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مرحله زیواپرور بر پروفیل متابولیکی  در Leptosphaeria maculansاثر بیمارگر قارچی 
  در یک برهم کنش سازگار 401گیاه کلزا رقم هایولا 

  *1زرقانیاله حمزه حبیب زهرا امجدي و

  )1/4/1398 :پذیرش تاریخ ؛5/2/1398 :دریافت تاریخ(

  دهیچک
وجود آورده هاي مختلف را بر متابولیسم اولیه و ثانویه گیاه بهها، امکان مطالعه تاثیر تنشهاي اخیر در زمینه ابزارها و استخراج دادهپیشرفت
هاي بیماریزایی و شناسائی مسیرهاي متابولیکی مرتبط با بیماریزائی در گیاه، تغییرات در پروفیل متابولیکی بخش قطبی مطالعه مکانیسم. است

و کلزا رقم حساس هایولا ) جدایه گرگان) (Phoma lingamفرم غیرجنسی ( Leptosphaeria maculansحاصل از برهمکنش سازگار قارچ 
بدین منظور در شرایط کاملاً کنترل شده، . مورد بررسی قرار گرفت) GC-MS(سنج جرمی طیف-ازيبه کمک دستگاه کروماتوگرافی گ 401
- زخم مایه- به روش قطره) شاهد(لیتر و آب اسپور در میلی 107اي، گیاهان به ترتیب با سوسپانسیون روز پس از کشت، در مرحله دو لپه 14

 ها متابولیت. زنی انجام شد و به سرعت تحت شوك سرمایی قرار گرفتافت محل مایهبرداري بزنی نمونهساعت پس از مایه 48. زنی شدند
 70تعداد  .گیري شده و مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفتند شناسایی و اندازه GC-MSاستخراج و به کمک دستگاه  با حلال متانول

 .هاي گیاه بود مسیر متابولیکی در سلول 28 تغییرات در منجر بهند که نشان داد) P ≤0.05(داري  متابولیت نسبت به شاهد خود تغییرات معنی
ترپنوئیدي، تولید ترکیبات فنولی، آلکالوئیدي، ي سلولی، در این برهمکنش تعدادي مسیر از مسیرهاي متابولیکی دخیل در تقویت دیواره

ی تعداد زیادي از قندها کاهش یافت که این موضوع نقش همچنین فراوان. تضعیف گردید تولید انرژي، تولید هورمون و انتقال سیگنال
  .کنددر برهم کنش سازگار با یک رقم حساس پیشنهاد می P. lingamها را در بیماریزایی حیاتی این کربوهیدرات
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Abstract 
Recent improvements in instrumentation and data mining have made it possible to investigate the effects of 
various stressors on primary and secondary metabolisms. In this study, in order to study mechanisms of 
pathogenesis and identify the pathogenesis-related metabolic pathways, changes in metabolic profiles 
resulting from a compatible interaction between canola cultivar (Hyola 401) and Leptosphaeria maculans 
(anamorph Phoma lingam) (Phkv102 isolate) were investigated by GC-MS chromatography using the polar 
fraction of plant extract. Under completely controlled conditions, 14 days after planting, when cotyledons 
were completely unfolded, the plants were inoculated by 107 spores per ml suspensions and water (control) 
by drop-wound method, respectively. The tissue samples were taken 48 hours after inoculation and were 
shock frozen immediately. Metabolites were extracted using methanol as solvent, identified and quantified 
with GC-MS and subjected to statistical analyses. Results indicated that 70 metabolites showed significant 
difference over their controls at P≤0.05, which is caused by changes in 28 metabolic pathways. Infection of 
canola cultivar Hyola 401 to P. lingam resulted in change in pathways related to the host cell wall, phenolic 
compounds, alkaloids and terpenoids biosyntesis, energy generator, hormone biosynthesis, signal 
transduction.The abundance of a number of sugars was also decreased, suggesting the crucial role of these 
carbohydrates in pathogenesis in an incompatible interaction of  P. lingam and a susceptible cultivar.
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  مقدمه

هاي گذشته، بیمـاري سـاق سـیاه کلـزا یـا      در طول دهه
 Leptosphaeria maculansشـانکر سـاقه فومـا بـا عامـل     

(Desm.) Ces. & De Not. ) فــرم غیرجنســیPhoma 

lingam (  ــل ــی از عوام ــزا    یک ــد کل ــده تولی ــدود کنن مح
)Brassica napus L. (  ایـن  .  در سراسرجهان بـوده اسـت

 900بیماري سالانه باعـث خسـارت محصـول تـا بـیش از      
شـود  میلیون دلار در اروپـا، شـمال امریکـا و اسـترالیا مـی     

(Raman et al. 2013) .هــاي در ایــران تــاکنون از اســتان
و خوزســتان  مازنــدران، گــیلان، گلســتان، اردبیــل، قــزوین
ها اطلاعـی در  گزارش شده است ولی از میزان خسارت آن

  ).Afshariazad et al. 2007(دست نیست 
-هاي هوایی و زیرزمینی گیاهان حساس مـی تمام بخش

ایـن  . توانند توسـط ایـن بیمـارگر قـارچی کلـونیزه شـوند      
هـاي  هـاي شـدید بـه تیـپ    تواند سبب خسارتبیماري می

قارچ عامل ساق سـیاه در طبیعـت   . ودبهاره و پاییزه کلزا ش
اي اسـت و داراي مرحلــه جنســی  بـه صــورت چندچرخــه 

منبــع . اســت) پیکنیدیوســپور(و غیرجنســی ) آسکوســپور(
اصلی آلودگی اولیه آسکوسپورها هستند که بـا بارنـدگی از   

هاي تشکیل شده روي بقایاي گیاهی در پـاییز  سودوتیسیوم
-زخـم وارد گیـاه مـی    و بهار رها شده و از طریق روزنه یا

هاي خاکستري رنگ و بلافاصله پس از آلودگی زخم. شوند
هـاي  اي و برگهاي لپههاي سیاه رنگ روي برگپیکنیدیوم

هـا  در طول فصل رشـد، پیکنیـدیوم  . شودجوان تشکیل می
ي ثانویه عمل کنند که به عنوان مایهتولید پیکنیدیوسپور می

هـا یـا گیاهـان    یگر برگکنند و توسط قطرات باران به دمی
هـا بـا یـک مرحلـه     آلودگی بـرگ . شوندمجاور پراکنده می

شود و ممکن است کلینیزاسیون سیستمیک دمبرگ دنبال می
هاي کورتکس ساقه را کشـته  بیمارگر به ساقه رسیده، سلول

شانکر نخست بـه رنـگ سـفید    . شودو باعث ایجاد شانکر 
ها بـه رنـگ سـیاه    خاکستري است که بعداً با تشکیل پیکنید

. کنـد آذین گیاه نیز حمله میعامل بیماري به گل. آیددر می
. شـود هـا مـی  آلودگی گل آذیـن سـبب سـوختگی در گـل    

در صـورت آلـودگی   . ها نیز ممکن است آلوده شوندغلاف
در ایـن صـورت   . شوندها نیز آلوده میها، دانهشدید غلاف

 .Howlett et al(دانه چروکیده و ممکن است جوانه نزنند 

2001.(  
هاي امٌیکس شامل واکـاوي  هاي اخیر در روشپیشرفت
ــان ژن ــتبی ــات  ، کمی ــت، امکان ــروتئین و متابولی ســنجی پ

-هاي بـرهم کـنش بیمـارگر   جدیدي را براي فهم پیچیدگی
کنـد و بنـابراین منجـر بـه درك بهتـري از      گیاه فـراهم مـی  

ــازوکار ــخ س ــوژیکی در پاس ــاي فیزیول ــومی و ه ــاي عم  ه
ــر بیمارگرهــا مــی  ــاه در براب ــروزه . شــوداختصاصــی گی ام

ابزارهاي مختلف امٌیکس بـراي درك چگـونگی پاسـخ بـه     
به این منظور، ژنـومیکس  . هاي زیستی بکار رفته استتنش

و ترنسکریپتومیکس به علت در دسـترس بـودن اخیـر داده    
خـانواده شـب بوییـان     توالی توان زیاد تولید شده از جمله 

هـاي  امٌـیکس مثـل    ه اسـت، امـا سـایر شـاخه    توسعه یافت ـ
پروتئومیکس و متابولومیکس از این نظر هنوز عقـب مانـده   

امٌـیکس بـراي   -علاوه بر این، تلفیق اطلاعات مقیاس. است
پاسخ به سؤالات پیچیـده فیزیولـوژیکی و ژنـومیکی هنـوز     

متـابولومیکس شناسـایی نسـبتاً سـریع و     . یک چالش است
هـا را  ت در دامنه وسـیعی از متابولیـت  توان بالایی از تغییرا

سازد که منجر به واکاوي عمیقی از متـابولم کـل   ممکن می
بررسـی جزئیـات بیشـتر پاسـخ     . شودفرایندهاي زیستی می

تحت حمله بیمارگر با استفاده خانواده شب بوییان  گیاهان 
از واکاوي متابولومیکس به شناسایی مسـیرهاي متـابولیکی   

هـاي دفـاعی   سـازي سـازوکار  روشن کمک می کند  که در
 .Fransisco et al. 2016, López-Gresa et al(موثر است 



  ...يکيل متابوليواپرور بر پروفيمرحله ز در Leptosphaeria maculans يمارگر قارچياثر ب :زرقاني امجدي و حمزه
 

264 264 
 

2012, Raman et al. 2013 .(  
هـاي موجـود، تـاکنون    رغم تنوع گسترده متابولیـت علی

هاي متعلـق بـه   هاي گونهها در برهمکنشتعداد کمی از آن
. آلوده بـا قـارچ بررسـی شـده اسـت      خانواده شب بوییان 

غلب مطالعات روي گروه هدف خاصی از ترکیبـات مثـل   ا
هــا، فنیــل پروپانوئیــدها و تعــداد کمــی از گلیکوســینولات

  .اندها متمرکز شدهفیتوآلکسین
محتــواي ) Pedras et al. 2008(پـدراس و همکــاران  

ــینی  و  cyclobrassinin ،spirobrassinin(فیتوالکســـــــ
rutalexin (ــی ــیپینی و آنتــ ، indolyl-3-acetonitrile(ســ
arvelexin ،caulilexin C  4و-methoxyglucobrassicin (

در پاسـخ بـه دو    B. rapaو  B. napusهاي دو گونـه  برگ
زنی شده با نژادهاي مختلف مایه(تنش زیستی و غیرزیستی 

 CuCl2یا افشانه شده بـا   Albugo candida قارچ زیواپرور
-زیـادي از متابولیـت   تعـداد . مشخص کردند LC–MSبا ) 

هاي آلوده از جملـه دو فلاونوئیـد   هاي بخش قطبی از برگ
بـا  . جدید و شش فنیل پروپانوئید جدید جداسـازي شـدند  

توجه به تغییرات مشاهده شده در دفاع شـیمیایی در طـول   
هاي مشـابهی بـه   پاسخ B. rapaآلودگی، پیشنهاد گردید که 

  .شتنددا A. candidaنژاد پرآزار و ناپرآزار 
القـا  ) Abed-Farid et al. 2009( فرید و همکاران-عابد
تحت آلودگی چند بیمارگر قارچی  B. rapaها در متابولیت

)Aspergillus nigra, Fusarium oxysporum, L. 

maculans (نتایج بدست آمـده از  . بررسی کردندH NMR 
ــا   Proton NMR )Proton Nuclear Magneticیـ

Resonance(پروپانوئیـدها  ها، فنیلفنولت در سطح ، تغییرا
ها در گیاه را مـرتبط بـا آلـودگی قـارچی     و گلوکوسینولات

با این وجود پاسخ متابولیکی براي هر گونه قارچ . نشان داد
-فنیـل  F. oxysporumگیاهان آلوده شـده بـا   . متفاوت بود

 hydroxyferuloyl-5و  sinapoyl- ،feruloyl(پروپانوئیدها 

malate(،  ــدها و ) quercetinو  kaempferol(فلاونوئیــــ
تري نسبت به گیاهان آلوده شده بـا دو  فوماریک اسید بیش

  .بیمارگر دیگر نشان دادند
-antiاستفاده از گیاهان تراریخت براي کاهش ترکیبـات  

nutritive  هـاي دیگـر در   منجر به کشف اهمیت متابولیـت
 همکـاران هانـگ و  در ایـن زمینـه،   . پاسخ به بیمـاري شـد  

)Haung et al. 2009 (A. thahliana  ــاهش ــراي ک را ب
تراریخت کردن منجـر  . تراریخت کردند sinapineترکیبات 

 sinapoyl ،quercetin ،salicylic acidبه تغییر در مشتقات 
ــد indolyl glucosinolatesو  ــه  . ش ــان تراریخــت ب گیاه

آلــودگی قــارچ حســاس بودنــد و مشــخص شــد کــه ایــن 
ا نقش مهمی در دفاع گیاهان خانواده شب بوییان  همتابولیت
  .دارند

همان طور که معلوم است مطالعات کمی براي ارزیـابی  
نقش متابولوم در مکانیسم دفـاعی یـا بیمـاریزایی در برابـر     
بیمارگرهاي خانواده شب بوییان  مخصوصاً کلزا انجام شده 

هاي واکاوي شده واضح اسـت کـه ترکیبـات    از داده. است
پروپانوئیدي در دفاع گیاه نسـبت بـه چنـدین بیمـاري     لفنی

توانـد در صـدها   بـا وجودیکـه تغییـرات مـی    . نقش دارنـد 
متابولیت رخ دهد،  پاسخ براي گیاه و بیمـارگر اختصاصـی   

متــابولومیکس جدیــدترین رشــته امٌــیکس اســت و . اســت
ــه ــراي گســترش داردي گســتردهزمین ــاط . اي ب یکــی از نق

هاي ترکیبات با اطلاعات ه پایگاه دادهکلیدي، ایجاد و توسع
سـنج جرمـی   طیـف  -سنج جرمـی سنج جرمی و طیفطیف

نشـانگرهاي متـابولیتی و مسـیرهاي    براي شناسایی زیسـت 
  .مرتبط است

دهـد کـه   نتایج بدست آمده از چندین پژوهش نشان می
ارقام بهاره کلزا در مقایسه با ارقام پاییزه نسبت بـه بیمـاري   

یکـی از ارقـام بهـاره    . باشـند تر مـی حساسساق سیاه کلزا 
متداول کشت شده در نواحی مختلـف ایـران، رقـم هـایولا     
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هاي خوب از جمله این رقم با وجود ویژگی. باشدمی 401
 دانه عملکرد با یکنواخت و رسیدگی خوابیدگی به مقاومت
تـرین ارقـام نسـبت بـه     هکتار، از حساس در تن 3 از بیش

 Haddadi( حدادي و همکاران. باشدبیماري ساق سیاه می

et al. 2016 (هــاي تــري از ســازوکاربــراي بیــنش عمیــق
 B. napusهـاي دفـاعی   و پاسـخ  L. maculansبیماریزایی 
در فواصل  Topaz DH16516ها را در رقم حساس بیان ژن

هـاي  افزایش بیان ژن. بررسی کردند) 0-8(زمانی دو روزه 
-روز پـس از مایـه   4و  SA( )2(مرتبط با سالسیلیک اسید 

-روز پـس از مایـه   8و  JA) (6(و جاسمونیک اسید ) زنی

به ترتیب شواهدي را براي مراحل زندگی زیواپرور و ) زنی
. ها فراهم کـرد در طول آلودگی لپه L. maculansپرور مرده

زنـی در مرحلـه   روز پس از مایه 4با توجه به اینکه قارچ تا 
حاضر، با هدف بررسـی پروفیـل   باشد، مطالعه زیواپرور می

 .Lمتـابولیکی بخـش قطبـی حاصـل از بـرهمکنش قـارچ       

maculans )و کلـزا   در مرحلـه زیـواپروري  ) جدایه گرگان
نسـبت   GC-MSبه کمک دستگاه  401رقم حساس هایولا 

ها و مسیرهاي درگیـر  به شاهد به منظور شناسایی متابولیت
  .هاي بیماریزایی انجام شددر مکانیسم

  هاي بررسیو روش مواد
  پرورش گیاه

اسـتفاده   401در این پژوهش از بذور کلزا رقـم هـایولا   
به منظور رشد یکنواخت گیاهان، ابتدا بذور با وایتکس . شد
دقیقـه ضـدعفونی و سـپس بـا آب مقطـر       2به مدت %  10

بـا  ) 25(تعداد مشخصـی بـذر   . استریل بخوبی شسته شدند
پتـري حـاوي کاغـذ    پنس استریل در زیر هـود بـه تشـتک    

صافی سترون مرطوب شده با آب مقطر سترون منتقل و در 
جهت کشت . تاریکی مطلق در دماي محیط قرار داده شدند

ــدان ــاي از گل ــانتی 9ه ــترون   س ــاك س ــاوي خ ــري ح مت

ها سطح خاك در همه گلدان. استفاده شد) 3:1=خاك:پیت(
هـا آب داده شـد و   یکسان از طریق زیر گلدانی بـه گلـدان  

عدد  10انی که سطح خاك تر شد، با پنس استریل تعداد زم
از بذرهاي جوانه زده در فواصل منظم در گلدان کشت شد 

ها تا یک سانتی متر خاك نرم ریخته شد و نهایتاً بر روي آن
ها در گلخانه گلدان. فشان سطح آن مرطوب گردیدو با آب

ه درجه در زیـر تـوري سـفید قـرار داد     30با میانگین دماي 
-روز پس از کشت گیاهان به مرحله دو لپـه  7تقریباً . شدند

تر و فرصت بـراي  اما به دلیل نیاز به بافت بیش. اي رسیدند
. هاي حقیقـی اول و دوم قطـع شـد   ها، برگبزرگ شدن لپه

سـاعت   16ها به ژرمیناتور بـا  روز پس از کشت گلدان 12
یکی ساعت تـار  8گراد و درجه سانتی 21روشنایی با دماي 

لـوکس   8000گراد و شدت نـوري  درجه سانتی 16با دماي 
  .منتقل شدند

  زنیتهیه مایه تلقیح براي مایه

ارسـالی توسـط آقـاي    ( در این پژوهش از جدایه گرگان
 براي تهیه مایـه . استفاده شد) دکتر راهنما از دانشگاه گرگان

روزه قـارچ روي   14هـاي  زنـی از کشـت  براي مایـه  تلقیح
عصـاره هشـت    cc200(ي هشت سبزي آگار محیط عصاره

کربنـات  بـی  g 3/0آگـار و   g20آب مقطـر،   cc800سبزي، 
قسـمت   100(سـیلین  هاي آمپـی بیوتیکحاوي آنتی) کلسیم

کــه در ) قســمت در میلیــون 200(و ریفــامپین ) در میلیــون
ــا دمــاي  ــاتور ب ســاعت  12ي سلســیوس، درجــه 20انکوب

 ـ 12روشنایی و  لـوکس   300وري ساعت تاریکی و شدت ن
قرار داده شـده بودنـد، اسـتفاده    ) نور فلئورسنت) (وات 7(

متـري از بخـش فعـال قـارچ     میلـی  10سپس پنج تکه . شد
از محـیط کشـت بریـده و بـه یـک لولـه        داراي پیکنیـدیوم 
. لیتر آب مقطر سـترون منتقـل شـد   میلی 10آزمایش حاوي 

لوله آزمایش بـه خـوبی تکـان داده شـد تـا سوسپانسـیون       
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لایـه   8دست آمده از سوسپانسیون به. کنواختی ایجاد شودی
پارچه تنظیف سترون عبور داده شد و سپس بـا سـمپلر بـه    

-میکروتیوپ. لیتري منتقل گردیدمیلی 5/1هاي میکروتیوپ

دور در دقیقه  6000دقیقه در  10ها در سانتریفیوژ به مدت 
 محلول روي رسوب حاصله را خارج کرده. قرار داده شدند

-و پس از اضافه کردن آب مقطر سترون تا حجم یک میلی

غلظـت  . لیتر بـه آن، سوسپانسـیون اسـپور تکـان داده شـد     
غلظـت  . سوسپانسیون اسپور با هموسیتومتر تخمین زده شد

لیتـر تنظـیم شـد    اسپور بر یـک میلـی   1×107سوسپانسیون 
)Mengistu et al. 1991.(  

  زنی گیاهانمایه

یک سوزن انسولین اسـتریل   با دستکش سترون و توسط
روزه  14گیاهـان   دو زخم کوچک مقابل هم بر لب هر لپـه 

میکرولیتر از سوسپانسیون بـه   10سپس با سمپلر . ایجاد شد
لیتر در محل زخم مایـه زنـی   اسپور در میلی 1×107غلظت 

میکرولیتر آب  10جهت کنترل مثبت از زخم به همراه . شد
هـا در  گلـدان . اسـتفاده شـد  مقطر استریل دوبار تقطیر شده 

-درجه سـانتی  21ساعت روشنایی با دماي  16ژرمیناتور با 

گـراد و  درجـه سـانتی   16ساعت تاریکی با دماي  8گراد و 
هر تیمار شـامل  . لوکس نگهداري شدند 8000شدت نوري 

 48. گیـاه بـود   10سه تکرار بیولوژیکی و هر تکرار شـامل  
گـرم از  میلـی  300 زنی به طور تصـادفی ساعت پس از مایه

گیـاه کامـل بـود از     3اي کـه تقریبـاً شـامل    هـاي لپـه  بافت
-هـاي دو میلـی  تکرارهاي هر تیمار جداگانـه در اپنـدورف  

هـا جمـع آوري شـد و بـه     لیتري جهت استخراج متابولیت
پـس از  ). Bekker et al. 2017(سرعت سرد خشک شـد   

ن براي هر اي تعدادي از گیاهاهاي لپهبرداري از بافتنمونه
تیمار براي ارزیابی علائم در همین شرایط رشدي نگهداري 

. شـود براي هر تیمار سه تکـرار در نظـر گرفتـه مـی    . شدند

هاي سه روزه بررسی زنی در بازهروز پس مایه 14علائم تا 
  .شد

 هااستخراج متابولیت

ها، به روش فین و هاي نمونهعملیات استخراج متابولیت
جهت اسـتخراج  . انجام شد) Fiehn et al. 2000(همکاران 
میلی گرم بافت تازه  300هاي هر نمونه گیاهی، به متابولیت

 100(لیتر متانول خـالص  میلی 4/1پودر شده با ازت مایع، 

MeOH (% ثانیه  20اضافه گردید و مخلوط حاصله به مدت
، )mg ml-12/0(میکرولیتر ریبیتـول   50سپس . ورتکس شد

 Nonadecanoic acid methyl ester )mgمیکرولیتـر   50

ml-1 CHCL32 ( میکرولیتر آب دوبار تقطیر شده بـه   300و
گـراد بـراي   درجه سانتی 70مخلوط اضافه شده و در دماي 

دقیقه  20به مدت  g12500دقیقه تکان داده شدند و در  15
ترکیب متانول با یک شوك حرارتی بـالا  . سانتریفیوژ گردید

که در بالا ذکر شد، بـه عنـوان   ) گرادسانتیدرجه  70دماي (
ها شناخته شده است و پـیش  ي اغلب آنزیمغیر فعال کننده

هـا  نیاز لازم براي جلوگیري از تغییرات در ترکیب متابولیت
). Roessner et al. 2000(هاي آنزیمی اسـت  در اثر فعالیت

ــه   ــالاي لول ــانتریفیوژ، رونشــین در قســمت ب ي پــس از س
قطعات گیاهی به صورت رسـوب در تـه لولـه    اپندورف و 
رونشین با استفاده از میکروپیپت برداشته شـده  . قرار گرفت

ــاي   ــور از میکروفیلتره ــا عب ــه داراي  Ultra-free-Clو ب ک
ي اپنـدورف دیگـري   میکرومتر به لوله 22/0منافذي به قطر 

به مدت دو دقیقه سانتریفیوژ  rpm 4000منتقل شدند و در 
اضـافه  ) CHCL3(میکرولیتر کلروفـرم   750به رسوب . شد

دقیقـه قـرار    10گراد بـه مـدت   درجه سانتی 37کرده و در 
دقیقـه سـانتریفیوژ    20به مدت  g 12500سپس در . گرفت
-پس از این مرحله رونشین را برداشته و به همان لوله. شد

ي اپندورفی کـه بخـش قطبـی حاصـل از سـانتریفیوژ اول      
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لیتـر آب  میلـی  4/1سـپس  . دیـد ریخته شده بود، اضـافه گر 
مقطر به آن اضافه کرده و بـه خـوبی تکـان داده شـد و در     

rpm 4000  پـس از ایـن   . دقیقه سانتریفیوژ شد 15به مدت
-میلـی  8/2مرحله مخلوط به فاز رویی یا فاز قطبی شـامل  

میکرولیتـر   800لیتر و فاز زیرین یا فاز غیـر قطبـی شـامل    
-GCش قطبی براي کـار بـا   لیتر از بخیک میلی. تقسیم شد

MS براي تصحیح تغییـرات رخ داده در طـول   . برداشته شد
آماده سازي و آنالیز نمونه یک سري استانداردهاي داخلـی  

طی یک مرحلـه کـاهش حجـم بـا     . شودبه نمونه اضافه می
ــتگاه  ــد   speedvacدس ــک گردی ــی خش ــاز قطب ــل . ف عم

Methoximation   با تثبیت بخش کربونیل در موقعیـتβ  و
از آنجـا  . کنـد احیاء قند از حلقوي شدن قندها ممانعت مـی 

که عمل اشـتقاق مسـتقیم قنـدهایی مثـل فروکتـوز باعـث       
مربوط به هگزوزهـا  ) peak(اختلال در تشخیص نقاط اوج 

)hexoses (گردد، عمل متوکسیمه کردن با اضافه کـردن  می
 methoxyamineگـرم  میلـی  20میکرولیتـر از محلـول    50

hydrochloride لیتر در یک میلیpyridine به یک میلـی ،-

 30لیتر حاصل از بخش قطبـی و حـرارت دهـی در دمـاي     
آب شـیکر  -دقیقـه در حمـام   90گراد به مدت درجه سانتی

تـر  از آنجـا کـه بـیش   ). Roessner et al. 2000(انجام شد 
ها غیر فراّر هستند، عمل اشتقاق بـا اضـافه کـردن    متابولیت

 N-methyl-N- trimethylsilylلیتــــر میکــــرو 80

trifluoroacetamide )MSTFA ( درجــــه  37در دمــــاي
هـا  دقیقـه بـراي فـراّر شـدن آن     30گراد و به مـدت  سانتی
  .آب شیکر قرار داده شدند-درحمام

  GC-MSواکاوي توسط 

) متانول-آب(یک میکرولیتر از هر یک از فازهاي قطبی 
وزن همیلتـون بـه   از هر تکرار به طور جداگانه با استفاده س

 Hewlett–Packard 6890مـدل   GC-MSورودي دسـتگاه  

)No. 190915.433, USA ( واقــع در آزمایشــگاه مرکــزي
در زمـان تزریـق دمـاي ورودي    . دانشگاه شیراز تزریق شـد 

گـراد بـوده و از سـتون موئینـه از     درجه سانتی 230دستگاه 
) HP-5M)phenyl methyl siloxan, 25m, 0.25mm نـوع  
سرعت جریان برابـر بـا   (از بی اثر هلیم به عنوان حامل و گ

درجه  70دماي آون در . استفاده شد) لیتر در دقیقهیک میلی
دقیقه ثابـت و سـپس بـه ازاي هـر      5گراد و به مدت سانتی
گراد بـه دمـاي آن اضـافه و پـس از     ي سانتیدرجه 5دقیقه 

-گراد، سـه دقیقـه ثابـت    درجه سانتی 280رسیدن به دماي 

  .ماند

  تعیین پروفیل متابولیتی

ــی از   ــات خروج ــرم   GC-MSاطلاع ــط ن ــدا توس -ابت

ــزار ــخه   Enhanced Data Analysisاف  G1701CAنس
)C.00.00 21.Dec-1999 ( همراه دستگاهGC-MS  واقع در

در . واقع در آزمایشگاه مرکزي دانشگاه شیراز ارزیـابی شـد  
وجـو بـر   ، برنامه جسـت Wileyl.265این ارزیابی کتابخانه 

. رفـت کـار  مبناي طیف جرمی، براي شناسایی ترکیبـات بـه  
هاي شناسایی شـده  تر در جهت متابولیتبراي اطمینان بیش

 2.62نسـخه   AMDISافزار افزار همراه دستگاه، از نرمبا نرم
)Mar, 2005 ( افـزار از کتابخانـه   در ایـن نـرم  . استفاده شـد

NIST )برنامـه  )هاي ملی تکنولـوژي و اسـتاندارد  موسسه ،
از . ، اسـتفاده گردیـد  d  2جوي طیف جرمی نسـخه وجست

هر دو کتابخانه علاوه بر نام متابولیت اطلاعاتی مانند زمـان  
هاي دیگر براي نام انتخابی، سـاختار  نگهداري، فراوانی، نام

هایی که در هر سه تنها متابولیت. ترکیب و غیره بدست آمد
بـل تشـخیص داشـتند    تکرار از تیمارهاي مختلـف پیـک قا  

زمـان  . تر مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد    براي آنالیزهاي بیش
هاي شناسایی شده براي تمـام  نگهداري و فراوانی متابولیت

. تکرار از تیمارهاي مختلف در جـدول اکسـل مرتـب شـد    
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بـراي   NISTوجو زمانی که هیچ شباهت مناسب در جست
 طیف جرمـی از یـک پیـک پیـدا نشـود، پیـک بـه عنـوان        

شود و به عنوان برچسب طیـف  ناشناخته، در نظر گرفته می
 MST. گرددثبت می) Mass Spectral Tag=MST(جرمی 

یک طیف جرمی با الگوي تکه تکـه شـدن بـا ثبـات روي     
 MSTیـک  . شـود ها و در میان تکرارها تعریـف مـی  اسکن
تواند جزء واقعی از یک نمونـه، صـرف نظـر از هویـت     می

  ).Kopka et al. 2005(گرفته شود شیمیایی آن در نظر 

  هاي آماريواکاوي

آزمایش به صورت فاکتوریل با طـرح کـاملاً تصـافی در    
هـاي کمـی بـا    مقایسـه میـانگین داده  . سه تکرار انجام شـد 

بـراي شـناخت   . انجام شد SASافزار در نرم T-Testآزمون 
-ها در گیاهـان مایـه  عوامل پنهان موثر بر تغییرات متابولیت

نرم ) proc factor(ها ده نسبت به شاهد تجزیه عاملزنی ش
روي داده ها اجرا گردید و تیمارهـا و شـاهدها    SASافزار 

در صـفحه مختصـات   ) factor score(بر اساس نمره عامل 
متشکل از دو فاکتور اول که بخش اصلی تغییـرات در داده  

براي تعیین اهمیـت  . ها را نمایندگی می کردند رسم گردید
لیت ها در بیماریزائی از بار هر متابولیت بر عامـل کـه   متابو

شـود اسـتفاده   گفته مـی ) factor loading(به آن بار عاملی 
گردید، بدین طریق که متابولیت هاي با بار بزرگتر اهمیـت  

  .و مشارکت بیشتري در بیماریزائی داشتند

  شناسایی مسیر
در دار شناسایی، مسیرهاي درگیر براساس ترکیبات معنی

 Rبا نرم افزار متابوآنالیسـت  L. maculans -پاتوسیستم کلزا
)MetaboanalystR ( 3نسخه ) برمبناي مقایسه ) 2018سال

 Arabidopsis thahlianaدار با کتابخانه هاي معنیمتابولیت
  .)Chong et al. 2018(صورت گرفت

  نتایج

ها قابـل  اولین علایم روي لپه يآلوده ساز پس ازروز  7
خاکسـتري  -هـاي سـبز  ه بود که شامل تشکیل بافـت مشاهد

. هـا بـود  بدون حاشیه تیـره بـه همـراه زردي شـدید بـرگ     
زنـی اولـین پیکنیـدها قابـل     روز پـس از مایـه   10همچنین 

ها شـروع بـه ریـزش    روز لپه 14مشاهده بودند و تا قبل از 
  ). Fernando et al. 2016, Williams 1985(کردند 

. پیـک بـود   100 بـیش از  اً شاملهر کروماتوگرمام تقریب
ــک    ــایی پی ــده از شناس ــت آم ــات بدس ــر  اطلاع ــاي ه ه

پـردازش  پس از عمل پیش GC-MSکروماتوگرام حاصل از 
در . نشان داده شده اسـت  1 جدولها در روي کروماتوگرام

از آن ها در بین تمـام   61متابولیت شناسایی شد که  70کل 
هـاي کمـی در   تیمارها مشترك بودند و به عنوان متابولیـت 

نشـان  SAS افـزار  با نرم T-testنتایج آزمون . نظر گرفته شد
دار متابولیــت کمــی معنــی P≤0.05 ،61داد کــه در ســطح 

-Citric acid ،beta-DLترکیــــب شــــامل  9. بودنــــد

Arabinopyranose ،2-Deoxy-galactopyranose ،
MST9 ،Heptadecane ،Tetracosane ،Pentacosane ،

Heptacosane  وNonacosane هــاي بــه عنــوان متابولیــت
 MSTترکیـب بـه عنـوان     9همچنین . کیفی شناسایی شدند
ــیمیایی و  . شناســایی شــدند ــروه ش ــاتی همچــون گ اطلاع
هر سه تکرار براي هر متابولیـت شناسـایی    میانگین فراوانی
هـا از  این متابولیـت . نشان داده شده است 1شده در جدول 

 4اسید آلـی،   19 قند، 19هاي شیمیایی مختلف شامل گروه
آلکـان و   8آمین،  2گلیکوزید،  3اسید چرب،  6، آمینهاسید 

  .)1جدول ( باشدمی با گروه نامشخصترکیب  9
ــرا ــا يب ــت   ییشناس ــش و اهمی ــر متابولنق ــته در  ی

 يرو یتآن متابول) Factor-loading(عاملی  باربیماریزائی، 
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 .تغییر یافته بود Phoma lingamلودگی به آبه علت  هاکه مقدار آن Hyola 401هاي کلزا رقم لیست متابولیت. 1ل ودج
Table 1. The list of canola metabolites of Hyola 401 cultivar, which had been altered due to infection with Phoma 
lingam. 

Number Metabolite Name SW SP Group 
1 Phosphoric acid 0.128375 0.079472 OA 
2 Butyric acid 0.045668 0.03537 FA 
3 Propionic acid 0.188777 0.094255 FA 
4 L-Threonine 0.167842 0.081788 AA 
5 Pentasiloxane 0.245302 0.213701 AM 
6 Trimethylsilyl ether of glycerol 0.880066 0.903628 FA 
7 Malonic acid 0.070281 0.031499 OA 
8 Succinic acid 0.672451 0.29267 OA 
9 Trisiloxane 0.098998 0.102257 AM 
10 Propanoic acid 0.790313 1.005531 OA 
11 Maleic acid 0.0953 0.056178 OA 
12 Glycine 0.157235 0.05269 AA 
13 Malic acid 3.409348 3.373466 OA 
14 Citric acid 0 0.029392 OA 
15 L-Proline 0.13613 0.064603 AA 
16 Trihydroxybutyric acid 0.08942 0.162859 OA 
17 Glutaric acid 0.063213 0.088677 OA 
18 MST1 0.08789 0.160501 - 
19 Ribitol 1 1 SU 
20 MST2 0.083662 0.186532 - 
21 Pentonic acid 0.117398 0.081304 OA 
22 L-Tyrosine 0.438495 0.229224 AA 
23 Ribonic acid 0.059268 0.088458 OA 
24 MST3 0.048921 0.088679 - 
25 Valeric acid 1.142827 0.542898 FA 
26 MST4 0.105609 0.204619 - 
27 But-2-enoic acid 0.120016 0.056004 OA 
28 MST5 0.06958 0.145778 - 
29 Propanedioic acid 0.209992 0.141144 OA 
30 Pentaric acid 0.19621 0.414908 OA 
31 benzoic acid 3.098229 2.568861 OA 
32 Butylethylmalonic acid 0.388906 0.547822 OA 
33 MST6 0.111622 0.226481 - 
34 D-Xylitol 0.112859 0.058837 SU 
35 Nonadecane 0.111179 0.12231 AC 
36 D-Fructose 6.714961 4.352221 SU 
37 MST7 0.333461 0.311211 - 
38 D-Ribose 0.454129 0.282597 SU 
39 d-Galactose 1.60261 0.904842 SU 
40 d-Glucose 11.97589 6.552734 SU 
41 d-Mannose 4.164945 2.580064 SU 
42 N-Acetylglucosamine methoxime, 0.073995 0.179084 SU 
43 MST8 0.083224 0.04403 - 
44 Glucopyranose 0.151497 0.217623 SU 
45 beta.-DL-Arabinopyranose 0 0.059505 SU 
46 alpha.-D-Galactopyranose 0.405745 0.222323 SU 
47 Galactonic acid 0.126212 0.090619 OA 
48 D-Gluconic acid 0.180544 0.088222 OA 
49 Palmitic acid 0.276616 0.25627 FA 
50 beta.-l-Galactopyranoside 0.218803 0.374403 GL 
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 Table 1. Continued  ادامه. 1جدول 

Number Metabolite Name SW SP Group 
51 alpha.-D-Mannopyranose 0.09681 0.065733 SU 
52 Myo-Inositol 1.749342 1.304637 SU 
53 D-Mannitol 0.124148 0.15825 SU 
54 Talose 0.097618 0.131062 SU 
55 Stearic acid 1.976385 0.217658 FA 
56 alpha.-d-galactopyranoside 0.517497 0.254721 GL 
57 Gulonic acid 0.109195 0.149897 OA 
58 Glucopyranose 0.08752 0.066544 SU 
59 MST9 0 0.025119 - 
60 alpha.-D-Glucopyranoside 1.278218 3.819397 GL 
61 D-Turanose 0.331689 0.182825 SU 
62 2-Deoxy-galactopyranose 0 0.065015 SU 
63 n-Pentadecylcyclohexane 0.124717 0.054566 AC 
64 Melibiose 0.462846 0.194289 SU 
65 Heptadecane 2.621789 0 AC 
66 Tetracosane 0.082695 0 AC 
67 Eicosane 3.106179 0.024223 AC 
68 Pentacosane 0.128363 0 AC 
69 Heptacosane 0.070802 0 AC 
70 Nonacosane 1.234258 0 AC 

OA= ،اسید آلیSU = ،قندAA= ،اسید امینهFA =اسید چرب ،AC =،آلکان GL =گلیکوزید ،AM= آمینSW =      رقـم حسـاس مایـه زنـی بـا آب
  تکرار 3میانگین  زنی شده با بیمارگررقم حساس مایه=SPتکرار،  3میانگین 

OA=Organic Acid ،SU= Sugar ،AA=Amino Acid ،FA= Fatty Acid ،AK= Alkane  ،GL= Glycoside ،AM=Amine SW= 

Susceptile inoculated with Water-mean of 3 replicates ،SP= Susceptile inoculated with Pathogen-mean of 3 replicates 

  
عـاملی  نمـره  . یا عامل پنهان مورد توجه قرار گرفتفاکتور 

)Factor score (را نســبت بــه  یمارهــات یمکــان یعیــتموق
 ـ بـار عـاملی   مقـدار  .دهدیم یکدیگرنشان  -1تـا   1 ینآن ب

یک نزد یکبه  یتمتابول عاملی یکهرچه مقدار بار است و 
 ـنقش مهـم  یتمتابول ینآن است که ا یباشد به معن تر ري ت

) مشـاهده (نمونه مشخص  یک يحاصله براعاملی در نمره 
دو  فضـاي  در هـا  نمونـه  یکـی نزد يالگو). 2 جدول(دارد 
محـور معـرف   هـر  . نشان داده شده است 1 شکلدر  يبعد

دو . اسـت  یـت متابول 70از  یخط یبیترک یک عامل پنهان و
موجـود در   ییـرات درصـد از تغ  99از  یشاول ب نهانعامل پ

همه متابولیت ها را در خود دارند و به این ترتیـب تفـاوت   
 يگـروه بنـد   یرو لذا تصـو  دهندیم یحارها را توضیمت ینب

اول و دوم  يمحورها 1شکل در نمودار  یمارهامشاهدات ت

مشــاهدات در فضــاي دو بعــدي از  یکــامل یبــاًتقر یرتصــو
از نظـر تشـابه متـابولوم    (متشکل از عامل پنهان اول و دوم 

 70 يبرابار عاملی   .دهد یرا نشان م) بیماریزائیدر  یلدخ
 2اول در جـدول یـا عامـل پنهـان    دو فاکتور  يبرا یتمتابول

متابولیت بـراي فـاکتور یـا عامـل      43 .نشان داده شده است
ت براي فاکتور یـا عامـل پنهـان دوم    متابولی 50پنهان اول و 

-Pentonic acid، D). 2جـدول  (بار عاملی مثبـت داشـتند   

Turanose ،alpha.-d-galactopyranoside ،d-Galactose ،
alpha.-D-Galactopyranose ،Propanedioic acid ،D-

Xylitol ،But-2-enoic acid ،d-Glucose  وD-Fructose 
براي فاکتور یا عامل پنهان را  ترین بار عاملیبه ترتیب بیش

، Pentasiloxane ،Butyric acid).  2جـدول  (اول داشـتند  
Phosphoric acid ،Malic acid ،Trisiloxane،  
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 Phoma -شناسایی شده از بخش قطبی در پاتوسیستم کلزا T-testدار حاصل از تجزیه هاي معنیمتابولیت load (70(بار عاملی . 2جدول 

lingum 48 2و 1و بیمارگر براي فاکتور  زنی با آبساعت پس مایه  
Table 2. Factor loading of 70 significant metabolites based on T-test from polar fraction in canola- Phoma 
lingum pathosystem inoculated with sterilized distilled water and pathogen 48 h after inoculation for factor 1 
and factor 2. 

Metabolite 
Number 

Name Factor1 Factor2  Metabolite 
Number 

Name Factor1 Factor2 

M21 Pentonic acid  0.93 0.05  M25 Valeric acid 0.45 0.05 
M61 D-Turanose  0.91 0.37  M1 Phosphoric acid 0.41 0.90 
M56 alpha.-d-galactopyranoside 0.90 0.34  M5 Pentasiloxane 0.23 0.97 
M39 d-Galactose 0.90 0.15  M31 benzoic acid 0.21 0.72 
M46 alpha.-D-Galactopyranose 0.89 0.45  M37 MST7 0.21 0.05 
M29 Propanedioic acid 0.87 -0.27  M2 Butyric acid 0.20 0.92 
M34 D-Xylitol 0.86 0.34  M33 MST6 0.19 -0.12 
M27 But-2-enoic acid 0.85 -0.02  M6 Trimethylsilyl ether of glycerol 0.05 0.70 
M40 d-Glucose 0.84 0.39  M49 Palmitic acid 0.00 0.29 
M36 D-Fructose 0.82 0.49  M9 Trisiloxane -0.07 0.81 
M43 MST8 0.81 0.52  M53 D-Mannitol -0.10 0.79 
M38 D-Ribose 0.79 0.44  M13 Malic acid -0.16 0.89 
M69 Heptacosane 0.79 0.47  M10 Propanoic acid -0.18 0.73 
M70 Nonacosane 0.79 0.47  M26 MST4 -0.29 -0.13 
M65 Heptadecane 0.79 0.47  M20 MST2 -0.38 -0.27 
M66 Tetracosane 0.79 0.47  M28 MST5 -0.38 -0.07 
M68 Pentacosane 0.79 0.47  M54 Talose -0.47 0.44 
M67 Eicosane 0.79 0.47  M35 Nonadecane -0.48 -0.21 
M47 Galactonic acid 0.78 0.25  M44 Glucopyranose -0.54 -0.38 
M55 Stearic acid 0.77 0.48  M18 MST1 -0.61 0.15 
M12 Glycine 0.77 0.38  M57 Gulonic acid -0.65 -0.63 
M64 Melibiose 0.72 0.49  M41 N-Acetyl glucosamine methoxime -0.68 -0.24 
M51 .alpha.-D-Mannopyranose 0.71 0.45  M60 alpha.-D-Glucopyranoside -0.68 -0.12 
M15 L-Proline 0.70 0.45  M32 Butylethylmalonic acid -0.69 -0.12 
M63 n-Pentadecylcyclohexane 0.70 0.66  M16 2,3,4-Trihydroxybutyric acid  -0.71 0.03 
M48 D-Gluconic acid 0.68 -0.23  M23 MST3 -0.76 -0.36 
M41 d-Mannose 0.65 0.39  M59 MST9 -0.78 -0.05 
M4 L-Threonine 0.65 0.57  M50 beta.-l-Galactopyranoside -0.78 0.08 
M58 Glucopyranose 0.65 0.33  M45 beta.-DL-Arabinopyranose -0.82 -0.05 
M52 Myo-Inosito 0.62 0.60  M23 Ribonic acid -0.83 0.01 
M11 Maleic acid 0.62 0.75  M30 Pentaric acid -0.88 -0.17 
M7 Malonic acid 0.62 0.73  M62 2-Deoxy-galactopyranose -0.90 -0.07 
M22 L-Tyrosine 0.60 0.08  M14 Citric acid  -0.94 -0.03 
M3 Propanoic acid 0.57 0.79  M17 Glutaric acid -0.98 0.02 
M8 Succinic acid 0.52 0.78      

  
Propanoic acid ،D-Mannitol ،Succinic acid ،Maleic 

acid  وPropanoic acid ترین بار عـاملی را  به ترتیب بیش
  ).   2جدول (براي فاکتور یا عامل پنهان دوم داشتند 

 اساس نـام  نتایج تجزیه مسیرهاي مرتبط با بیماریزایی بر
 R متابوآنالیسـت  افزاردار با نرمهاي معنیشیمیایی متابولیت

ــخه  مســیر در  28منجــر بــه شناســایی   ) MetPA( 3نس
براسـاس  ). 3 جـدول ( گردیـد  P. lingam-برهمکنش کلزا

مسـیر   28از ترکیبات شناسایی شـده در   عدد 30این آنالیز 
 26مسیرهاي تغییر یافتـه شـامل   . شناسایی شده قرار گرفتند

لازم بـه  . مسیر تقویت شـده بودنـد   2مسیر تضعیف شده و 
کتابخانـه و در کـل    15افـزار شـامل   ذکر است که این نـرم 

 Oryza sativaز جملـه  مسیر از موجودات مختلف ا 1137

japonica (Japanese rice)  وArabidopsis thaliana 

(thale cress) پایگـاه  بـا   هامسـیر ه در اینجا مقایس. باشدمی
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: ↓1هاي تغییر کرده در جدول با متابولیت Phoma lingum -کلزادر پاتوسیستم  Rارتباط مسیرهاي شناسایی شده با متابوآنالیست. 3جدول 
 افزایش تولید: ↑کاهش تولید، 

Table 3. The interrelated of pathways detected in canola- Phoma lingum pathosystem with MetaboAnalystR  that 
have changed with metabolites in Table 1 ↓: Reduced production, ↑: Increased production  

 نام مسیر
Pathway Name 

ت ایجاد شدهتغییرا  
Accrued Changes 

Propanoate metabolism Succinic acid (↓) 
Propionic acid (↓) 

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 
Citrate cycle (TCA cycle) 

Citric acid(↓) 
Succinic acid (↓) 

Pentose phosphate pathway D-Ribose (↓) 
Gluconic acid (↓) 

Tyrosine metabolism L-Tyrosine (↓) 
Succinic acid (↓) 

Aminoacyl-tRNA biosynthesis Glycine (↓) 
L-Threonine (↓) 
L-Tyrosine (↓) 
L-Proline (↓) 

Starch and sucrose metabolism D-Fructose (↓) 
D-Glucose (↓) 

Chitinase biosynthesis N-Acetyl glucosamine (↓) 

Jasmonic acid biosynthesis Stearic acid (↓) 
Palmitic acid (↓) 

Ascorbic acid biosynthesis L-galactonic acid (↓) 
D-Fructose (↓) 
Mannose (↓) 

Hemicellulose biosynthesis Myo-Inositol (↓) 
D-Glucose (↓) 
D-Galactose (↓) 

Cellulose biosynthesis D-Glucose (↓) 

Glycine, serine and threonine metabolism Glycine (↓) 
L-Threonine (↓) 

Cyanoamino acid metabolism 
Methane metabolism 
Nitrogen metabolism 
Glutathione metabolism 

Glycine (↓) 

Fatty acid elongation in mitochondria 
Fatty acid metabolism 

Palmitic acid (↓) 

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism D-Mannose (↓) 
D-Fructose (↓) 

Biosynthesis of unsaturated fatty acids Palmitic acid (↓) 
Stearic acid (↓) 

Ascorbate and aldarate metabolism 
Inositol phosphate metabolism 

Myoinositol (↓) 
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 Table 3. Continued  ادامه. 3جدول 

 نام مسیر
Pathway Name 

 تغییرات ایجاد شده
Accrued Changes 

Fructose and mannose metabolism D-Mannose (↓) 

Fatty acid biosynthesis Stearic acid (↓) 
Palmitic acid (↓) 

Alanine, aspartate and glutamate metabolism 
Butanoate metabolism 

Succinic acid (↓) 

Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis 
Isoquinoline alkaloid biosynthesis 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 

L-Tyrosine (↓) 

Valine, leucine and isoleucine biosynthesis L-Threonine (↓) 

proline metabolism L-Proline (↓) 

  
  

  

  
نرم افزار  proc factorدو بعدي حاصل از پراکنش نگار . 1 شکل
SAS ـ یـت متابول  70 فراوانی براساس   بدسـت آمـده از   دار یمعن

هایولا  حساس رقمدر  زنی یهساعت پس از ما T-test ، 48تجزیه 
تیمار شده و  )P( یمارگرببا شده  زنی یهما ايدو لپهدر مرحله  401

 ).W(با آب به روش قطره زخم 
Fig 1. Scatter plot based on projections first two 
Factore-vectors of proc factor SAS of abundance of 
70  significant metabolites obtained from T-test 
analysis, 48 h after inoculation susceptible cultivar 
hayola 401 in two cotyledon stage with spores 
suspention (Phoma lingum) (P) and sterilized distilled 
water (W) using drop-wound method. 

  

ــیرهاي  ــد  A. thaliana داده مس ــام ش ــیر  28از . انج مس
ــده،  مســیرهاي    ــایی ش  Isoquinoline alkaloidشناس

biosynthesis ،Glycine, serine and threonine 

metabolism ،Tyrosine metabolism ،Inositol 

phosphate metabolism ،Citrate cycle (TCA cycle) ،
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism ،proline 

metabolism ،Galactose metabolism ،Starch and 

sucrose metabolism  وGlutathione metabolism  ــه ب
 P. lingam-کلـزا ترین اثر در برهمکنش شترتیب داراي بی

  ).2شکل(بودند 

  بحث
هاي بررسی ارقام کلزا از لحاظ ترین روشیکی از سریع

زنی گیاهان مقاومت یا حساسیت به بیماري ساق سیاه، مایه
اي تحت شرایط کاملاً کنترل شده از لحاظ در مرحله دو لپه
). Raman et al. 2013(شـدت نـور اسـت    دما، رطوبت و 

جهت تعیین حساسیت یا مقاومـت ارقـام کلـزا نسـبت بـه      
گیاهـانی  . شوداستفاده می 0-9بیماري ساق سیاه از مقیاس 

که داراي علایم از جمله تولید پیکنید، عدم وجـود حاشـیه   
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تمام مسیرهاي تطبیق یافته توسط دایره . Phoma lingum -م کلزادر پاتوسیست Rافزار متابوآنالیستبا نرم تابولومیکیآنالیز مسیر م. 2شکل 

تر در مسیرهاي دار بیشمعنی تر نشان دهنده تغییراتهاي تیرهرنگ( P-valueبراساس  به ترتیب هر دایره و سایز رنگ. نشان داده شده است
  .ترین مسیرها زیر نویسی شده استمهم. میزان اثر مسیر است و )متناظر است

Fig 2. Metabolic pathway analysis (MetPA) in canola- Phoma lingum pathosystem with MetaboAnalystR 
software package. All the matched pathways are displayed as circles. The color and size of each circle are based 
on p-value (darker colors indicate more significant changes of metabolites in the corresponding pathway) and 
pathway impact value, respectively. The most impacted pathways are annotated. 

  
روز  10تاریک اطراف زخم، ریزش سریع بافـت آلـوده تـا    

 بـه  )Koch et al. 1991, Mengistu et al. 1991(باشـند  
شوند که این علایـم  عنوان میزیان حساس در نظر گرفته می

  .قابل مشاهده بود 401به خوبی روي رقم هایولا 
هاي ایجاد نسبت به آلودگیخانواده شب بوییان  گیاهان 

. ها حساس هستندها یا ویروسها، باکتريشده توسط قارچ
این گیاهان اثر این بیمارگرها به شدت روي تولید و کیفیت 

-گذاشته و منجر به خسارت اقتصادي در سطح جهانی مـی 

هـاي گذشـته، تحقیقـات    به این دلیل در طـول دهـه  . شوند

هـاي  زیادي با تاکید بـر پاسـخ گیـاه میزبـان و سـاز و کـار      
بـا ایـن وجـود،    . بیماریزایی و مقاومت صورت گرفته است

ارگر بیمارگر به علت عملگرهاي متعدد بیم-برهمکنش گیاه
رسانی در گیاه کـه بیـانگر حساسـیت یـا     و رخدادهاي پیام
این واقعیت به  .باشد، بسیار پیچیده استمقاومت میزبان می

خوبی شناخته شده است کـه حملـه بیمـارگر سـبب فعـال      
هاي دفاعی متنوعی در گیـاه از جملـه تولیـد    شدن مکانسیم

هـا،  گلیکوسینولات. شودترکیبات مختلف ضد میکروبی می
پپتیـدهاي غنـی از سیسـتئین در    فلاونوئیدها و همچنین پلی
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هاي القا شده اعضاي خانواده شب بوییان به عنوان متابولیت
 Abdel-Farid et(انـد  توسط بیمارگر در گیاه گزارش شده

al. 2009 .( ــارچ ــه L. biglobosaق ــا چرخ ــدگی ب ي زن
نکروتروفی باعث فعال شدن مسیرهاي دفاعی جاسـمونیک  

دار هـاي معنـی  در ادامـه متابولیـت  . شـوند ر گیاه میاسید د
ــش  ــده و نق ــایی ش ــابولیکی  شناس ــیرهاي مت ــان در مس ش

  .بیماریزایی مورد بررسی قرار گرفت
متابولیســم اســیدهاي آمینــه بــراي بیوســنتز بســیاري از 
ترکیبات طبیعی دفاعی گیاه ضروري اسـت و متعاقبـاً روي   

ــی   ــر م ــاه اث ــی گی ــتم ایمن ــذاردسیس ــ. گ ــه عن ــال ب وان مث
هـاي ثانویـه در خـانواده شـب     ها، متابولیتگلیکوسینولات

اي بـه سـه گـروه    سـازهاي اسـیدآمینه  بوییان براساس پـیش 
هـا و  هـا، اینـدول گلیکوسـینولات   آلیفاتیک گلیکوسینولات

 ).Zeier 2013(شوند ها تقسیم میگلیکوسینولاتبنزوئیک 

ــی   ــه فراوان ــن مطالع ــدر ای ــهآم یداس ــروزین  ین -L(تی

Tyrosine (زنی با بیمارگر نسـبت بـه شـاهد    در حالت مایه
اسید آمینه تیـروزین  پـیش   . )1 جدول(کاهش داشته است 

هـاي  اکثـر گـروه  . هاي ثانویه استماده بسیاري از متابولیت
-آلانین و یـا تیـروزین مشـتق مـی    فنولی در گیاهان از فنیل

افـزایش تیـروزین در ارقـام مقـاوم گنـدم در برابـر       . شوند
در  Neovossia indicaزنـی بـا   سیاهک هندي بعد از مایـه 

مقایسه با گندم رقم حساس گـزارش شـده اسـت، و بیـان     
شده که این ترکیب فنولی ممکـن اسـت در تسـریع رونـد     

هاي مقاوم گنـدم نسـبت بـه گیـاه     لیگنینی شدن در ژنوتیپ
-آلانین و تیـروزین از پـیش  فنیل. حساس نقش داشته باشد

 Zeier(باشـد  ها میگلیکوسینولاتزوئیک سازهاي گروه بن

کاهش این اسید آمینه میتواند در کاهش تولید ایـن   ).2013
ــارچی و     ــیت ضــد ق ــه داراي خاص ــات ک ــروه از ترکیب گ

 Isoquinolineمسـیرهاي  . باکتریایی هستند، دخیـل باشـد  

alkaloid biosynthesis، Phenylalanine, tyrosine and 

tryptophan biosynthesis ،Ubiquinone and other 

terpenoid-quinone biosynthesis  وAminoacyl-tRNA 

biosynthesis     از جمله مسیرهایی هستند کـه تحـت تـاثیر
در مســـیر ). 3جــدول  (باشــند  ایــن اســید آمینــه مـــی   

Isoquinoline alkaloid biosynthesis  ترکیبــاتی دفــاعی
بیمارگرها  شود که به علت سمیت گیاه را در برابرتولید می

ــی ــت م ــد محافظ  ).Matsuura & Fett-Neto 2017(کن
Ubiquinone   الکتـرون در زنجیـره    به عنوان انتقـال دهنـده

نقـش  . شـود انتقال الکترون در فتوسنتز و تنفس شناخته می
مهمی در رشد و نمو گیاه از طریـق شـرکت در بیوسـنتز و    

 آنتـی ن بـه عنـوا  . متابولیسم ترکیبات شـیمیایی مهـم دارنـد   
هـا  کند و در پاسخ گیـاه نسـبت بـه تـنش    اکسیدان عمل می

همچنین بـه عنـوان تنظـیم کننـده بیـان ژن و      . دخیل است
). Liu & Lu 2016(کنـد  انتقال سیگنال سـلولی عمـل مـی   

ــیر   Ubiquinone and other terpenoid-quinoneمس

biosynthesis تواند  است که می در مطالعه ما تضعیف شده
هـاي  و در نظر گـرفتن نقـش   Ubiquinoneهش تولید با کا

مهمش، در حساسیت گیاه نسبت به بیمـارگر نقـش داشـته    
  .باشد

زنـی  در تیمار گیاه حسـاس مایـه   ترئونیندر این مطالعه 
 جـدول (شده با بیمارگر نسبت به شاهد کاهش یافته است  

در گیاهان از اسید آسپاراتیک ) L-Threonine(ترئونین . )1
ــد ایزولوســین دخیــل اســت مــیســاخته  . شــود و در تولی

-گلیکوسـینولات سازهاي گروه آلیفاتیک ایزولوسین از پیش

کاهش این اسـید آمینـه میتوانـد    ). Zeier 2013(باشد ها می
هاي ثانویـه کـه داراي   در کاهش تولید این گروه ازمتابولیت

 ترئـونین . باشـد خاصیت ضـد قـارچی هسـتند، مـوثر مـی     

ــیرهاي   Valine, leucine and isoleucineمســ

biosynthesis ،Glycine, serine and threonine 

metabolism  وAminoacyl-tRNA biosynthesis   تحـت
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بـراي   Aminoacyl-tRNA). 3جـدول  (دهـد  تاثیر قرار می
-عملکردش در اولین مرحله ساخت پروتئین شـناخته مـی  

 Pang et(شود و مسولیت تنظیم کد ژنتیکی را برعهده دارد 

al. 2014.(  ــیر ــت مس ــاهش فعالی  Aminoacyl-tRNAک

biosynthesis هـاي  هـا کـه نقـش   در کاهش تولید پروتئین
این مسیر در مطالعه مـا  . زیادي را برعهده دارند، موثر است

تواند در حساسیت گیاه نسبت به است که می تضعیف شده
  .بیمارگر نقش داشته باشد

) L-Proline(پـرولین  در این مطالعه فراوانی اسید آمینـه  
زنی شـده بـا بیمـارگر    در تیمار گیاه حساس با زخم و مایه

میزان پرولین ). 1جدول (نسبت به شاهد کاهش یافته است 
برگ به عنوان یک معیار ارزشمند بـراي وضـعیت سـلامت    

 .Aftab et al(شـود  گیاه در طول رشد در نظر گرفتـه مـی  

زیستی پـرولین   هاي زیستی و غیردر پاسخ به تنش). 2015
کنـد و موجـب   به عنوان یک سیگنال مولکـولی عمـل مـی   

هـا، تعـادل ردوکـس و کنتـرل بیـان      تنظیم ذخیره متابولیت
روي مسیرهاي دفـاعی گیـاه اثـر    . شودها میتعدادي از ژن

بخشــد رشــد و توســعه گیاهــان را بهبــود مــی. گــذاردمــی
)Szabados & Savoure. 2009 .(   آفتـاب و همکـاران در

درصدي میزان پرولین را در کلـزاي   50، کاهش 2015 سال
در مقایسه  Alternaria destruensزنی شده با حساس مایه

محتواي پرولین پـایین گیـاه بیمـار    . با شاهد گزارش کردند
هـاي آزاد در  شده ممکن است با کاهش غلظـت اسـیدآمینه  

ثبـات شـدن   تواند منجر به بـی واکئل در ارتباط باشد که می
انتقـال   IIو اجزاي زیـر سـلولی از جملـه کمـپلکس     غشاء 

الکترون میتوکنـدري و فشـار اسـمزي درون سـلولی شـود      
)Aftab et al. 2015 .(proline metabolism 
از جملــه مســیرهایی  Aminoacyl-tRNA biosynthesisو

باشند و در مطالعـه  هستند که تحت تاثیر این اسید آمینه می
  ).3جدول (اند ما تضعیف شده

در ) L-Glycine(در ایـن مطالعـه اسـید آمینـه گلیســین     
زنی شده با بیمارگر نسبت تیمار گیاه حساس با زخم و مایه

گلیسـین در سـنتز   ). 1جـدول  (به شاهد کاهش یافته است 
هاي غنی از گلیسین در دفـاع  پروتئین.  کلروفیل نقش دارد
هاي زیستی و غیرزیستی نقش داشـته و  گیاه نسبت به تنش

ترکیبـات  . اي فعالیت ضد قارچی و ضد باکتریایی استدار
حاوي این اسید آمینـه از طریـق افـزایش لیگنـین و تـرمیم      

هاي آسیب دیده باعث افزایش مقاومت گیاه در سریع بافت
مسـیرهاي  ). Zeier 2013(گردد ها میبرابر آفات و بیماري

Cyanoamino acid metabolism ،Methane 

metabolism ،Nitrogen metabolism ،Glutathione 

metabolism ،Aminoacyl-tRNA biosynthesis  و 
Glycine, serine and threonine metabolism   تحــت

ــی   ــه م ــید آمین ــن اس ــاثیر ای ــند ت ــدول (باش ــیر ). 3ج مس
Glutathione metabolism   ــل ــاتیون تحم ــنتز گلوت ــا س ب

هـاي  تـنش و  هاي زیستی و غیـر زیسـتی  گیاهان را به تنش
-گلوتـاتیون یـک آنتـی   . دهدکسیداتیو مختلف افزایش میا

اکسیدان غیر آنزیمی قوي است و به عنـوان یـک مولکـول    
تضعیف این مسیر در مطالعه . کندسیگنال در دفاع عمل می

تواند از دلایل حساسیت گیاه نسبت بـه بیمـارگر باشـد    می
)Hasanuzzaman et al. 2017.(  

گالاکتوز و فروکتـوز در  در این مطالعه فروانی گلوکوز، 
حالت تیمار شده با بیمارگر نسبت به شـاهد کـاهش یافتـه    

-، که این کاهش نقش مهمی در مکانیسـم )1جدول (است 

هـاي مرکـزي   متابولیسم کربوهیدرات. هاي بیماریزایی دارد
-مثل گلوکوز، زایلوز، فروکتوز، گالاکتوز و سوکروز از مهم

هـا هسـتند   ابـر تـنش  ترین منابع براي حفاظت سلول در بر
)Nokhrina et al. 2014 .(    ،در بـرهمکنش گیـاه میکـروب

قندها جهت تامین سوخت انـرژي مـورد نیـاز بـراي دفـاع      
-هایی بـراي تنظـیم ژن  ضروري هستند و به عنوان سیگنال
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نقـش کلیـدي    ).Bolton 2009(رونـد  هاي دفاعی بکار می
بالقوه برخی قندها در مورد ایمنـی گیـاه منجـر بـه مفـاهیم      

و دفاع افزایش یافته قند ) Sweet Immunity(ایمنی شیرین 
)sugar-Inhanced defense ( شده است)Moghaddam & 

Van den Ende 2013 .( قندهاي کوچک یعنی مونو، دي و
کننـد و  هاي دفاعی گیاه را فعـال مـی  الیگوساکاریدها پاسخ

ــه بیمــارگر مــی   ــاه ب ــزایش مقاومــت گی شــوند موجــب اف
)Trouvelot et al. 2014 .( گلوکز پیش ماده اسید شیکمیک

در ســاخت اکثــر . ســلولز اســتو مونــومر ســلولز و همــی
مسـیر  . ترکیبات فنولی گیاه مسیر اسید شیکمیک سـهم دارد 

هاي ساده شروع و به سمت اسید شیکمیک از کربوهیدارت
) فنیـل آلانـین و تیـروزین   (هاي آروماتیک د آمینهتولید اسی
باشـد و در  داراي عملکرد دفاعی میگالاکتوز . یابدادامه می

 Moghaddam & Van den(سنتز همی سلولز دخیل است 

Ende 2013 .( قندهايGlucopyranose   ،مشتقی از گلـوکز
beta.-DL-Arabinopyranose  ،مشتقی از آرابینوزalpha.-

D-Galactopyranose  2و-Deoxy-galactopyranose 
باشد که بـا حلقـه پیرانـوز مشـخص     می مشتقی از گالاکتوز

 Glucopyranoseدر این بررسی، کاهش فراوانـی  . شوندمی
در حالت تیمـار شـده بـا     alpha.-D-Galactopyranoseو 

ــد     ــاهده ش ــاهد مش ــه ش ــبت ب ــارگر نس -beta.-DL. بیم

Arabinopyranose  2و-Deoxy-galactopyranose  از
در حالت تیمـار شـده بـا    هاي کیفی بودند که تنها متابولیت

 Starch andگلـوکز مسـیرهاي  . بیمـارگر شناسـایی شـدند   

sucrose metabolism ،Cellulose biosynthesis  و
Hemicellulose biosynthesisــیر ــالاکتوز مســـ  ، گـــ
Hemicellulose biosynthesis  فروکتــــوز مســــیرهاي

 Starch and sucrose metabolism ،Ascorbic مسـیرهاي 

acid biosynthesis  وAmino sugar and nucleotide 

sugar metabolism 3جدول (دهند تحت تاثیر قرار می .(  

، کربوهیدرات قند Myo-inositolدر این مطالعه فراوانی 
زنی شده با بیمارگر نسـبت  مانند در تیمار گیاه حساس مایه

و  Myo-inositol ).1جـدول  (سـت  به شاهد کاهش یافته ا
هاي تنظیم سـلولی  مشتقات بیوشیمیایی در بسیاري از جنبه

از جمله ساختار غشایی، انتقال پیام، تنظیم اسمزي، ذخیـره  
هاي مرتبط با فسفات، بیوسنتز دیواره سلولی، تولید مولکول

ــال    ــره و انتق ــلول، ذخی ــه س اســترس، ارتباطــات ســلول ب
 ). Arner et al. 2001(اسـت  هـاي گیـاهی مهـم    هورمون

Myo-inositol رسانی سلول در حیوانات و گیاهـان  در پیام
کند و گیاهان با سطح بالاتري از مقاومت نسبت شرکت می
در مطالعـات  . داشتند inositolها افزایش بیان در به بیماري

هاي حساس و مقاوم سویا نسبت بـه  پروتئومیکسی در لاین
Phytophthora sojaeاهش بیان شـدید  ، کMyo-inositol-

1-phosphate synthase (MIPS)  در لاین حساس گزارش
-1را به  D-glucose 6-phosphateاین آنزیم تبدیل . گردید

L-myo-inositol-1-phosphate  کـه ایـن   . کنـد کاتالیز مـی
در  P. sojaeموضوع نقش حیاتی این مـاده را در آلـودگی   

). Zhang et al. 2011(رقم حسـاس پیشـنهاد کـرده اسـت     
Iqbal گــزارش کردنــد کــه ) 2002( و همکــارانMIPS  از

طریق سیگنالینگ کلسیم، نقش مهمـی در شـروع یـا حفـظ     
 Iqbal(کند ایفا می F. solaniپاسخ دفاعی سویا به آلودگی 

et al. 2002 .(MIPS1        یـک اثـر قابـل تـوجهی بـر سـطح
Myo-inositol  دارد کــه بــراي حفــظ ســطوح آســکوربیک

. ید، فسفاتیدول اینوزیتول و سرامیدها بسـیار مهـم اسـت   اس
 A. thalianaاین ترکیبات رشد و نمو و مرگ سلولی را در 

مطالعـات دیگـر   ). Donahue et al. 2010(کننـد  تنظیم می
ــردن ژن   ــه وارد ک ــان داد ک  Porteresiaاز  PcINO1نش

coarctata (Roxb.)   بـه گیاهـان توتـون     تحمل شـوري را
-Myo-inositol-1این ژن پـروتئین  . کندطا میتراریخت اع

phosphate synthase کنـد  را کد می)Das-chatterjee et 



  ...يکيل متابوليواپرور بر پروفيمرحله ز در Leptosphaeria maculans يمارگر قارچياثر ب :زرقاني امجدي و حمزه
 

278 278 
 

al. 2006, Majumder et al. 2004 .(Myo-inositol   بـه
. شودسلولز، زایلوز و قندهاي اسیدي تبدیل میپکتین، همی

در تولید انـرژي،   Inositol phosphate metabolismمسیر 
. ر و انتقال سیگنال در ایمنـی گیـاه، نقـش دارد   درك بیمارگ

)Williams et al. 2015 .( تضعیف این مسیر در این مطالعه
روي کاهش رشد و کاهش انتقـال سـیگنال در دفـاع گیـاه     

  . موثر باشد
در تیمـار گیـاه    Melibioseدر این مطالعه فراوانی قنـد  

زنی شده با بیمارگر نسـبت بـه شـاهد شـدیداً     حساس مایه
قـارچ  -در بـرهمکنش گیـاه  ). 1جـدول  (کاهش یافته است 

اطلاعات کمی در مورد منـابع کـربن مـورد اسـتفاده قـارچ      
ي انتقال قنـدها از گیاهـان   بیمارگر از گیاه و همچنین نحوه

در سـال  لینگـر و همکـاران    .به سمت بیمارگر وجـود دارد 
 Colletotrichumبیــــوتروف از قــــارچ همــــی 2011

graminicola  آنتراکنوز ذرت، پروتئین انتقـال دهنـده   عامل
Melibiose )Melibiose Transporter1 ( را شناســـایی و

بررسی کردند و نشان داند که این قـارچ در مراحـل اولیـه    
چرخه زندگی خود به صورت بیوتروفی از منابع کربنـی در  

کند که منجـر بـه کـاهش شـدید     اپوپلاست گیاه استفاده می
احتمـالاً  ). Lingner et al. 2011(د شـو این قند در گیاه می

یکی از دلایل کاهش شدید این قند در مطالعـه مـا دال بـر    
-به عنوان منبع کربن مـی  Melibioseاستفاده قارچ فوما از 

  . باشد
در تیمـار گیـاه    D-turanoseدر این مطالعه فراوانی قند 

زنی شده با بیمارگر نسـبت بـه شـاهد کـاهش     حساس مایه
کاربرد خارجی این قنـد در گیاهـان   ). 1ول جد(یافته است 

 .Fusarium oxysporum fزنی شـده بـا   فرنگی مایهگوجه

sp. lycopersici  باعــث فعــال شــدنMAPKs شــود مــی
)Sinha et al. 2002.(  

در تیمار  D-Mannitolدر این مطالعه فراوانی قند الکلی 

زنی شده با بیمـارگر نسـبت بـه    گیاه حساس با زخم و مایه
و از طرف دیگر در ایـن مطالعـه   . افزایش یافته است شاهد

زنـی  در تیمار گیاه حسـاس مایـه   D-Mannoseفراوانی قند 
جـدول  (کاهش یافته اسـت   شده با بیمارگر نسبت به شاهد

. کننـد هـا مـانیتول تولیـد مـی    تعدادي از گیاهان و قارچ). 1
 توانـد تجمع قندهایی مثل مانیتول پس از حمله بیمارگر می

سیستم ایمنی گیاه را تحریک کرده و منجر به افزایش بیـان  
ــارگر شــود   ژن ــر بیم ــاه در براب ــاع گی ــا دف ــرتبط ب هــاي م

)Moghaddam & Van den Ende 2013  .( برخــی از
هاي بیمارگر گیـاه بـراي سـرکوب مقاومـت گیـاه بـه       قارچ

کنند که مانیتول تولید می) ROS(واسطه گونه اکسیژن فعال 
از طرف دیگر گیاه در . ها ضروري استزایی آنبراي بیماری

کند کـه  می Mannitol-1-phosphateدفاع خود تولید آنزیم 
Mannitol  را بهMannose هـاي  در پاسـخ  .کنـد تبدیل می

-دفاعی این آنزیم یک نقـش کلیـدي در بـرهمکنش گیـاه    
بیمارگر دارد و در گیاهانی که هم مکان بـا مـانیتول ترشـح    

شود، قادرنـد مـانیتول را تخریـب    تولید میشده از بیمارگر 
دهنـد  تري به حمله بیمـارگر نشـان مـی   کنند مقاومت بیش

)Meena et al. 2015.(  
در  N-acetyl glucoseamineدر ایــن مطالعــه فراوانــی 

زنی شده با بیمارگر نسبت به شـاهد  تیمار گیاه حساس مایه
ترل ها در کنیکی از مکانیسم). 1جدول (کاهش یافته است 

. بیمارگرهاي گیاهی افـزایش فعالیـت آنـزیم کیتینـاز اسـت     
-میزان فعالیت کیتیناز هر نمونه گیـاهی براسـاس میـزان ان   

گـرم پـروتئین   استیل گلوگز آمین آزاد شده به ازاي هر میلی
گیاهـان بـا   . شـود عصاره و هر گرم بافت گیاه محاسبه مـی 

نسـبت  تـري  تولید سطح بالاتري از این آنزیم مقاومت بیش
 Chen & Fernando(دهنـد  به بیمارگر از خود نشـان مـی  

استیل گلوگز آمـین  -در این مطالعه کاهش میزان ان). 2006
در حالت تیمار شـده بـا بیمـارگر دال بـر تضـعیف مسـیر       
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Chitinase biosynthesis   و در نتیجه کاهش فعالیت آنـزیم
  .کیتیناز در مسیر بیماریزایی است

 Palmitic acid )Hexadecanoicی در این مطالعه فراوان

acid ( و Stearic acid )Octadecanoic acid ( در تیمــار
زنی شده با بیمارگر نسبت به شاهد شدیداً گیاه حساس مایه

 Palmiticچـرب  اسـیدهاي ). 1جـدول  (کاهش یافته است 

acid  و Stearic acid    نیـاز اصـلی بـراي    بـه عنـوان پـیش
). Farmer et al. 1988(نـد  اجاسمونیک اسید شناخته شـده 

احتمالاً این کاهش بـه دلیـل سـرکوب شـدن مسـیر تولیـد       
-جاسمونیک اسید و افزایش بیان سنتز سالسیلیک اسید مـی 

 Palmitic acidهمچنــین ). Farmer et al. 1988(باشــد 
ــیرهاي   Fatty acid biosynthesis ،Fatty acidمسـ

elongation in mitochondria  وFatty acid metabolism 
مسیر ساخت اسیدهاي چـرب  . دهدهم تحت تاثیر قرار می

هـاي زیسـتی و   نقش مهمی را در دفاع گیاه نسبت به تـنش 
اسیدهاي چرب علاوه بر اینکـه بـه   . کندغیر زیستی ایفا می

ســازهاي ترکیبــات کوتیکــول و یــا هورمــون عنــوان پــیش
سطه جاسمونیک اسید نقش دارند، در دفاع پایه، ایمنی به وا

افکتورها، ایمنی سیستمیک و انتقال سیگنال در گیاه شرکت 
  ).  Kachroo & Kachroo 2009(کنند می

زنی در گیاه مایه Propionic acidدر این مطالعه فراوانی 
جـدول  (شده با بیمارگر نسبت به شاهد کاهش یافته اسـت  

 propionateدر تولید  Propanoate metabolismمسیر ). 1
اسـید   Propionic acid  .ضد قـارچی نقـش دارد   با فعالیت

محصـول نهـایی بتـا    . باشـد چرب اشباع کوتـاه زنجیـر مـی   
هـاي قـارچ   از رشد میسلیوم. اکسیداسیون اسید چرب است

کند که کاهش فراوانی آن نشان دهنـده کـاهش   ممانعت می
 ,Lucas et al. 2007(باشـد  تولید این ترکیـب دفـاعی مـی   

McGaw et al. 2002  (.  
، Heptadecane ،Tetracosaneدر ایـــــن مطالعـــــه  

Eicosane ،Pentacosane ،Heptacosane  وNonacosane 
هایی هستند که تنها در گیـاه شـاهد شناسـایی شـدند     آلکان

هـاي مشـتق شـده از    هـا یـا هیـدروکربن   آلکان). 1جدول (
هاي اي از موماسیدهاي چرب در گیاهان اغلب بخش عمده

سطوح اولیـه گیاهـان توسـط    . دهندمیکوتیکول را تشکیل 
-هاي اپیدرم تولیـد مـی  موم پوشیده شده است که از سلول

کند که ارقـام مقـاوم   نتایج مطالعات اخیر پیشنهاد می. شوند
شان را از طریـق افـزایش    نسبت به بیمارگرها دفاع فیزیکی

. کننـد بیان مسـیرهاي بیوسـنتز کـوتین و مـوم تقویـت مـی      
ــیر ــان در مسـ ــزایش بیـ و  alkane biosynthesisهاي افـ

cuticular wax biosynthesis کــاهش بیــان مســیرهاي 

alkane oxidation ،acyl-CoA hydrolysis  ــت در تقوی
با توجه ). Bagherian et al. 2016(اند دیواره سلولی دخیل

زنـی  ها در حالت گیاه مایهبه اینکه در این مطالعه این آلکان
یکی در اثر حمله بیمارگر را مشاهده نشد تضعیف دفاع فیز

  .دهندنشان می
و  ) Malic acid(مالیـک اسـید   در این مطالعه فراوانـی  

زنی در تیمار گیاه حساس مایه) Citric acid(سیتریک اسید 
). 1جــدول (شــده نســبت بــه شــاهد کــاهش یافتــه اســت 

هـاي  با بررسی پاسـخ  2009در سال  عابدالفرید و همکاران
 .Lمتابولیتی ایجاده شـده توسـط گیاهـان کلـزا آلـوده بـه       

maculanse  ــف ــتفاده از روش طی ــا اس ــانس  ب ــنج رزون س
و مالیک اسید ) آزاد(اي، تولید مالیک اسید مغناطیسی هسته

-Abdel(متصل شده به فنیل پروپانوئیدها را گزارش کردند 

Farid et al. 2009 .(  2007در سـال   پـدراس و همکـاران 
کلـزاي  هـاي هاي بخش قطبی تولید شـده در بـرگ  بولیتمتا

 Albugo candidaزنی با ساعت پس از با مایه 24حساس، 
-سنج رزونانس مغناطیسی هستهرا با استفاده از روش طیف

مالیک اسید متصل شـده بـه   . بررسی کردند ESI-MSاي و 
متصـل   p-hydroxycinnamatesفنیل پروپانوئیدها از جمله 
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و فلاونوئیدها را به عنـوان   glucosideیک اسید، شده به مال
 .Pedras et al(ترکیبات مهم بخش قطبی گـزارش کردنـد   

مالیک اسید در متابولیسـم مرکـزي گیـاه از جملـه     ). 2008
و  C4، متابولیسـم  )TCA(کربوکسیلیک اسـید  -چرخه تري

CMAهـاي نگهبـان در بـرگ و ترشـحات     ، عملکرد سلول
). Finkemeier & Sweetlove 2009(ریشــه نقــش دارد 

هـاي  مـاده از مسـیرهاي تولیـد انـرژي، پـیش     TCAچرخه 
هـا و اسـیدهاي   ضروري را براي تنفس، بیوسنتز اسید آمینه

هـاي  علاوه بر این در پاسخ بـه تـنش  . کندچرب فراهم می
کنــد زیســتی و هموســتازي رداکــس ســلولی شــرکت مــی

)Zhang et al. 2018 .(  ب افزایش سطح ایـن چرخـه موج ـ
هـاي طبیعـی و   افزایش مقاومت گیاهان در برابـر القاکننـده  

از جمله  TCAهاي همچنین حدواسط. مصنوعی شده است
سیتریک اسید نقـش مهمـی در تنظـیم دفـاع     مالیک اسید و 
 Glyoxylateمسـیر  ). Balmer et al. 2018(گیاهان دارند 

and dicarboxylate metabolism    در تولید انـرژي دخیـل
) Maleic acid(مالئیک اسـید  این مطالعه فراوانی در  .است

زنی شده بـا بیمـارگر نسـبت بـه     در تیمار گیاه حساس مایه
ایزومـر   مالئیـک اسـید  ). 1جـدول (شاهد کاهش یافته است 

از طریق سوکسینیک اسید  TCAفوماریک اسید است و در 
  ).Boehmke 1989. (شودتولید می

) Malonic acid( در این مطالعه فراوانی مالونیک اسـید 
زنی شده با بیمارگر نسـبت بـه شـاهد کـاهش     در گیاه مایه
کربوکسـیلیک  مالونیک اسید یک دي). 1جدول (یافته است 
هاي گیاهی از دو مسیر شیکمیک اسـید  فنول. باشداسید می

اگرچه مسیر مالونیک اسید . شوندو مالونیک اسید تولید می
-هـا و بـاکتري  ر قارچمنبع مهمی از تولید ترکیبات فنولی د

هاست، بخش کمی از ترکیبات فنولی در گیاهان هم از این 
که کاهش فراوانی آن نشـان دهنـده   . گیردمسیر صورت می

کاهش در تولید ترکیبات فنولی و در نتیجـه تضـعیف گیـاه    

  ).Mandal et al. 2010(باشد می
) Ribonic acid(ریبونیـک اسـید   در این مطالعه فراوانی 

زنی شده بـا بیمـارگر نسـبت بـه     ر گیاه حساس مایهدر تیما
ایـن اسـید آلـی در    ). 1جـدول  (شاهد کاهش یافتـه اسـت   

ــت      ــل اس ــدها دخی ــنتز آلکالوئی ــیر بیوس ــان در مس گیاه
)Benkeblia et al. 2007 .(      بـا وجـود اینکـه افـزایش یـا

دار فراوانــی ریبونیــک اســید در بســیاري از کــاهش معنــی
الـت مقاومـت و حساسـیت    مطالعات متابولومیکسـی در ح 

هاي گزارش شده است، اما نقش آن در دفاع نسبت به تنش
  .زیستی و غیر زیستی همچنان نامشخص است

-در گیـاه مایـه   galactonic acidدر این مطالعه فراوانی 

زنی شده با بیمارگر نسبت به شاهد کاهش یافته اسـت کـه   
ــده کــاهش مســیر  در بیوســنتز  Galacturonateنشــان دهن

جدول (است ) Ascorbic acid biosynthesis(کوربیک آس
1 .( L-ascorbic acid هــاي غیــر اکســیدانیکــی از آنتــی

هـاي فعـال اکسـیژن    زدایی گونهآنزیمی است که در سمیت
هـاي اکسـیداتیو نقـش    براي حفاظت سلول در برابر آسیب

ــنتز،   . دارد ــد فتوس ــلولی مانن ــدهاي س ــیاري از فراین در بس
-د و تقسیم سلولی و مقاومت بـه تـنش  حفاظت نوري، رش

در گیاهـان  . هاي زیستی و غیر زیستی نقـش اساسـی دارد  
در . چندین مسیر براي ساخت آسکوربیک اسید وجود دارد

-L-Galactone-1-4به  L-galactonic acidیکی از مسیرها 

lactone شــود کــه تبــدیل مــیL-Galactone-1,4-lactone 
 & Conklin(اسـت   پـیش مـاده تولیـد آسـکوربیک اسـید     

Barth 2004, Gallie 2013 .(   این موضوع مـنعکس کننـده
 Gallie(باشـد  اهمیت این مولکـول در سـلامت گیـاه مـی    

2013(  
و  alpha-D-Glucopyranoside در این مطالعه فراوانـی 

beta.-l-Galactopyranoside   ــا ــاه حســاس ب در تیمــار گی
زنـی  زخم و مایهزنی شده با بیمارگر و تیمار با زخم و مایه
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با آب مقطر استریل نسبت بـه شـاهد افـزایش یافتـه اسـت      
ــدول( -alpha-D-Glucopyranoside ،alpha.-d). 1جـــــ

galactopyranoside  وbeta.-l-Galactopyranoside 
ــري ســاپونین ــد ت ــوع گلیکوزی ــایی از ن ــد اســته . ترپنوئی
. تـرپن هسـتند  ها، گلیکوزیدهاي استروئیدي یا تريساپونین
هـا  ها در نتیجه توانایی آنشود که سمیت ساپونینمی تصور

هـا  باشـد کـه بـا اسـترول    هایی مـی گیري کمپلکسدر شکل
ها داراي فعالیـت ضـد میکروبـی    ساپونین. دهندتشکیل می

هستند و به عنوان تعـین کننـدگان مقاومـت گیـاه در برابـر      
 Mert-T.rk 2006, Yendo et(انـد  بیمارگرها شناخته شده

al. 2010 .(  ــه ــدي از جملـــ ــب فلانوئیـــ -Dترکیـــ

Glucopyranoside   از کلزا شناسایی شده که داراي اثـرات
هاي اکسیداتیو ناشـی از  حفاظت آنتی اکسیدانی روي آسیب

H202  هستند)Jing et al. 2015.(  
نهاي تعیین تـوالی دي پس از ابداع روش ي، واکـاوي  اا

جود بررسی هاي موها، یکی ازچالشها و پروتئینرونوشت
متـابولم مجموعـه   . هاي درون سلولی اسـت دقیق متابولیت

-هاي یک موجود زنده، محصولات نهایی بیان ژنمتابولیت

این مجموعه در اغلب گیاهـان شـامل هـزاران    . باشندها می
هـاي فزیکـی و شـیمیایی    ماده شیمیایی مختلف بـا ویژگـی  

ن شان در بقاي گیاهـا این مواد براساس نقش. مختلف است
هـاي  متابولیـت . شـوند به دو گروه اولیه و ثانویه تقسیم می

هـا،  اولیه در رشد و نمو گیاهان موثر و شامل کربوهیـدرات 
-متابولیـت . ها و اسیدهاي نوکلئیک هستندلیپیدها، پروتئین

هاي ثانویه براي حفظ بقایاي گیاهان تحت شـرایط خـاص   
یـا   هاي زیسـتی و غیـر زیسـتی افـزایش یافتـه     در اثر تنش
ابزارهـا و   ینـه در زم یـر اخ هـاي  یشـرفت پ. شوندساخته می

مختلف را بـر   هاي تنش ها، امکان مطالعه تاثیر استخراج داده
در . وجـود آورده اسـت   بـه  یـاه گ یـه و ثانو یـه اول یسممتابول

 یسـم نقـش متـابولوم در مکان   یـابی ارز مطالعه حاضر بـراي 

 یقارچ یمارگرب-کلزا یاهدر برهمکنش سازگار گ یماریزایی،ب
L. maculansشـده   ییشناسا ی دارمعن یت هاي، ابتدا متابول
مـورد   یمـاریزایی ب یکیمتـابول  شان در مسیرهاي سپس نقش

 یـد تول یتهزاران متابول یش ازب یاهانگ. قرار گرفت یبررس
 یـت متابول یپژوهش تعداد اندک ینکه در ا یدر حال کنند یم

سـنتز  . شـد  ییشـانکر سـاقه فومـا شناسـا    -کلـزا  یستمدر س
یـن  است اما در ا ینامیکد یندفرا یک یاهگ پاسخو  یتمتابول
 یمـارگر با ب یه زنیساعت پس از ما 48 یتیمتابول یلپروف جا

بـه   یـاه گ یکیمتـابول  يهـا  که پاسـخ  ییاز آنجا. شد یبررس
 يدهـد، بـرا   یرخ م ـ یبلافاصله پـس از آلـودگ   یمارگرهاب

و  یــاهاز تنــدش اســپورها و نفــوذ بــه گ ینــانحصــول اطم
 یـابی هـا بـه آسـتانه رد    یـت متابول اوانیفر یدنرس ینهمچن

سـاعت پـس از    48مدت زمـان   یسنج جرم یفدستگاه  ط
بـه روش   زنـی  یـه پـژوهش ما  یندر ا. انتخاب شد یزن یهما

انجام شد و اثرات  یکنیدیوسپورپ یونقطره زخم با سوسپانس
با آب مقطر  زنی یهما یمارحالت تبا  یکیمتابول یلآن بر پروف
بحـث   يهمان طور که در ابتـدا . سه شدیمقا یلدو بار استر

 زنـی  یـه ما 401 یولاهـا  یاهانگ يهم اشاره شد، علائم ظاهر
را کـاملاً   یاهـان گ یـن بـود کـه ا   اي به گونه یمارگرشده با ب

 ییشناسـا  هـاي  یتاکثر متابول. نشان داد یمارگرحساس به ب
شده و شاهد مشـترك   یححالت تلق ینه بمطالع ینشده در ا

 هـا  یـت اکثر متابول یفروان.داشتند  یمتفاوت نیبودند اما فراوا
 یندر ا. شده نسبت به شاهد کاهش داشتند یحدر حالت تلق

در برهم  Phoma lingam یمشخص شد که آلودگ یق،تحق
 یرهايدر مس ـ ییـر منجر بـه تغ  Hyola 401کنش سازگار با 

 یـن در ا. گـردد  یم یزبانم یسلول ي یوارهمرتبط با ساخت د
از  یسـلول  ي یـواره د یتدر تقو یلدخ یرهايبرهمکنش مس

ــه   hemicelluloseو  cellulose biosynthesisجملــ

biosynthesis یرهايو مس یفتضع alkane biosynthesis 
. ســرکوب شــده اســت  cuticular wax biosynthesisو 
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شـامل   یفنـول  بـات یترک یـد مرتبط با تول یرهايمس ینهمچن
isoleucine biosynthesis ،Threonine biosynthesis ،

Tyrosine biosynthesis   وMalonic acid biosynthesis 
ــديو آلکالوئ و  Ribonic acid biosynthesis یــــ

Isoquinoline alkaloid biosynthesis یـــديو ترپنوئ 
Ubiquinone and other terpenoid-quinone 

biosynthesis یرهايمس ـ. شدند یفتضع Ascorbic acid 

biosynthesis ،Chitinase biosynthesis  وPropanoate 

metabolism هـا   مهـم در برابـر تـنش    یدفـاع  یرهاياز مس
در  Glucoside biosynthesis یرمس ـ. شـده اسـت   تضعیف
-Dو  D-Glucopyranoside یدفـاع  یـب ترک یـد جهت تول

Galactopyranoside ــاهدر گ ــد ی ــال ش ــ. ه اســتفع  یرمس
Jasmonic acid biosynthesis     شـده بـه شـدت سـرکوب 

 یداس ـ یلیکسنتز سالس یانب یشافزا یلاست که احتمالاً به دل
 Inositol phosphate یرهايمســ یــتفعال. باشــد یمــ

metabolism ،Glutathione metabolism  وproline 

metabolism یدفـاع  هـاي  در پاسـخ  یگنالکه در انتقال س ـ 
چرخـه   یرهايمس ـ یـت فعال. یـد گرد یفند، تضعنقش داشت

TCA ،Glyoxylate and dicarboxylate metabolism   و
Inositol phosphate metabolism یـــدبـــه عنـــوان تول 

 ـ ینهمچن ـ. یافتکاهش  يانرژ هاي کننده  يقنـدها  یفراوان
 یرانـوز، گلوکوپ یلـوز، گلوکوز، گالاکتوز، فروکتوز، مانوز، زا

است که  یافتهکاهش  یواینوزیتولو م یبیوزمل یرانوز،گالاکتوپ
 یرا در آلـودگ  ها یدراتکربوه ینا یتیاموضوع نقش ح ینا

Phoma lingam ــ یشــنهاددر واکــنش ســازگار پ ــد یم . کن
 یضـدقارچ  یـت فعال يکه دارا یباتاز ترک يتعداد ینهمچن

نسبت بـه شـاهد کـاهش     یمارگربا ب یماربودند، در حالت ت
  .داشتند
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