 ( ساعت رنگ آميزي  5به مدت منتقل شده و
ــد ــپس. )Thordal-Christensen et al. 1997(ند ش  ،س
 :كلروفـرم ( 4:1سـاعت در محلـول    24ها بـه مـدت   نمونه

) TCA(اسـتيك اسـيد   كلروتريدرصد 15/0 حاوي) اتانول 
 50ها در محلـول گليسـيرين   نمونهسپس . رنگ بري شدند

بـه مـدت   هاي رنگ بري شده برگ. درصد نگهداري شدند
ميلي ليتر آب مقطـر   92( يك دقيقه در محلول مركب چين

) ميلي ليتر جـوهر آبـي   1ميلي ليتر اسيد استيك و  7حاوي 
 UV/Vis در زمينه ميكروسـكوب  سپس رنگ آميزي شده 

مشاهده و  Bgtهاي مختلف گياه در مقابل  پاسخمشاهده و 
 Babaeizad et al. 2009( هــر كــدام ثبــت شــد فراوانــي

Hückelhoven et al. 1999, .(  حـل جهـت   در تمـامي مرا
ــرم افــزار   ــانگين از ن ــه واريــانس و مقايســه مي  SASتجزي

   .استفاده گرديد

همزيست نمودن گياهان و آلوده سازي با قارچ سـفيدك  
  پودري جهت بررسي الگوي بيان ژن

پروفسور توسط  P. indicaقارچ ميكوريز  WP2جدايه 
كوگل از موسسه بيماري شناسي و جانور شناسي كاربردي 

آلمان اهدا شـد و در محـيط كشـت جامـد     دانشگاه گيسن 
گيـري   جهـت انـدازه  . كشت و تكثيـر شـد   CMاختصاصي 

تـرين ژنوتيـپ گنـدم     هاي حساسچهالگوي بيان ژن، ريشه
 5×105( زني با سوسپانسيون ، پس از جوانه)فلات(انتخابي 

 12تلقيح و به مـدت   P. indicaاسپور قارچ ) در ميلي ليتر
دور در دقيقـه قـرار    100ساعت بر روي شيكر با سـرعت  

ها گرفت  تا امكان برقراري اتصال اسپورهاي قارچ با ريشه
هـاي پلاسـتيكي   هـا در گلـدان  سپس گياهچـه . فراهم گردد

. حاوي پرليت و ماسه استريل در سه تكـرار كاشـته شـدند   

بدون تلقيح با  هاي جوانه زدهبراي تيمارهاي شاهد گياهچه
پـس از  . اسپور قارچ در گلدان حاوي بسـتر كشـت شـدند   

ــا در اتاقــك رشــد در شــرايط  كشــت، تمــامي گياهچــه ه
 Cºسـاعــت تاريكــي، دمــاي     8ساعت روشنـايـي و 16
، بـه مـدت سـه هفتـه قـرار      ٪60و رطوبت نسـبي   28-24

سه هفتـه  . گرفتند و به وسيله محلول هوگلند آبياري شدند
به  ريشه، جهت رديـابي و اثبـات    P. indicaح پس از تلقي

همزيستي قارچ با ريشه، چند گياه به طور تصادفي انتخاب 
آنها از خاك خارج و چند مرتبه با آب شسته  شدند و ريشه

ها پس از رنـگ آميـزي بـه روش ويرهايليـك و     ريشه. شد
بـــه وســـيله  ،)Vierheilig et al. 1998(همكـــاران 

همچنين جهت . ي قرار داده شدندميكروسكوپ مورد بررس
اثبات همزيستي مولكولي پس از ضدعفوني ريشـه گياهـان   

بـه روش دلاپورتـا و    DNAتيمار شده و شاهد، اسـتخراج  
پـس از  . انجـام شـد  )   Dellaporta et al. 1983(همكاران 
از آغازگرهـاي  براي رديابي قارچ ميكوريز  DNAاستخراج 

 F-5' ACC GTC TTG GGG TTG TAT(اختصاصـي  

CC 3'  وR-5' TCG TCG CTG TCA ACA AGA TG 

ــارچ   Tefژن) '3  .P. indica  )Accession Noقـ

AJ249911( با برنامه ،PCR  دقيقـه در  4شاملC°94    و بـه
ثانيـه   C°94   ،30ثانيه در 30چرخه در شرايط  35دنبال آن 

  C°72دقيقــه در 10و ســپس   C°72ثانيــه در 45و   C°54در
ميكروليتر  25در حجم نهايي  PCRواكنش . استفاده گرديد

 10X (1X): مواد و تركيبات استفاده شده شامل. انجام شد

PCR buffer ،50 mM MgCl2 (1.5 mM) ،2 mM of 

each dNTP (0.2 mM) ،10 pM of each primer  (0.4 

pM) ، Taq DNA polymerase (1u) 5u/µl ،ddH2O  و
ng100 ب بوددي ان اي قال.  

هاي رقـم حسـاس فـلات    پس از اثبات همزيستي، برگ
به وسيله ،  P. indicaهمراه گياهان فاقد  همزيست شده به
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كنيـديوم   50در غلظـت  ) Bgt( قارچ عامل سفيدك پودري
در تمـامي مراحـل   . در هر ميلي متر مربـع آلـوده گرديدنـد   

،  تيمار شـده و  20گياهان شاهد نيز با محلول آب و توئين 
، 0سپس، در زمـان هـاي    .اتاقك كشت نگهداري شدند در
 10ساعت پـس از آلـودگي از هـر رقـم،      48و  24، 12، 6

جهـت   -C°80برگ اول در هر مرحله انتخاب و در فريزر 
 . نگهداري شدند Total RNA استخراج 

  cDNAها و ساخت از نمونه RNAاستخراج 

هــاي برگــي از كيــت از نمونــه RNAجهــت اســتخراج 
RNX-plus  شـــركت ســـيناژن)Cat, No: RN7713C (

كيفيت آر ان اي اسـتخراج شـده، در   سپس . استفاده گرديد
 RNAهاي  آنگاه نمونه. درصد ارزيابي  شد 5/1ژل آگاروز 
 .DNaseI, RNase-free kit   (Fermentas Catبوسيله كيت

No: EN0525          تيمار شـده وcDNA     مربـوط بـه هـر
 RevertAid™ First Strandه از كيـت  نمونـه بـا اسـتفاد   

cDNA Synthesis     تمـامي ايـن   .  فرمنتـاز،  سـاخته شـد
 .مراحل طبق دستورالعمل هر كيت انجام گرفت

  هاي مورد مطالعه بيان ژن الگويگيري  اندازه

بــا اســتفاده از دســتگاه  )qRT-PCR(بررســي بيــان ژن 

C1000™ Thermal Cycler (BioRad)  و كيتMaxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) ) ،فرمنتاز
Cat. No: K0221 ( هر واكنش . انجام شدPCR   در حجـم

ميكروليتـر مخلـوط سـايبرگرين،     5/7ميكروليتر شـامل   15
و  )Forward primer (رفت  آغازگرميكرومولار از هر  3/0

نانوگرم از سـي دي ان   Reverse primer ( ،300(برگشت 
واكـنش  . اي الگو رقيق شده و آبّ عـاري از نوكلئـاز بـود   

 10حله واسرشت سازي  اوليـه  اي پليمراز شامل مرزنجيره
 15شـامل  (چرخه  40درجه سلسيوس سپس  95دقيقه در 
ــه در  ــيوس،   95ثاني ــه سلس ــه در  1درج ــه  60دقيق درج
، بـراي رسـم   PCRپس از اتمـام واكـنش   . بود) سلسيوس 

درجه سلسـيوس بـا    60-95منحني ذوب واكنش در دماي 
بـه منظـور   . درجه در هر چرخـه انجـام گرفـت    5اختلاف 

 Actin دار ها بوسيله ژن خانهها، نمونهندارد نمودن دادهاستا

ليست آغازگرهـاي مـورد اسـتفاده در ايـن     . گرديدندنرمال 
اين آغازگرهـا پـس از هـم    . آمده است 2تحقيق در جدول 

 NCBI بانك ژنـي   هاي بدست آمده ازن تواليرديف نمود
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (نــــــــرم بوســــــــيله 

 OligoExplorer V1.4و   BioEdit 7.0.9.0افزارهـــاي
 -Ct ∆∆ 2نرخ بيان ژن بـا اسـتفاده از روش  . حي گرديدندراط
)Livak and Schmittgen 2001 (گيري شداندازه.  

  توالي آغازگرهاي استفاده شده در اين مطالعه  -2جدول 
Table 1. Nucleotide sequence of used primers in this study 

  منبع آغازگرها
Primer refrence 

 ('R 5'→3)توالي آغازگر 

Reverse primer 

 ('F 5'→3)توالي آغازگر 

Forward primer 

 نام آغازگر

Primer name 
DN551593  TAC AGT GTC TGG ATC GGT GGT GGA AAA GTG CAG AGA GAC ACGTaActin 

AY005474.1 GAG CTT CCC TCC AAG ATG TG CCA ATG TTC TGT CCG TCC TT TaPAL 
AJ007348 TCG TAG TTG CAG  GTG ATG  AAGACT ACG ACT ACG GGT CCA ACA Ta PR1 

Z22874 CAC ATA CGT ACC GCA TAC ACG AGC AGA ACT GGG GAC TCT TCT Ta PR2 
X58394.1  وAF389883.1TCT GGT AGT TAT TAT TGC CAC 

TGC 
CAG GAC TTC TAC GAC ATC TCG Ta PR5 

Deshmukh et al. 2006 TCG TCG CTG TCA ACA AGA TG ACC GTC TTG GGG TTG TAT CC Tef 
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∆∆CT = (CT target gene – CT actin)sample – (CTtarget 
gene – CT actin)calibrator 

پـس  اين آزمايش در سه تكرار جداگانه انجام گرديد و 
هـاي مـورد مطالعـه بـراي هـر نمونـه،       از محاسبه بيـان ژن 
 tها محاسبه و نتايج با اسـتفاده از آزمـون   انحراف معيار آن

 .بررسي شدند

  و بحث نتايج
ــه واريــانس داده ــابي هــاي حاصــل از  نتــايج تجزي ارزي

ها در مقابل قارچ عامل سفيدك پـودري نشـان داد    ژنوتيپ
اخـتلاف معنـي داري در   % 1هـا در سـطح   كه بين ژنوتيـپ 

اين امر نشان دهنـده  . وجود داشت Bgtميزان حساسيت به 
وجود تفاوت ژنتيكـي بـين ارقـام و ژنوتيـپ هـاي مـورد       

كم بـودن  . بررسي از نظر حساسيت در مقابل بيمارگر است
نشان دهنده دقت كـافي  ) CV=5/4(ضريب تغييرات  ميزان

نتيجه بـا مقـدار   سازي و اندازه گيري است كه اين در آلوده
). 3جدول(منطبق بود )  R2= 96/0(بالاي ضريب تشخيص 

 Bgt نتيجه ارزيابي ميزان حساسيت ارقام مختلف گنـدم بـه  
نشان داد كه ارقام شانگهاي، فلات، ارگ، بولاني و آرتـا بـا   

بعنـوان حساسـترين و    cm2 5/2 ين ميـزان كلنـي در   بيشتر

بـا   ER-89-13ارقـام زارع، گاسـكوجن، تجـن، سـيروان و     
تـرين ارقـام بـه بيمـاري     كمترين ميزان كلني بعنوان مقـاوم 

). هاي منتشر نشـده داده(سفيدك پودري شناسايي گرديدند 
تر از چگونگي پاسخ گيـاه بـه عامـل    به منظور بررسي دقيق

هاي فـلات و شـانگهاي بـه عنـوان ارقـام      ژنوتيپبيماري، 
هـاي ميكروسـكوپي و در نهايـت    حسـاس جهـت بررسـي   

جهـت تلقـيح بـا قـارچ     نوتيـپ  ژتـرين  شناسـايي حسـاس  
ــابي ). 1شــكل(انتخــاب شــدند  P. indicaميكــوريز  ارزي

ميانگين پاسخ هاي دخيل در مقاومت دو رقم مورد مطالعـه  
حـاكي از   (Bgt)در مقابل عامل بيمـاري سـفيدك پـودري    

فلات و شانگهاي بـود،  ژنوتيپ هاي دار بين اختلاف معني
را نسـبت بـه   ) %53<(ذ بطوريكه فلات، نرخ بالايي از نفو

در حاليكـه شـانگهاي بـا ميـزان پاپيـل      . شانگهاي نشان داد
بيشتر و نفوذ كمتر از مقاومـت بيشـتري نسـبت بـه فـلات      

اء مقاومت و لذا جهت مطالعه امكان الق. باشدبرخوردار مي
تـرين ژنوتيـپ   الگوي بيان ژن، فـلات بـه عنـوان حسـاس    

  ). 2 شكل(گرديد انتخاب 

	Piriformosporaقارچ ميكوريز  ميزان استقرار	وضعيت

indica   در ريشه گندم  
اسـپور   با شده تلقيح گياهان ريشه ميكروسكوپي بررسي

 5/2بر اساس تعداد كلني رشد يافته در ) Bgt(ژنوتيپ گندم از نظر نرخ حساسيت به سفيدك پودري گندم  40تجزيه واريانس  -3ولجد
  از سطح برگ متر مربعسانتي

Table 3. Analysis of variance of  40 wheat genotypes related to the  rates of susceptibility to powdery mildew 
in wheat based on colony number in 2.5 cm2 of  leaves  

F ميانگين مربعات(MS)  مجموع مربعات(SS)  درجه آزادي(df)  منبع تغييرات 
  تيمار  39  4/23491  3/602 09/55××

 بلوك  2 17/197  5/98  02/9×× 

  خطا  78  79/852  9/10 
  كل  119  24541  
 96/0  R2 5/4 CV 

        significant at 0/05 and 0/01 level respectively=**,*درصد 1و 5دار در سطوح به ترتيب معني ××و  ×
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ايي بالاي اين توان از حاكي  P. indicaقارچ) كلاميدوسپور(
 بطوريكـه  باشد،مي گياه ميزبان ريشه كلنيزه نمودن درقارچ 

رشـد   از حاصـل  ايريشـه  بـرون  هـاي  از ريسـه  انبـوهي 
 ريشه بخش كورتكس و خارجي سطح در قارچ اسپورهاي

 بر علاوه  P. indica ريشه، كورتكس داخل در. شد مشاهده

بـه نـام    اختصاصـي  هـاي انـدام انبـوهي از   ريسـه،  توسـعه 

كروي تا گلابـي  كه به صورت كلاميدوسپور را توليد نمود 
در ). 3شـكل  (مشاهده شـدند  اي شكل و به حالت  زنجيره

قطعه اي از  ،Tef بررسي مولكولي با آغازگرهاي اختصاصي
DNA  جفــت بــاز مربــوط بــه  160معــادلP. indica  در
در حاليكـه در  . قارچ تكثير گرديـد هاي تلقيح شده با نمونه
هاي ريشه گياهـان شـاهد ايـن قطعـه مشـاهده نشـد       نمونه

  
واكـنش  (مرگ سريع سلولي =  Blumeria graminis f. sp. tritici .Aهاي مختلف مقاومت گياه گندم در مقابل قارچ پاسخ -1شكل 

  قارچ مكينهتشكيل =  Cتشكيل پاپيلا و =  B، )فوق حساسيت
Fig 1. Different resistance responses of wheat against Blumeria graminis f. sp. tritici . A = Hypersensitive 
response(HR), B = Papilla formation and C = Haustorium formation  

 

 

A B C

  
 Blumeriaر مقابـل قـارچ   د گنـدم هاي دخيل در مقاومـت در دو رقـم فـلات و شـانگهاي     مطالعه ميكروسكوپي نرخ پاسخ -2شكل

graminis f. sp. tritici  و مقايسه ميانگين به روشLSD  درصد1در سطح  
Fig 2.  Microscopic study on resistance responses rate in Falat and Shanghai cultivars to Blumeria graminis f. 
sp. tritici and comparison of means using LSD Test at 1% level. 
Pene= Penetration, HR=Hypersensitive response and CWA=cell wall appositions . 
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ميكروسكوپي و مولكولي بيـانگر اسـتقرار    نتايج). 4شكل (
  .در ريشه گندم بود P. indicaمناسب و پايدار قارچ 

بـه   	ارزيابي توانايي قارچ ميكـوريز در القـاء مقاومـت   
	سفيدك پودري

در  P. indicaبمنظور بررسي توانـايي قـارچ انـدوفيت    
ــه   ــدم علي ــاء مقاومــت در گن ــرگBgtالق ــان ، ب هــاي گياه

همزيست شده به همراه گياهان همزيست نشده در محـيط  
بنزوميــدازول در ميلــي گــرم در ليتــر 20آب آگــار حــاوي 

برگـي در اتاقـك   هـاي  نمونه. هاي پتري قرار گرفتندتشتك
پور در اس ـ 5نسـبت  بـا   Bgt قـارچ   مكعبي شـكل بوسـيله  

آلوده شـده و سـپس در اتاقـك رشـدي قـرار       ميليمتر مربع
تعداد كلني سازي، پس از گذشت يك هفته از آلوده. گرفتند

سـانتيمتر مربـع از هـر بـرگ شـمارش       5/2رشد يافتـه در  
در  ها نشان داد كه تعـداد كلنـي رشـد يافتـه    بررسي. گرديد

درصد نسـبت بـه گياهـان     47برگ گياهان همزيست شده 
اين نتايج حـاكي  ). 5شكل (داشت ) دارمعني( شاهد كاهش

نقـش   P. indicaتوسـط   از آن است كه مقاومت القاء شده
و كـاهش   مهمي در مقاومت گنـدم عليـه سـفيدك پـودري    

 Stein et(اشتاين و همكاران  .كندايفا مي پيشرفت بيماري

al. 2008 (   و والـر و همكـاران)Waller et al. 2005 (  نيـز
گـزارش   و جو نتايج مشابهي را به ترتيب در آرابيدوپسيس

  .نمودند

	)PAL(وضعيت الگوي بيان ژن فنيل آلانين آمونيالاز 

 الگوي بيان ژن فنيـل آلانـين آمونيـالاز    تيوضعبررسي 
ــان ژن   ــزان بي ــزايش مي ــه اف ــان  PALنشــان داد ك در گياه

ساعت بعد از آلـودگي بـا    P. indica ،12همزيست شده با 
داري بـا گياهـان همزيسـت نشـده     بطـور معنـي   Bgtقارچ 

در گياهان شاهد و تيمار  PALبيشينه بيان ژن . متفاوت بود
ساعت بعد از اعمال آلودگي بـه سـفيدك پـودري     24شده 
ت در اين ساعت در گياهان همزيس PALنرخ بيان ژن . بود

برابـر و در گياهـان همزيسـت     P. indica، 59/12شده بـا  

 Piriformosporaتشـكيل كلاميدوسـپورهاي قـارچ     -3شـكل 

indica شده  همزيست گندم روي ريشه  
Fig 3. Formation of Piriformospora indica 
chlamydospores on colonized wheat root  محصول  -4شكلPCR هـاي اختصاصـي   با آغازگرTef  روي

جفـت بـازي مـورد     160قطعـه دي ان اي   .  ٪5/1ژل آگاروز 
ــارچ   ــا در ق ــار تنه ــان  Piriformospora indicaانتظ و گياه

  .همزيست شده با قارچ قابل مشاهده است
Fig.4. PCR product with Tef specific primers on 
1.5% agarose gel. The expected 160 bp DNA band  
is observed only in Piriformospora indica and 
colonized plants .   
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برابر نسبت به گياهـان شـاهد مربوطـه افـزايش      4/7نشده 
اين اختلاف بين گياهان همزيسـت شـده و گياهـان    . يافت

در  PALهمچنين مقايسه ميزان بيان ژن . دار بودشاهد معني
هر دو گروه از اين گياهان در زمان اوج بيان نشـان داد كـه   

ميـزان رونوشـت ژن    P. indicaدر گياهان تيمـار شـده بـا    

PAL  برابر بيشـتر از گياهـان تيمـار نشـده بـود       7/1حدود
  ).6شكل (

بـه عنـوان ژن    PALبررسي هاي متعددي نقـش ژن   در
ــد   ــاثير مســتقيم در افــزايش تولي ــا ت دخيــل در مقاومــت ب

و به دنبال آن بيـان   NPR1سالسيليك اسيد، فعال كردن ژن 

  
هاي رشد يافتـه در  كلنيتعداد  بر اساس Bgt  در القاء مقاومت در گندم به Piriformospora indicaارزيابي توانايي قارچ  - 5شكل 
cm2 5/2 با برگ گياهان همزيست شده  ازP.indica و گياهان همزيست نشده )control .(   مقايسه ميـانگين بـه روشLSD   در سـطح

1.%  
Fig  5- Assesment of  Piriformospora indica ability in induction of  resistance to Bgt  in wheat, based on the 
colony number in 2.5 cm2  of leaves in colonized plants with P.indica and noncolonized plants (control). 
Comparisons of means using LSD Test at 1%.  

  
 Bgtو گياهان همزيست نشده تحت آلودگي بـا    Piriformospora indicaدر گياهان همزيست شده با  PALسطح بيان ژن  - 6شكل 

 T student testدر آزمون   ***=P value<0/001و   **=P value < 0/05=*   ،P value< 0/01 و

Fig.6.  Expression levels of PAL gene in Piriformospora indica colonized  and control plants in challenging 
with Bgt ,*= indicate P value<0/05 , **= indicate P value<0001 and ***= indicate P value<0/001(T test). 
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 .Shah et al ,(و نيز القاي مرگ سريع سلولي  PRژن هاي 

1999 Fitzgerald et al. 2004 , Rate et al. 2001 (  بـه
اولـين آنـزيم در مسـير بيوسـنتز      PAL. اثبات رسيده اسـت 

 . Bhuiyan et al(باشـد  منوليگنول و فنيل پروپانوئيـد مـي  

مسير فنيل پروپانوئيد كه واحـدهاي منوليگنـول را   ). 2009
كنـد بعـد از آلـودگي بـا     جهت ساخت ليگنين  فـراهم مـي  

يابـد تـا بـا    بيمارگر يا اليسيتور به ميزان زيادي افزايش مـي 
گذاري تركيبات فنيل پروپاونوئيـدي سـبب تقويـت    رسوب

هـاي گيـاهي   ديواره سلولي شده و از نفوذ قارچ بـه بافـت  
بررسي نتايج الگوي ). Jaeck et al. 1992(جلوگيري نمايد 

همزيسـت  حاكي از آن است كـه در گياهـان    PALبيان ژن 
از بعـد  ) سـاعت  12(شده افزايش بيان ژن در ساعات اوليه 

آلودگي، سبب القا سريعتر ژن هاي مقاومت در گيـاه شـده   
هـاي گيـاهي جلـوگيري    تا از نفوذ و رشد قارچ در سـلول 

سـاعت پـس از آلـودگي بـه      24نمايد و اين افزايش بيان، 
هـاي  بيشينه رونوشت خود رسيد تا از توسعه بيشتر  ريسه 

 Eichmann(هاي گياهي جلـوگيري نمايـد   قارچ در سلول

and Hückelhoven 2008 .( 48بيان ايـن ژن در  پس از آن 
ساعت پس از آلودگي روند كاهشي را نشان داد ولـي ايـن   
كاهش در گياهان شاهد بيشتر از گياهـان همزيسـت شـده    

سـاعت بعـد از آلـودگي     24در  PALافزايش بيان ژن . بود
 Koutaniemi ,(طي مطالعات قبلي نيز گزارش شده است 

et al. 2007 Bhuiyan et al. 2009 (.    اين افزايش بيـان بـه
جهـت نفـوذ بـه    ) AGT(دليل تلاش لولـه تندشـي ثانويـه    

-ساعت بعد از آلوده سازي مي 16-24هاي ميزبان درسلول

 .Pبيانگر آن است كه نتايج ). Collinge et al. 2002(باشد 

indica     از طريق مكانيسم مقاومت سيسـتميك سـبب القـاء
ناشـي از   خسـارات  يـاه در برابـر  شده تا از گ PALبيان ژن 

Bgt  نمايدمحافظت .  

 	)1b  )PR1bمرتبط با بيماري زايـي   	وضعيت بيان ژن
Pathogenicity‐	related	gene	1b	

پـس از  ) ساعت6(در ساعات اوليه  PR1ميزان بيان ژن 
افــزايش يافــت بطوريكــه گياهــان  Bgtاعمـال آلــودگي بــا  
برابــر افــزايش بيــان،  2بــا  P. indicaهمزيســت شــده بــا 

داري را نسبت بـه گياهـان همزيسـت نشـده     اختلاف معني
ساعت پس از آلـودگي   12اين افزايش بيان در . نشان دادند

كه  بطوري در هر دو گروه از گياهان به وضوح مشاهده شد،
برابـر نسـبت بـه زمـان صـفر       9/10گياهان همزيست شده 

يش رونوشـت در  افزايش بيان نشـان دادنـد كـه ايـن افـزا     
بيشـينه  . برابـر بـود   7/3گياهان همزيست نشده فقط حدود 

 .Pبيان در گياهان شاهد و در گياهان همزيسـت شـده بـا    

indica  ،24      ساعت پـس از اعمـال آلـودگي بـوده اسـت .
 18/21درگياهان همزيست شـده،   PR1ميزان رونوشت ژن 

برابـر نسـبت بـه     04/14برابر و در گياهان همزيست نشده 
مقايسـه ميـزان   . مربوطه افـزايش يافـت  ) زمان صفر(اهد ش

همزيسـت شـده   رونوشت در زمـان اوج بيـان در گياهـان    
پس ). 7شكل (برابر گياهان همزيست نشده بود  5/1حدود 

ساعت بعد از آلـودگي   PR148 , از آن ميزان رونوشت ژن 
  .ساعت روند كاهشي را نشان داد 24نسبت به 

تم دفاعي گيـاه تـا حـد    در سيس PR1قش ضد قارچي ن
 PR1هاي بنابراين بيان ژن .بسيار زيادي پذيرفته شده است

 Sels et( تواند القاكننده فعاليت سيستم دفاعي گياه باشدمي

al.  2008( . ــان ژن ــزايش بي ــوان يكــي از  PR1اف ــه عن ب
هـاي مقاومـت غـلات بـه بيمـاري سـفيدك پـودري         نشانه

-به نظر مي). Schulthesis et al. 2003(شناخته شده است 

رسد اين پـروتئين روي غشـاء بيمـارگر مـوثر باشـد ولـي       
 Van(مكانيسم دقيق ضد ميكروبي آن مشخص نشده است 

Loon and Van Strien 1999 .(هاي فراواني پروتئينPR1 
نشان دهنده اين است كه اين پروتئين يـك منشـأ تكـاملي    
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ــدگي   داشــته و داراي فعاليــت ضــروري در عملكــرد و زن
بررسي ).  Hernandez et al. 2005(موجودات زنده است 

، P. indica الگوي بيان اين ژن در گياهان تيمـار شـده بـا    
 Bgtساعت بعد از آلودگي با  6نشان دهنده افزايش بيان در 
ساعت بعد از آلودگي نسبت  12بود كه ميزان رونوشت در 

ن برابر افزايش يافت و در زما 9/2ساعت حدود  6به زمان 
اگرچـه  . ساعت بعد از آلودگي به اوج ميزان خود رسيد 24

بيشينه بيان ژن در هر دو گروه از گياهان يكسان بوده است 
ساعت بعـد   12در گياهان همزيست شده در  PR1ولي ژن 

ايـن  . از آلودگي به ميزان زياد و سريعتر در گياه القا گرديـد 
 ـ   PR1افزايش سريع و بـالاي ژن دفـاعي    ا جهـت مقابلـه ب

هاي گياهي تشكيل مكينه در زمان اوج حمله قارچ به سلول
). Aist and Bushnell 1991 , Ellingboe 1972(باشـد  مي

در اثر آلودگي و افزايش زودهنگام و  PR1افزايش بيان ژن 
بــالاي بيــان ايــن ژن در گياهــان همزيســت شــده، توســط 

و اشـتاين و  ) Molitor et al. 2011(موليتـور و همكـاران   
و كــويليس و همكــاران ) Stein et al. 2008(همكــاران 

)Quilis et al. 2008 (نيز گزارش شده است.  

	PR2وضعيت الگوي بيان ژن 

حـاكي از آن بـود    PR2تشريح وضعيت الگوي بيان ژن 
و گياهـان   ،P. indicaكـه در گياهـان همزيسـت شـده بـا      

ــه   ــزان رونوشــت در ســاعات اولي  6(همزيســت نشــده مي
بطوريكه در . بعد از آلودگي شروع به افزايش يافت) ساعت

برابــر  93/1گياهـان همزيسـت شـده ميـزان رونوشـت ژن      
اين افـزايش بيـان ژن   . بيشتر از گياهان همزيست نشده بود

PR2  در ساعات بعد از آلودگي باBgt افزايش چشمگيري ،
سـاعت بعـد از آلـودگي، ميـزان      12به طوري كـه   داشت،

برابـر،   05/2رونوشت ژن در گياهـان همزيسـت شـده بـا     
. داري را با گياهان همزيست نشده نشـان داد اختلاف معني

در گياهان همزيست نشـده و گياهـان    PR2بيشينه بيان ژن 
ساعت پس از آلودگي بـا   P. indica ،24همزيست شده با 

Bgt ن بيشينه رونوشت در گياهان همزيست ميزا. بوده است
برابر  23/11برابر و در گياهان همزيست نشده  15/19شده 

مقايسه گياهان شاهد . نسبت به شاهد مربوطه افزايش يافت
با گياهان همزيست شده در زمـان اوج بيـان نشـان داد كـه     

  
 و  Bgtو گياهان همزيست نشده تحت آلودگي با  Piriformospora indicaدر گياهان همزيست شده با  PR1سطح بيان ژن  - 7شكل 

Pvalue < 0/05=*   ،P value< 0/01=**   وP value<0/001=***  در آزمون T student test 

Fig.7. Expression levels of  PR1 gene in Piriformospora indica colonized  and control plants in challenging 
with Bgt ,*= indicate P value<0/05 , **= indicate P value<0001 and ***= indicate P value<0/001(T test).   
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همزيست شده حـدود  در گياهان  PR2ميزان رونوشت ژن 
). 8شـكل  (ان همزيست نشده بـود  برابر بيشتر از گياه 7/1

كـه ميـزان    حـاكي از آن بـود   PR2بررسي الگوي بيـان ژن  
ساعت بعد از آلودگي در هر دو گـروه   48رونوشت ژن در 

  .از گياهان سير نزولي را نشان داد
درمقاومت به بيماري هاي مختلـف   PR2نقش پروتئين 
دي  1،3بتـا   از طريـق هضـم  ايـن آنـزيم   . ثابت شده اسـت 

تـين  يگلوكان كه همراه با ك1،3گليكوزيديك موجود در بتا 
دهنـد،  ها را تشكيل ميساختمان اصلي ديواره سلولي قارچ

ساكاريدها و در نهايت از بـين رفـتن   سبب تخريب اين پلي
 PR2همچنــين ). Simmons 1994( گردنــدهــا مــيقــارچ

پروتئيني است كه در تشكيل پاپيلا در محل نفوذ قارچ نيـز  
بررسـي نتـايج   ). Hu and Rijkenberg  1998(نقـش دارد  

گياهــان حــاكي از آن اســت كــه در  PR2الگــوي بيــان ژن 
همزيست نشده اين ژن با روند نسبتأ آرامي به بيشينه بيـان  

هـاي گيـاه   هاي قارچ در سـلول خود رسيد تا با نفوذ ريسه 
هاي همزيست شده بـا  درحاليكه در گندم. جلوگيري نمايد

در سـاعات   PR2بيان سريع و بالاي ژن ،  P. indicaقارچ 
گرديـد كـه    مشاهده Bgtبعد از آلودگي با ) ساعت 6(اوليه 

سـاعت بعـد از آلـودگي بـه      12-24ميزان آن در سـاعات  
بيشينه مقدار خود رسـيد، بطوريكـه در گياهـان همزيسـت     

 6سـاعت نسـبت بـه     12برابـر، در   6/2شده افزايش بيـان  
 P. indicaساعت بعد از آلودگي بيانگر آن است كه قـارچ  

 از گيـاه در برابـر   PR2از طريق القا سريع و زودهنگـام ژن  
افـزايش  . نمايـد محافظت مـي  Bgtقارچ  خسارات ناشي از

 Molitor(بعد از آلودگي طي مطالعات قبلي  PR2 بيان ژن

et al. 2011  Malnoy et al.  2007, , Makandar et al.  

   .نيز تاييد شده است) 2006

	PR5وضعيت الگوي بيان ژن 

حاكي از افزايش رونوشـت ژن در   PR5الگوي بيان ژن 
. بـود  Bgtپس از اعمال آلودگي با ) ساعت6(وليه ساعات ا

 .Pبطوريكه ميزان رونوشت در گياهان همزيست شـده بـا   

indica  برابـر   5برابر و گياهان همزيست نشـده   3/5حدود
ايـن افـزايش بيـان در    . نسبت به زمان صفر افزايش يافـت 

  
 P و Bgtو گياه همزيست نشده تحـت آلـودگي بـا     Piriformospora indicaدر گياه همزيست شده با  PR2سطح بيان ژن  - 8شكل 

value < 0/05=*   ،P value< 0/01=**   وP value<0/001=***   در آزمونT student test 

Fig.8. Expression levels of PR2 gene in Piriformospora indica colonized  and control plants in challenging with 
Bgt ,*= indicate P value<0/05 , **= indicate P value<0001 and ***= indicate P value<0/001(T test). 
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ساعات بعدي نيز در هـر دو گـروه از گياهـان بـه وضـوح      
ساعت  12ه گياهان همزيست شده در مشاهده شد، بطوريك

داري برابري اختلاف معنـي  76/1بعد از آلودگي با افزايش 
بيشينه بيان . را نسبت به گياهان همزيست نشده نشان دادند

 P. indicaدر گياهان شاهد و در گياهان همزيست شده بـا  
ميزان رونوشت ژن . ساعت پس از اعمال آلودگي بود 24، 

PR5 برابـر و در گياهـان    8/22ست شـده،  درگياهان همزي
مربوطـه افـزايش    برابر نسـبت بـه زمـان صـفر     8/17شاهد 
مقايسه ميزان رونوشت در زمان اوج بيان در گياهـان  . يافت

برابر گياهان همزيسـت نشـده    28/1شده حدود همزيست 
سـاعت بعـد    PR5 48 , ميزان رونوشت ژن ). 9شكل (بود 

  .كاهشي را نشان داد ساعت  روند 24به  از آلودگي نسبت
بـه دليـل شـباهت     PR5هاي متعلق به خـانواده   پروتئين

 Thaumatococcusتوالي و سـاختاري بـا پـروتئين گيـاه      

daniellii هاي شبه تاماتين هم معـروف هسـتند    به پروتئين
)Linthorst 1991.(  اين پروتئين رابطه نزديكي با پـروتئين-

ــاتين دارد  ــاتين، اســموتين و زآم ــرم. هــاي پرم هــاي  ايزوف
هـاي ضـد    هـاي متنـوعي مثـل فعاليـت     نقش PR5مختلف 

هــاي غيــر زيســتي  قــارچي و حفاظــت در برابــر اســترس
)Kononowicz et al. 1992 , Hon et al.  1995 ( دارنـد .

زدن   با ممانعت از رشـد ريسـه ، جوانـه    PR5هاي پروتئين
ريسـه تندشـي در صـورت     اسپور و يا جلوگيري از توسعه

جوانه زدن اسپور از رشد و توسعه قارچ در سـلول ميزبـان   
 .Xu and Reddy 1997 , Chan et al(نمايند جلوگيري مي

 1999 ,   Velazhahan et al . 1998 .(   نتايج ايـن بررسـي
در گياهـان همزيسـت شـده و     PR5نشان داد كه بيـان ژن  

سـاعت بعـد از    24شاهد روند صعودي را طي نمـود و در  
آلودگي به بالاترين ميزان رونوشت خود رسيد تـا از نفـوذ   

هاي ميزبـان جلـوگيري نمايـد و    هاي قارچ در سلولريسه 
درحاليكه . ز آلودگي كاهش يافتساعت بعد ا 48سپس در 

افـزايش   ، P. indicaدر گياهان همزيسـت شـده بـا قـارچ     
بعـد  ) سـاعت  12(در ساعات اوليه  PR5سريع و بالاي ژن 

 12بطوريكه ميزان رونوشت در . از آلودگي مشاهده گرديد
برابـري نسـبت بـه     3/2ساعت بعد از آلودگي بـا افـزايش   

سـاعت بـه   24 به ميزان بالايي القاء گرديـد و در   6ساعت 
اين نتيجه بيانگر اين است . اوج ميزان رونوشت خود رسيد

  
 و Bgtو گياهان همزيست نشده تحت آلودگي با  Piriformospora indicaدر گياهان همزيست شده با  PR5سطح بيان ژن  - 9شكل 

P value < 0/05=*   ،P value< 0/01=**   وP value<0/001=***   در آزمونT student test 

Fig.9. Expression levels of  PR5 gene in P. indica colonized  and control plants in challenging with Bgt  ,*= 
indicate P value<0/05 , **= indicate P value<0001 and ***= indicate P value<0/001(T test). 
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ق مكانيسم مقاومـت سيسـتميك   از طري P. indicaكه قارچ 
گردد تـا  در گياه مي PR5سبب القاء سريع و زودهنگام ژن 

-محافظـت   Bgtقارچ  خسارات ناشي از از ميزبان در برابر

طـي  ) Molitor et al. 2011(موليتـور و همكـاران   . نمايـد 
 P.indicaمطالعات خـود در جوهـاي همزيسـت شـده بـا      

دگي بـا سـفيدك   را تحـت آلـو   PR5افزايش بـالايي از ژن  
فيتزجرالـد و همكـاران   . سطحي پـودري مشـاهده نمودنـد   

)Fitzgerald et al. 2004(   و زو و همكـاران)Xu and 

Reddy 1997 (  نيز طي مطالعاتي فعاليت ضد قـارچيPR5 
ــارچ   ــا ق ــودگي ب ــي آل ــاه آرابيدوپســيس ط ــاي را در گي ه

ت ورتيسيليوم و فوزاريوم مشاهده نمودند كه با نتايج مطابق
  .  داشت

بررسي هاي محققان قبلي نشان داد كه عوامـل بيمـارگر   
بيوتروف براي موفقيت در ايجاد بيماري نياز به سلول هاي 
زنده ميزبان داشته و پس از نفوذ نيز به كمك بعضي ازمواد 

هاي دخيل در مقاومت موجـود در سـلول   ها، پاسخو آنزيم
كننـد  نثي ميهاي گياهان ميزبان تحت حمله را خها و بافت

)Bindschedler et al.  2009 , Eichmann and 

Hückelhoven  2008 , Spanu et al. 2010 , 
Hückelhoven et al.  1999.(   بــرعكس ايــن پديــده

بـا   وامل بيوتروف، گياه ميزبـان عمـدتاً  درگياهان مقاوم به ع
هاي مـرگ سـريع سـلولي، محكـم كـردن ديـواره       مكانيسم
در محل نفوذ بيمارگر و بـا افـزايش   ) پاپيلاتشكيل (سلولي 

 PR هـاي ضـد ميكروبـي مثـل     توليـد بعضـي از پـروتئين   

proteins از نفوذ و توسعه بيمارگر در خود جلوگيري مي-

. Van loon et al. 2006 , (Glazebrook  2005(كننــد 
P.indica هاي اندوفيت است كـه از اثـرات مثبـت    از قارچ

باشـد كـه   سم مقاومت در گياه مـي همزيستي آن القاء مكاني
هـاي زيسـتي و   سبب افزايش توان تحمل گياه بـه اسـترس  

از آنجاييكـه در مكانيسـم   . گـردد هاي مختلـف مـي  بيماري

مقاومت سيستميك گياه در برابر عوامل بيمـاريزا، ميـزان و   
هاي دفـاعي نقـش اساسـي در مقاومـت و     سرعت بيان ژن

ــاري دارد  ــاهش خســارات ناشــي از بيم در  P. indica. ك
راستاي القاء مكانيسم مقاومت سيستميك، در طي فاز نفوذ 

Bgt هاي هاي دفاعي را در برگبيان سريع و زود هنگام ژن
). Molitor et al. 2011(كنـد  گياهان همزيست شده القا مي

و  PR1 ،PR2 ،PR5هـاي  در اين مطالعـه بيشـينه بيـان ژن   
PAL  وريز در گياهان تيمار شده با قارچ مـايكP. indica  و

 Bgtساعت پس از آلودگي با  24گياهان بدون مايكوريز در 
هـاي  ولي نتايج مطالعات بيانگر ايـن اسـت كـه پاسـخ    . بود

دفاعي در گياهان همزيست شده سريعتر از گياهـان بـدون   
 .Pبطوريكه گياهان همزيست شده با .  مايكوريز القا گرديد

indica، 6هاي دفـاعي را در  ژن بيان  زودهنگام و بالايي از 
، نشان Bgtساعت بعد از آلودگي با  12ساعت به خصوص 

 16-24دادند كه اين افزايش بيـان بـر تشـكيل مكينـه  در     
  Aist and Bushnell(ساعت بعد از آلودگي پيشي گرفت 

اين نتيجه بيانگر اهميت برقراري همزيستي گندم با ). 1991
بيماري سفيدك پودري  در القاء مقاومت بهP. indica قارچ 
قارچ ميكـوريز از طريـق القـاء مقاومـت      زيرا اين. باشدمي

سيستميك سبب بيان زود هنگام و سريع در گياه شده تا بـا  
سبب القا مقاومت در گياه  PALو  PRهاي افزايش بيان ژن

ســاعت بعــد از  48هــاي مـورد بررســي  تمــامي ژن. گـردد 
دند كـه ايـن نشـان    روند كاهشي را نشان دا Bgtآلودگي با 

-ها بدنبال تشكيل مكينـه مـي  دهنده سركوب شدن موثر آن

 .Molitor et al.  2011 ,Bindschedler et al ,(باشـد  

2009  Spanu et al. 2010(.  
P. indica  در غياب بيمارگر سبب تغيير قابل ملاحظـه-

هاي مـورد بررسـي نسـبت بـه گيـاه شـاهد       اي در بيان ژن
هـا را در  بيـان ژن  Bgtنگرديد ولي به محـض آلـودگي بـا    

همان ساعات اوليه بعد از آلودگي در گياه همزيسـت شـده   
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نتايج اين تحقيق نشان داد كـه قـارچ    لذا . سريعأ القاء نمود
P. indica       با اثـرات سيسـتميك ماهرانـه سـبب آمـادگي 

)Priming (هاي دفاعي بـه  افزايش سريع ژن گياه در جهت
-ژن از آنجاييكه رونوشـت . شودمي Bgtمحض آلودگي به 

هـاي ضـد قـارچي كـد     نيز براي پروتئين PALو  PR هاي 
تواند نشان دهنـده يـك مكـانيزم مسـئول     گردند اين ميمي

در برگ گياهان همزيست شـده بـا    Bgtبراي كاهش نفوذ  
P. indica ر گياهـان همزيسـت   كاهش تعداد كلني د. باشد

-شده نسبت به گياهان شاهد نيز تاييد كننده اين مطلب مي

شـود كـه امكـان اسـتفاده از قـارچ      لذا پيشـنهاد مـي  . باشد
جهت كاهش خسارت بيماري و كـم   P. indicaهمزيست 

نمودن آثار سوء استفاده از مواد شيميايي در سـطح مزرعـه   
  . بررسي گردد

  منابع
مـتن انگليسـي   ) 172-170(جهت ملاحظه به صفحات 

  .مراجعه شود

  



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


