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 "مقاله پژوهشی"
 

 درگیاه نخود زراعی زدگی  بیماری برقبه های مقاومت  بررسی بیان برخی از ژن
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 2/3/1044تاریخ پذیرش:          5/1/1044تاریخ دریافت: 

  178    تا   119  صفحه:
 

 چکیده 
 نخود تولید و كشت محدودكننده عوامل ترين مهم از يکی شود، می ايجاد Ascochyta rabiei قارچ وسیله به كه زدگی برق بیماری     
 با مقابله برای گیاهان كه است راهکارهايی از ها پاتوژن به نسبت مقاومت القای. است ايران جمله از و دنیا مناطق بیشتر در

 طرح قالب در ژنوتیپ(-)زمان عاملی فاكتوريل دو آزمايش صورت به 1331سال  در تحقیق اين .برند می كار به زيستی های تنش
 در آزمايشگاه گروه اصلاح نباتات دانشکده شاهد گیاه و شده های انتخاب زمان از كدام هر برای تکرار سه در تصادفی كامل

 ژنوتیپ دو نخود در سطح مولکولی، های دفاعی گیاه ه منظور درک بهتر سیستمب شد. دانشگاه محقق اردبیلی انجام كشاورزی
 بیماری به مقاومت در درگیر های ژن بیان میزان و شد كشت گلخانه درFLIP 00-40C) ) نخود و مقاوم( FLIP 03-135C) حساس

برای اين  .گرفت قرار مطالعه موردها  ژنوتیپ اين در ( PGIPو  Protein with leucine zipper، Snakin2،AFP-ca) زدگی نخود برق
116 با سوسپانسیون اسپور با غلظت ،ی پنج تا هفت برگی رسیدند كه گیاهان به مرحلهمنظور بعد از اين

در  آلوده شدند و 2/1×
های گیاهان مورد آزمايش  كل از برگ  A. rabiei،RNAقارچ  با گیاه زنی مايه از پس ساعت 36و  12 ،44، 24، 12، 6، 1های  زمان

ژنوتیپ نخود حساس و  در شاهد، و شده تیمار هاینمونه در ی مذكورها ژن تظاهر سطح .سنتز شد cDNA اولاستخراج و رشته 
هر چهار ژن مورد بررسی در اين تحقیق  بیان سطح .شد بررسی Real-Time PCR ارزيابی روش از استفاده با زدگی به برقمقاوم 

 protein with leucine و Snakin2 شده انتخاب های ژن كه داد نشان نتايج. يافت  افزايش A. rabiei بیماری به نسبت مقاوم گیاه در

zipper ژن  زنی، مايه از پس ساعت 12  زمان در مقاوم ارقام درAFP-ca 6-24 اولیه های زمان ضدمیکروبی در پپتیدهای خانواده از 
 زنی مايه از پس ساعت 44 زمان در گالاكتوروناز مهاركننده های پروتئین خانواده از PGIP ژن همچنین و زنی مايه از پس ساعت
 برهمکنش با ارتباط در تحقیق اين در بررسی مورد های ژن تمام كه داد نشان تحقیق اين نتايج كلی طور به. دارند را بیان حداكثر

  .شوند در گیاه مقاومت القاء به كمک باعث است ممکن و بوده بیمارگر و گیاه
 

 Real Time PCR سنجش كمی، های دفاعی،ژن تنش زيستی، بلايت باكتريايی نخود، :كلیدی های واژه
 

 مقدمه

 تغذیه مهم منابع از یکی (.Cicer arietinum L (نخود     

 ایران در محصول این کشت زیر سطح .رود می شمار به انسان

 کیلوگرم 078 عملکرد متوسط با و بوده هکتار هزار 511 حدود

 گرمکیلو میلیون 271کشور معادل  در آن کل هکتار، تولید در
 از بیش زیرکشت سطح با نخود جهانی، سطح در. باشدمی

 هکتار در کیلوگرم 1419 تولید متوسط و هکتار میلیون 1/10

 (.12) باشد می حبوبات گروه از مهم گیاه سومین عنوان به
 و آب وسیع سازگاری کم تولید، هزینه کشت نخود به دلیل

 نیتروژن تثبیت توانایی و گیاهی تناوب در استفاده هوایی،

 کشاورزی سیستم در لگوم گیاهان ترین مهم از یکی اتمسفری،

دست نخود، بهاهداف اصلاحی (. 22) رود شمار می پایدار به
هایی است که دارای عملکرد بالا باشند و در  آوردن ژنوتیپ
های زیستی و ها مقاومت پایدار داشته و تنشمقابل بیماری

های  از بین تنش .(29)غیرزیستی را به خوبی تحمل کنند 
دهند،  زیستی که محصول نخـود را تحت تأثیر قرار می

بیماری نخود در سطح ترین  مخرب است که زدگی برقبیماری 
 Ascochyta rabiei (pass.)که عامل آن  (27) جهان است

Lab. با  ،ابتدای قرن بیستمباشد. این بیماری اولین بار در  می
و در پاکستان، مشاهده شد،  ی آنزا شناسائی عامل بیماری

 این .(21)از اغلب کشورهای جهان گزارش شد  پس از آن 
های هوایی گیاه  باعث خسارت شدید به قسمت ،بیماری

های هوایی باعث از بین رفتن  شود که با آلودگی اندام می
 کامل گیاه و مانع گسترش و رشد گیاه شده و در نهایت باعث

 و گیاه بین برهمکنش در. (33)گردد  خشکیدگی گیاه می
 آن منابع مصرف و میزبان تسخیر روی پاتوژن فعالیت پاتوژن،
 را پاتوژن تا کند می تلاش گیاه کهحالی در شود، می متمرکز

 آن با مقابله برای را خود دفاعی های مکانیسم و داده تشخیص
 از یکی. نماید فعال میکروبی، حمله کردن متوقف و

 دهی پاسخ سرعت آلودگی از بعد گیاهان در مهم فاکتورهای
 و مهاجم موجود یک موقع به تشخیص بنابراین. باشد می گیاه
 انواع از را مقاوم گیاه دفاعی، های پاسخ موثر و سریع القاء

 شامل گیاه دفاعی های مکانیسم. (9) کند می متمایز حساس
 های پاسخ. است القایی و دایمی دفاعی های پاسخ از ترکیبی
 قبیل از گیاه در موجود شیمیایی و فیزیکی موانع شامل دایمی

 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري
 پژوهشنامه اصلاح گياهان زراعي
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 گیاه در موجود ضدمیکروبی ترکیبات یا کوتیکولی ضخیم لایه
 موانع شامل القایی دفاعی های مکانیسم. (10) باشد می

 ورود از ممانعت منظور به که موادی تجمع با مکانیکی
 ترکیبات تولید جمله از شیمیایی موانع .گردد می تولید بیمارگر

 پروتئینی مواد فعالیت یا غلظت افزایش و ها فیتوآلکسین فنلی،
 در. (13) شوند می تولید گیاه به بیمارگر ورود برابر دراست 
 میکروارگانیسم شناخت از پس بیمارگر، و گیاه متقابل رابطه
 های پاسخ از ای مجموعه الیسیتور، گیرنده های مولکول توسط
 پس فرآیند این طی. گیرد می صورت گیاهی میزبان در دفاعی

 مسیر طریق از گیرنده، مولکول توسط پیام دریافت از
 و فیتوآلکسین اکسیژن، سمی های رادیکال تولید سیگنالینگ

 پروپانوئید ترکیبات تجمع ضدمیکروبی، ترکیبات از تعدادی
 های آنزیم سنتز کالوس، رسوب گیاهی، سلولی دیواره در فنلی

 وچکک های زنجیره سری یک تولید و سنتز همچنین و دفاعی
 القایی دفاعی های پاسخ. (18) گیرد می صورت پروتئینی
 زیرا ،باشند می پیچیدگی دارای و بوده سیستمیک یا موضعی
 وسیله به پاتوژن شناسایی جمله از مختلفی مراحل مستلزم

 بعد تا باشد می ژن زیادی تعداد بیان و پیام انتقال میزبان، گیاه
 طور به و سریع دفاعی های پاسخ این پاتوژن، حمله از

 سازند مقاوم پاتوژن حمله برابر در را گیاه و شده القاء هماهنگ
 تعداد تعیین منظور به ،(1389همکاران ) و کانونی. (35)

 در برگ اندازه و زدگی برق به مقاومت کننده کنترل های ژن

 روش و دادند انجام ای مطالعه ،ها ژن این عمل نوع و نخود

 استفاده افزایشی واریانس از مطلوب نحو به که ای دوره انتخاب

 انتخاب جهت اصلاحی روش بهترین عنوان به را کند می

 درنخود زدگی برق به مقاومت ایجاد و والدینی های ژنوتیپ

( ژنتیک مقاومت 1983سینگ و ردی ). (11) کردند پیشنهاد
های مقاوم بررسی  را در یک مجموعه از لاین D. rabieiبه 

گیری کردند که مقاومت از یک مدل ژنتیکی  کرده و نتیجه
را برای مشخص  rar2و  rar1ساده تبعیت نموده و دو عبارت 

 ILC200و  ICC191کردن مقاومت به ترتیب در دو لاین 
المللی تحقیقات  . محققان مرکز بین(30) پیشنهاد کردند
های  ناطق خشک )ایکاردا(، در بررسی ژنوتیپکشاورزی در م

بردند که مقاومت به صورت ذخیره ژنتیکی این مرکز پی
اوغلو و  (. در مطالعه دیگری تکه11شود ) ژنی کنترل می تک

( گزارش کردند که سه ژن اصلی تکمیلی و 2444همکاران )
زدگی را  مغلوب با تعداد زیادی تغییردهنده، مقاومت به برق

ها در ادامه افزودند که عدم حضور یک یا  کنند. آن کنترل می
که وجود ی باعث بروز حساسیت شده، در حالیدو ژن اصل
. افضل و (31) کند درجه مقاومت را تعیین می ،ها تغییردهنده
های اسیدی و بازی  ، بیان ژن ایزوفرمیدر تحقیق( 1همکاران )

در سطح مولکولی در گیاه نخود زراعی مورد را این دو آنزیم 
های  ترتیب که سطح تظاهر ژن این به .دادندمطالعه قرار 

رشده و شاهد، در ژنوتیپ نخود های تیما مذکور در نمونه
نسبت به  MCC496 و ژنوتیپ مقاوم  MCC403سحسا

روش  با استفاده از (A. rabiei) زدگی آلودگی با قارچ برق
نتایج، حاکی از  و بررسی شد RT-PCR کمیارزیابی نیمه 

 3و1-افزایش بیان ایزوفرم اسیدی هر دو ژن کیتیناز و بتا
ها به  در زمان حمله پاتوژن .گلوکاناز پس از آلودگی بود

شوند که توسط گیاه  هایی تولید می سیگنال ،های گیاهی بافت
 ها تحت عنوان الیسیتور قابل شناسایی هستند. این سیگنال

(Elicitor) (. الیسیتورهای حاصل از 19شود ) نامیده می
سازی بیان  های گیاهی، جهت فعال ها و دیواره سلول پاتوژن

و به صورت شوند  اعی در داخل سلول منتشر میهای دف ژن
های غشای پلاسمایی متصل شده و  اختصاصی به گیرنده

های دفاعی را آغاز  فرآیندهای سیگنالی لازم در جهت واکنش
 (. 25کنند ) یم

ها و های زنده مانند قارچتنشکه مطالعات نشان داده     
دهند. ها، رشد و توسعه گیاهان را تحت تاثیر قرار میباکتری
های ها با تغییرات زیادی در شبکههای گیاه در برابر آنواکنش

پیچیده ژن همراه است و بر این اساس بررسی الگوی بیان 
 ،ها نقش دارندیا تحمل به این تنشهایی که در انطباق ژن

ر تغییرات الگوی بیان برخی از در مطالعه حاضضروری است. 
در زدگی درگیاه نخود زراعی  بیماری برقبه های مقاومت  ژن

زدگی، در های مختلف پس از آلودگی با قارچ بیماری برقزمان
زدگی بررسی شده دو ژنوتیپ حساس و مقاوم به بیماری برق

واکنش گیاه به آلودگی قارچی مورد ارزیابی قرار گرفته است تا 
ها در ایجاد مقاومت به بیماری، و نقش هر کدام از این ژن

 .مشخص شود
 

 ها مواد و روش
 1397 سال در تحقیق این :رشد شرايط و گیاهی مواد    
 دانشگاه کشاورزی دانشکدهاصلاح نباتات گروه آزمایشگاه در 

 نخود ژنوتیپ دو از تحقیق، این در. شد انجاممحقق اردبیلی 
( FLIP 00-40C) ( و مقاومFLIP 03-135C) حساس

های پیشرفته مقایسه عملکرد و گزینش شده از آزمایش
 مرکز از . بذرها(15)شد  استفادهزدگی، مقاومت به بیماری برق

 از قبل بذور، سطح. گردید تهیه گچساران کشاورزی تحقیقات
 دقیقه 15 مدت به درصد 2سدیم  هیپوکلریت توسط کشت

 به رشد برای مقطر، آب با شستشو از پس بذور. شد ضدعفونی
در دمای  رشد ساعت 31 از بعد. شدند داده انتقال دیش پتری

 هایی گلدان در زده، جوانه بذور ،ساعت 12و روشنایی  20-22
 دامی کود و ماسه خاك، مخلوط حاوی متر سانتی 24 قطر به
 متری سانتی 5/2 عمق در( 1:1:3 های غلظت با ترتیب به)

 تحقیق این. گردید کشت بذر پنج گلدان، هر در. شدندکاشته 
 در ژنوتیپ(-)زمان عاملی فاکتوریل دو آزمایش صورت به

 از کدام هر برای تکرار سه در تصادفی کامل طرح قالب
 .شد انجام شاهد گیاه و شده های انتخاب زمان

 :اسپور سوسپانسیون تهیه و قارچ نمونه سازی آماده    
به عنوان  A. rabieiقارچ III (38 )پاتوتیپ  13جدایه شماره 

 این. شد تهیه (ایـران)ژن گیاهی ملی از بانک بیمارگر پرآزار 
 CDAنخود  عصاره جامد کشت محیطروی  جدایه

(Chickpea Dextrose Agar) شرایط در و گردید کشت 
 و نگهداری روشنایی ساعت 10 و گراد سانتی درجه 18 دمایی

 برای قارچ نمونه از مترمربع سانتی 5/4 ،روز 14 تا 7 از پس
 مایع کشت محیط حاوی ویال داخل به اسپور تولید

(Chickpea CDB Dextrose Broth) ظروف  .شد منتقل
 10 گراد و تناوب نوری سانتی درجه 5/22در شرایط دمایی 
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 154ساعت تاریکی، روی شیکر  با دور  14 -ساعت روشنایی
RPM .بودند تکثیر آماده اسپورها روز، سه از بعد قرار گرفتند 

 در. داشتند زایی بیماری توانایی اسپورها نیز بعد روز شش تا و
 دولایه ململ پارچه از کشت محیط سوسپانسیون مرحله، این

 گلبول لام از استفاده با عبوری محلول غلظت و شد داده عبور
141 غلظت به شمار

 شد رسانده لیتر میلی هر در اسپور 2/1×
(32.) 

 های پاش آب با اسپور سوسپانسیون :نخود گیاهان تلقیح
 روزه 10 های گیاهچه روی بر یکنواخت طور به لاستیکیپ

 از قطره اولین ریزش مرحله تا اسپری عمل. شد اسپری نخود
 زیر در روز 5 مدت به ها گلدان و یافت ادامه برگ سطح

 شدند نگهداری درصد 94 تا رطوبت حفظ منظور به پلاستیک
 و شد انجام پلاستیک زیر در پاشی آب بار پنج تا سه روزانه و

 رطوبت و شد برداشته تدریج به پلاستیکی پوشش آن از پس
 .گردید تنظیم درصد 74 سطح در گلخانه

 از کلی cDNA RNA: ساخت و  RNAاستخراج
و  72 ،08، 20، 12، 1، 4 زمانی های بازه در گیاهان های برگ
 ™RNXکیت  از استفاده با قارچی آلودگی از بعد ساعت 91

plus (ایران سیناژن، شرکت )تولید شرکت دستورالعمل مطابق 
 و برگ های نمونه ،RNAاستخراج  از قبل .شد استخراج کننده
کل  یRNAشدند.  مخلوط باهم تیمار هر گیاهان ساقه

 از استفاده با( واکنش هر برای میکروگرم 34) شده استخراج
 یDNA تا شد تیمار DNaseI (Fermentas, USA)آنزیم 
 با استخراجی، RNA کیفیت و کمیت .شود حذف ژنومی

گردید  تعیین RNA مخصوص و ژل اسپکتروفتومتر از استفاده

نشاندهنده  28Sو   18S ریبوزومی  RNA مشاهده باند قوی)
 از استفاده با(. های استخراج شده بود RNAکیفیت خوب

شدند و  یکسان یکدیگر با RNA های نمونه غلظت نانودراپ
 برایمیکرولیتر  در نانوگرم 254 غلظت با هایRNAسپس 
سنتتاز  cDNAاز کیت  استفاده با cDNA  ساخت

(Fermentas, USA) تولید شرکت دستورالعمل مطابق 
 در سنتزشده cDNA .گرفت قرار استفاده مورد کننده،
 .شد نگهداری گراد سانتی درجه -24دمای

 در ها آن بیان میزان که هایی ژن: آغازگرها طراحی  
 زدگی، برق بیماری به آلودگی از بعد نظر مورد های ژنوتیپ

 Cicer arietinum های ژن شامل گرفت، قرار مورد مقایسه

actin (ACT1)، protein with leucine zipper، 
SNAKIN2،AFP-ca و ،PGIP  دار  ژن خانه (.1) بودند

ACT1  به عنوان ژن تحقیق در این با آغازگرهای اختصاصی
ها در  این ژن mRNA کنترل داخلی انتخاب شد که

های  ها و اندام ها، بافت های گیاهی تقریبا در تمام سلول سلول
شوند و از طرفی  برداری می مختلف، به یک اندازه نسخه

وارد شده   mRNAساخته شده برابر با غلظت  cDNAغلظت
 طراحی منظور به .(8) است برداری معکوس به واکنش نسخه

 از آنها شده محافظت توالی بررسی، مورد های ژن آغازگر
 آغازگرهای سپس و شد گرفته NCBI داده پایگاه

 Real Time Pcrانجام واکنش  جهت الیگونوکلئوتیدی
 Primer3افزار  نرم از استفاده با موجود های توالی براساس
 . شدند طراحی

 

 تحقیق این در استفاده مورد آغازگرهای مشخصات -1جدول 
Table 1. List of primer sequences used for RT-PCR in this study 

 
های دفاعی نخود در  ژن بیان بررسی برای: ژن بیان بررسی

 Real Time کمی سنجش روشزدگی از  برابر بیماری برق

PCR انجام  .شد استفادهPCR از استفاده با واقعی زمان در 
 .گرفت صورت Qiagene شرکت از Rotor gene-Q دستگاه
 برنامه .شد انجام میکرولیتر 10 نهایی حجم با PCR واکنش
 04 طی دقیقه و سپس 5به مدت  درجه 95 :شـامل واکنش
 و ثانیه 24 برای درجه 14 ثانیه، 34 برای درجه 95 با سیکل

 95 تا 14الگویابی منحنی ذوب از .بود ثانیه، 24 درجه 72
جهت تشخیص  PCRبرای هر  پایان واکنشدر  درجه

 گردید.  انجام واکنش بودن اختصاصی

با میزان رونویسی هر  Real Time Pcr های میزان بیان داده
 دار از طریق روش مقایسه کمی و روش دلتا دلتا سی ژن خانه

های به  جزیه واریانس و تحلیل دادهت. (21) تی انجام گرفت
فاکتوریل در قالب طرح کامل به صورت آزمایش  دست آمده

مقایسه میانگین با  و تصادفی در سه تکرار صورت گرفت
درصد با استفاده از  1استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال 

انجام گرفت. نمودارهای مربوط به بیان  SAS8.2 افزارنرم
 وشت نیز با استفاده از ها در سطح رون نسبی ژن

 .رسم شد  Excel Office Microsoft 2010 افزارنرم
 

 نام ژن
 دمای اتصال NCBIشماره دسترسی در  توالی آغازگرها 

(°C) 
 (bp)طول قطعه 

Act1-F AGA CGA GCG TTT CAG ATG TC EU529707.1 06 114 
Act1-R TAT CAG CAA TGC CTG GGA AC    

Protein with leucine 
zipper-F CCT AGT GCG CAA AGT GAA GG CV793599.1 58 104 

Protein with leucine 
zipper-R CAA GGC TTT GCT CCA AGA GG    

Snakin2-F CTA GTT GCT TCC CTT CTC GC CV793608.1 59 154 
Snakin2-R TAC GCT GAA GAA GAG AGC CC    

PGIP-F GCT TCA GAA ACC GAC TCT C Loc101504619 58 317 
PGIP-R CGA TGG AAT CTG ACC ACA C    

AFP-Ca-F TGG CTT GTG CTT CCT CTT C DQ288897.2 57 180 
AFP-Ca-R ACA ACG AAA GTC ATC CCT GC    
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 و بحث  نتايج
  :ها ژن بیان میزان مقايسه

 بیان که داد نشان تحلیل آماری و تجزیه از حاصل نتایج
 مقاوم رقم در قارچی سوسپانسیون تلقیح اثر در Snakin2ژن 

 احتمال )سطح داری معنی صورت حساس به رقم به نسبت
P˂  دو هر در ژن این میزان بیان. داد نشان ( افزایش0.01

 در. داشت متفاوت روند آلودگی از بعد ساعات در ژنوتیپ
 تلقیح از بعد ساعت 12 ،(مقاوم)  FLIP 00-40Cژنوتیپ

 این در و شد مشاهده بیان میزان بیشترین قارچ، سوسپانسیون
 و 1 های زمان در که داد فاز دو تشکیل ژن این ژنوتیپ بیان

 زمان در و یافت افزایشبیان  میزان آلودگی، از بعد ساعت 12
 این بیان آن، از پس و رسید خود حالت کمترین به ساعت، 20
 در .(1شکل) یافت افزایش بعد، به ساعت 08های  در زمان ژن

 سوسپانسیون ازتلقیح بعد (حساس) FLIP03-135C ژنوتیپ
 ثابت نسبتا آلودگی، از بعد ساعت 12 زمان تا ژن بیان گیاه، به

 افزایش خطی صورت به بیان ساعت، 20 زمان از بعد و بود
 نوع ،است شده داده نشان 1 شکل در که همانطور و یافت

 صورت به ژنوتیپ دو در مختلف های زمان در بیان افزایش
  .بود متفاوت داری معنی

Snakin،خانواده از گیاه ضدمیکروبی پپتیدهای ها 
Snakin/Gasa هم شامل از جدا منطقه سه از که هستند 

 در گاسا منطقه و متغیر سایت یک ،N - ترمینال سیگنال
 شده که سیستئین حفاظت 12 توسط که C - ترمینال ناحیه
 شده تشکیل شود، می ها مولکول بیوشیمیایی پایداری باعث

 های تنش به پاسخ در های مختلفی نقش پپتیدها این. است
 غیرزیستی های تنش نماتد( و و ها قارچ ها، )باکتری زیستی
 توسط یافته انتقال های پیام همچنین و و خشکی( )شوری

 و سالیسیلیک اسید آبسیزیک بر تأکید با گیاهی، های هورمون
 افزایش باعث نخود در ژن این بیان افزایش. دارند اسید

 (. 28) شود می زدگی برق بیماری برابر در نخود مقاومت
 باعث فرنگی گوجه در Snakin2 ژن بیان افزایش

 بیماری برابر در فرنگی گوجه تراریخته گیاهان تحمل افزایش
 شود می (Clavibacter michiganesis) شانکر باکتریایی

 توتون در گیاه Snakin2 ژن شدن خاموش با. (3)
(Nicotiana Benthamiana) شانکر  بیماری به حساسیت

 شود می بیشتر( Clavibacter michiganesis) باکتریایی
در  SNAKIN2 میزان بیان ژن نیز آزمایشدر این . (2)

بیان همچنین مشخص شد که  .یافت افزایششرایط بیماری 
 در واکنش به آلودگی  SNAKIN2 ژن ضدمیکروبی

A.rabiei   مطالعات ریزآرایه هم نشان داد که یافت. افزایش
این ژن در رقم مقاوم به طور واضحی افزایش بیان داشت و 

گرفت زنی صورت  ساعت پس از مایه 20این افزایش بیان در 
شکل سه  هترکیب ضدمیکروبی ب  SNAKIN2 پروتئین(. 7)

بعدی کروی و غنی از سیستئین و دارای باندهای پایدار 
در واکنش  SNAKIN2. گزارش شد که بیان بوددیسولفیدی 

به حالت سینرژیستی   SNAKIN1زنی القاء شد و با به مایه
 (.5تجمع پیدا کرد )

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 زنی قارچ  های مقاوم و حساس بعد از مایه به عنوان کنترل داخلی در ژنوتیپ دار خانهنسبت به ژن  Snakin2 الگوی بیان ژن -1 شکل
 (باشد می 41/4داری به وسیله آزمون دانکن در سطح احتمال  ف معنیلادهنده اخت حروف متفاوت نشان)

Figure 1. Gene expression of Snakin2 in comparison with the housekeeping gene as an internal control for resistant 
and susceptible genotypes over the time course of infection with A. rabiei isolate. Diferent letters indicate signifcant  

diferences based on Duncan’s test (P<0.01) (n=3) 
 

 بیان که داد نشان آماری تحلیل و تجزیه از حاصل نتایج    
های پروتئینی  ژن کاندید از خانواده زنجیره) AFP-ca ژن

 مقاوم رقم در قارچی سوسپانسیون تلقیح اثر در( ضدمیکروبی
 احتمال سطح) داری معنی صورت به حساس رقم به نسبت

P˂  دو هر در ژن این بیان میزان. داد نشان افزایش (0.01
 ژنوتیپ در. ددار متفاوت روند آلودگی از بعد ساعات در ژنوتیپ
 بیان قارچ، تلقیح از بعد ساعت 20 زمان تا صفر زمان از مقاوم،

 قارچ تلقیح از بعد ساعت 20 زمان در اما یافت افزایش ژن

 72 های زمان از بعد و رسید خود میزان حداقل به ژن این بیان
 نسبی افزایش بیانمیزان  دوباره زنی مایه از بعد ساعت 91 و

 از بعد ساعت 1 زمان در بیان میزان حساس ژنوتیپ در. یافت
 به نسبت بیان میزان آن، از پس و رسید حداقل به زنی، مایه
 .یافت افزایش خطی صورت به صفر زمان

در رقم مقاوم و  AFP-ca بررسی حاضر بیان ژندر 
حساس عکس هم بود و در زمانی که بیان این ژن در رقم 

 کمترین میزان حساسدر رقم  شد (5/1) مقاوم بیشترین
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. به طور کلی در رقم مقاوم در تمام مشاهده شد (8/4)
دار و با  های مورد مطالعه، بیان این ژن به طور معنی زمان

. بیان در رقم مقاوم بودف زیاد بیشتر از رقم حساس لااخت
ساعت پس از  20و  1های  دارای دو الگوی افزایش در زمان

 ها بیان در رقم حساس کمترین و در همین زمان بودزنی  مایه
با توجه به زیست شناسی (. 2 شکل) شد مقدار مشاهده

که این ژن یکی از  شدمشخص  ، A. rabieiبیماریزایی قارچ
در  لاهای بسیار مهم دخیل در مقاومت بوده و احتما ژن

 تشخیص میزبان و نفوذ به گیاه نقش دارد. اما با توجه به
زنی بیان در رقم مقاوم  ساعت پس از مایه 08که در زمان این

، ممکن است در رشد پاتوژن در گیاه و حمله کردکاهش پیدا 
ساس رقم ح .های مجاور تاثیر کمتری داشته باشد به سلول

و  داشتزنی افزایش بیان  ساعت پس از مایه 12تنها در زمان 
رسد  این زمان همان زمان جوانه زنی اسپور است و به نظر می

در رقم حساس نقش بسیار مهمی در   AFP-caتاخیر بیان

شروع بیماری و حساسیت داشته باشد. همچنین باتوجه به 
است، پروتئین در دیگر گیاهان ترکیب ضد قارچی  اینکه این

تواند باعث  زنی می ساعت پس از مایه 20افزایش بیان در 
های  در بررسی(. 17) مرگ میسلیوم تازه نفوذ کرده قارچ شود

های  انجام گرفته در استرالیا مشخص شد که تنوع ژنتیکی رقم
دهنده پتانسیل تنوع کم  نخود کم بوده و این نشان

های  طی بررسی ژن(. 24است )ها  های دفاعی رقم سممکانی
تنوع کم ،ها دفاعی همولوگ نخود و مقایسه آنها با دیگر لگوم

 لایف بالابنابراین اخت(. 39) مکانیسم دفاعی ثابت شده است
ژنوتیپ نخود و در  14ژن دفاعی در میان  15سطحی بیان 

زنی  هساعت پس از مای 1تا  2سازی  های ابتدایی آلوده زمان
دهد که میان ارقام در زمان تشخیص پاتوژن تفاوت  نشان می

وجود داشته و به طبع آن سرعت سیگنالینگ مکانیسم دفاعی 
 (.24) گرفتپایین دستی تحت تاثیر قرار 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

حروف )زنی قارچ  های مقاوم و حساس بعد از مایه به عنوان کنترل داخلی در ژنوتیپ دار خانهسبت به ژن ن AFP-ca الگوی بیان ژن -2شکل 
 (باشد می 41/4سیله آزمون دانکن در سطح احتمال داری به و ف معنیتلادهنده اخ متفاوت نشان

Figure 2. Gene expression of AFP-ca in comparison with the housekeeping gene as an internal control for resistant 

and susceptible genotypes over the time course of infection with A. rabiei isolate. Diferent letters indicate signifcant 
diferences based on Duncan’s test (P<0.01) (n=3) 

های مهارکننده  از خانواده پروتئین PGIP ژن بیان نسبی    
 تلقیح از بعد شده تعیین زمان 7 در کتورونازلاپلی گا

 ساقه و روی برگ بیماری علائم ایجاد و قارچ سوسپانسیون
 به ها میانگین مقایسه نتایج که گرفت قرار بررسی مورد نخود
 های بازه در ژن این بیان الگوی کهداد  نشان دانکن روش
 .ه استداشت داری معنی اختلاف یکدیگر با مختلف زمانی
 ژنوتیپ در ه شده استدادنشان  3طور که در شکل همان
 این که یافت افزایش میزان بیان اولیه ساعت در مقاوم،

  خود اوج به زنی مایه از پس ساعت 08زمان  در بیان افزایش
 از پس ساعت 91 و 72 در بیان میزان آن از پس و رسید
 ها میانگین مقایسه نتیجه. (3 شکل) یافت کاهش زنی مایه

 قارچ سوسپانسیون تلقیح از بعد PGIP ژن بیان که داد نشان
. داشت را میزان بیشترین زنی، مایه از پس ساعت 08زمان  در

 رقم حساس در است شده داده نشان 3شکل  در که همانطور
 مختلف های زمان در و بود ثابتی نسبتا صورت به بیان میزان

دارای  PGIP های ژن .داشت روند ثابتی زنی، مایه از پس
باشند. در این  منشاء تکاملی مشترکی در گیاهان مختلف می

در رقم حساس ثابت   PGIP مطالعه مشخص شد که بیان ژن
بود و در زمان  لاها با بود اما در رقم مقاوم بیان در تمام زمان

زنی در رقم مقاوم به بیشترین میزان  پس از مایهساعت  08
ژنوتیپ  ژن در ف بیانلادر این زمان اوج اخت رسیدخود 

ساعت پس از  08و پس از  گردیدحساس و مقاوم مشاهده 
کاهش ناگهانی بیان داشت و میزان بیان این ژن در  ،زنی مایه

 PGIP ژن. (0 شکل) بودرقم حساس و مقاوم معکوس هم 

گیاه سویا با  PGIP نوکلئوتیدی با ژن %73دارای تشابه 
که باعث مقاومت  است (NP001304551)شماره دسترسی 

 نخود در این تحقیق با PGIP (.14) شود ها می علیه قارچ

PGIP  تشابه نوکلئوتیدی دارد و مشخص شده  %73گیاه لوبیا
الی حفاظت در ارقام لوبیا دارای تو  PvPGIP2که این ژن

 (.14) باشد شده غنی از لوسین می
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حروف )زنی قارچ  های مقاوم و حساس بعد از مایه به عنوان کنترل داخلی در ژنوتیپ دار خانهنسبت به ژن  PGIP الگوی بیان ژن -3شکل 

 (باشد می 41/4داری به وسیله آزمون دانکن در سطح احتمال  ف معنیتلادهنده اخ متفاوت نشان
Figure 3. Gene expression of PGIP in comparison with the housekeeping gene as an internal control for resistant and 

susceptible genotypes over the time course of infection with A. rabiei isolate. Diferent letters  indicate signifcant 
diferences based on Duncan’s test (P<0.01) (n=3) 

 Protein with leucine zipper ژن بیان میزان مقایسه    
 نسبتشت دا زدگی قرار برق بیماری تحت گیاه که شرایطی در
( و FLIP 03-135C) حساس ژنوتیپ دو در نرمال شرایط به

 این بیان میزان که داد نشانFLIP 00-40C) ) نخود مقاوم
 و تریستن آزمایشات. یافت افزایش ژنوتیپ دو این ژن در

 دفاع با مرتبط EST سه تحلیل و تجزیه در (2445) همکاران

 و مقاوم رقم دو در سوختگی بیماری در مقابل نخود گیاه
 Protein with leucine ژن بیان میزان که داد نشان حساس

zipper سوختگی بیماری در برابر وقتی Ascochyta blight 
 مشارکت بالقوه دهنده نشان که یابد می افزایش گیرد می قرار
 Ascochyta بیماری برابر در نخود از دفاع در EST این

blight (37) که با نتایج این آزمایش مطابقت دارد باشد می. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

های مقاوم و حساس بعد  به عنوان کنترل داخلی در ژنوتیپ دار خانهنسبت به ژن  Protein with leucine zipper الگوی بیان ژن -0 شکل
 )باشد می 41/4داری به وسیله آزمون دانکن در سطح احتمال  ف معنیتلادهنده اخ حروف متفاوت نشان)زنی قارچ  از مایه

Figure 4. Gene expression of Protein with leucine zipper in comparison with the housekeeping gene as an internal 

control for resistant and susceptible genotypes over the time course of infection with A. rabiei isolate. Diferent letters 
show signifcant diferences based on Duncan’s test (P<0.01) (n=3) 

های دفاعی  گزارشات زیادی در مورد مطالعه مولکولی ژن    
و ( 1)هم به صورت تک ژنی  ، A.rabieiنخود در واکنش به

و  (7)در مقیاس کوچک  cDNAهم چند ژنی توسط ریزآرایه 
( 31و همچنین ریز آرایه در سطح وسیع ) qRT-PCR (24) یا

دهنده سطوح مختلف بیان ژن در نشان که وجود دارد
زنی بوده و همچنین نشان  های مختلف بعد از مایه زمان
ف در میزان بیان لاکه بین ارقام مقاوم و حساس اختدهد  می

مربوط به   cDNA. در تحقیقی مشاهده کردند کهوجود دارد
نخود و خلر زراعی در  cDNA شده از کتابخانه ژن گرفته 97

اکثر این  .شوند های مختلف به طور متفاوتی بیان می زمان

زنی اتفاق  ساعت پس از مایه 72تا  20تغییرات بیانی در زمان 
ی زمان  دهندهممکن است این روند تغییرات نشان  .افتد می

های واکنش  تشخیص پاتوژن و سپس تغییرات رونویسی ژن
در هر ژنوتیپ باشد. در تحقیقی بیشترین  A.rabiei دفاعی به

 12تا  1در زمان ICC3996  بیان افتراقی در رقم مقاوم
زنی مشاهده شده است، که نشان دهنده  ساعت بعد از مایه

-FLIP94تر پاتوژن نسبت به رقم حساس  تشخیص سریع

508C وLasseter  که است مشخص شده  (.8) باشد می
های مرتبط با دفاع در ارقام مقاوم در مقایسه با  میزان بیان ژن
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رسد که این  ارقام حساس بیشتر بوده و بنابراین به نظر می
 (. 34) باشند می A. rabiei ها در ارتباط با مقاومت به قارچ ژن
در  A. rabiei مقاومت بهتعداد زیادی ژن احتمالی     

دهند  اند که در کل نشان می های مختلف شناخته شده ژنوتیپ
های  شود. در ژنوتیپ مقاومت توسط چندین ژن کنترل می

های  ها نسبت به ژنوتیپ حساس ممکن است بیان این ژن
های  که ممکن است دارای آللمقاوم کمتر باشد و یا این

تاثیر بوده و یا رقم مقاوم  مختلفی باشند که بعضی از آنها کم
ممکن است دارای یک ژن تنظیمی باشد که این ژن تعداد 

همچنین ممکن (. 8) های مقاومت را کنترل کند زیادی از ژن
هایی کنترل شوند که  های دفاعی توسط تنظیم کننده است ژن

های بازدارنده دفاع، باعث مقاومت  با ممانعت از فعالیت ژن
ها که نقش تنظیمی بیان دارند در  SiRNAبشوند و یا توسط

در رقم  لامث(. 0) سطح خاموشی بعد از رونویسی عمل کنند
 PRP و  SNAKIN2های ن حساس نخود افزایش بیان ژ

کد شونده توسط  SiRNA های ممکن است در غیاب نسخه
ها  یل تفاوت بیان ژنلااز د(. 8) های حساس صورت گیرد آلل

های مختلف، تولید، حذف  زماندر ژنوتیپ حساس و مقاوم در 
باشد که  و یا انتخاب افکتورهای قارچ در جدایه بیماریزا می

تواند  تواند روی تشخیص پاتوژن اثر بگذارد و این خود می می
شناسایی . های دفاعی مختلف گیاه را القاء کند مکانیسم

ف بیان آللی میان رقم حساس و مقاوم و نسبتا مقاوم، لااخت
 (.24)سم مقاوم مفید واقع گردد لاپ انتخاب ژرمتواند در  می

 در تواند می ها بیان ژن کمی مطالعات و بیانی الگوی آنالیز
. کند کمک دفاعی های واکنش درك به مولکولی سطح

 به تواند می نخود ژنی تک های بیان دسته الگوی مطالعات
ها  آن بیان که هایی ژن شناسایی مورد در کارا، و دقیق صورت
 مورد در احتمالا همچنین و کند می تغییر پاتوژن تاثیر تحت
 بیانی نقشه همچنین .دهد می قرار ما اختیار در ها آن نقش

 مقاومت یا حساسیت معرف عنوان به تواند می ها ژن از بعضی
. (8)گیرد  قرار استفاده مورد های گیاهی بافت و ها سلول

بیان  مختلف سطوح دهد که می نشان گرفته انجام های بررسی
 نشان همچنین و بوده زنی مایه از بعد مختلف های زمان در ژن
 وجود بیان میزان در حساس اختلاف و مقاوم ارقام بین که داد

ساعت  08تا  12ها در زمان  بیشتر تغییرات بیان ژن .داشت
زمان نفوذ  که منعکس کننده گرفتزنی صورت  پس از مایه

سیگنالی است که باعث پاتوژن و فعال شدن آبشارهای 
های ضد  و سنتز پروتئین HR های اکسیداتیو، القای واکنش

های  مطالعات دیگر مربوط به بیان ژن(. 8) شود قارچی می
 08القایی پس از آلوده سازی نیز تغییرات سریع بیان ژن در 

مطالعات (. 23) ساعت اول پس از آلوده سازی را نشان داد
گیاهان در  های مرتبط با دفاع ثابت کرده که سطح بیان ژن

در ارقام مقاوم در مقایسه با ارقام حساس بیشتر  برابر پاتوژن
های دفاعی در ارقام حساس نسبت به ارقام  واکنشو  باشد می

به طور کلی نتایج نشان (. 29) کنند مقاوم به کندی عمل می
ها در  توسط بیان ژن  A.rabiei های نخود به داد که واکنش

ای  مختلفی بعد از آلودگی، به صورت شبکه پیچیده های زمان
عاتی در مورد واکنش دفاعی لاگیرد. این تحقیق اط صورت می

تواند  عات میلابه ما داده و این اط  A. rabiei نخود در مقابل

. بطور به درك ما از کنترل مولکولی این بیماری کمک کند
 که نخود دارای تعدادی است تحقیقات نشان داده کلی

توانند هر زمان در واکنش با  مکانیسم دفاعی بوده که می
ها باعث مقاومت  این مکانیسم وفعال شده  A. rabiei آلودگی

 استغیر اختصاصی نژاد شده و تاثیر آنها به صورت تجمعی 
های دفاعی القائی و  ای از مکانیسم در واقع مجموعه(. 24)

زدگی  بیماری برقموجود در مقاومت نخود در برابر قارچ عامل 
های مقاومت در هر دو نوع گیاه  درگیر هستند. مکانیسم

حساس و مقاوم وجود دارد، ولی سرعت تجمع یا تجزیه 
ترکیبات دفاعی در انواع مقاوم و حساس با یکدیگر متفاوت 
است. ممکن است که تجزیه این ترکیبات از طریق مکانیسم 

اس و به وسیله های حس زدائی قارچ، بویژه در واریته سمیت
کاملا مشخص و نژادهای با شدت بیماریزائی بالا، سریع باشد

که دارای شدت مختلف  A. rabiei شده است که نژادهای
های میزبان که سطوح متفاوتی از  بیماریزائی هستند با واریته

 .دهند، رفتار متفاوتی دارند مقاومت را نشان می
وسیله قارچ که به  زدگی بیماری برق: نتیجه گیری كلی

شود،  ایجاد می Ascochyta rabiei [pass] labar نکروتروف
های کشت و تولید نخود در بیشتر  یکی از محدود کننده

که برای این .رود مناطق دنیا و از جمله ایران بشمار می
مطالعات بیان ژن دقیق باشد، تهیه آغازگر اختصاصی، طول 

و انتخاب کنترل  PCRقطعه مناسب، شرایط بهینه واکنش 
مربوط به  بسیاری از مطالعات. داخلی مناسب لازم است

استوار  گیاهان بر بیان ژن سازوکارهای دفاعی و تنش در
 به (ترانسکریپتوم)مطالعات رونوشت  زمینه این در .باشد می

(. 20اند ) های تنش گیاه کمک کرده ارائه درك بهتری از پاسخ
های مرجع دارد تا  ژن یا ژنبیان ژن، نیاز به سنجش همزمان 

پیام  انتقال هر نوع تغییر در سیستم اطمینان حاصل شود که
و به  باشد می الگوی بیان ژن هدف، بیانگر تغییر در میزان

بررسی  .شود نمی ها مربوط نمونه RNA غلظت تغییرات
ها امری  بین نمونه خطا کنترل و RNAهای آزمایشی  نمونه

ها ممکن  بین نمونه تنوع که ارسد، چر ضروری به نظر می
 سنتز ،RNAسازی  آماده آغازین، است در مقدار و کیفیت مواد

cDNA ایجاد کند ها تفاوت و رقیق سازی آن. 
زدگی در  نشان داد که بیماری برق QRT-PCR آنالیز کمی    

ها به بیماری  های درگیر در مقاومت ژنوتیپ الگوی بیان ژن
ها در فرایند پاسخ، به صورت  آن دخیل بوده و بیانی زدگ برق

نتایج این آزمایش نشان  .افزایش یا کاهش تغییر یافته است
های مرتبط با  های نخود از نظر بیان ژن که میان ژنوتیپ داد

زدگی در شرایط آلودگی به بیماری  مقاومت به بیماری برق
هایی وجود دارد.  زدگی نسبت به شرایط نرمال تفاوت برق

 گیاه ژنتیک توسط ها بیماری به گیاهان اومتمق یا حساسیت
 های دفاع سری یک بروز باعث و شده تعیین بیمارگر و میزبان

 به دفاع این که شوند، می آلودگی علیه شیمیایی و فیزیکی
 فعال دفاعی های واکنش. باشد می فعال غیر و فعال صورت

 نخود. شود می شروع میزبان توسط پاتوژن تشخیص از پس
 باعث که باشد می فعال غیر و فعال دفاع نوع دو هر دارای

 به موفق حمله و ها پاتوژن توسط اولیه آلودگی از جلوگیری
  .(8) شود می آلوده ناحیه اطراف های سلول
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Abstract 
     The fungal disease, ascochyta blight, caused by Ascochyta rabiei is a major yield-limiting 
factor of chickpea (Cicer arietinum L.) around the world. A clear understanding of the chickpea 
defense mechanism against A. rabiei is very important for breeding resistant cultivars and better 
management of this fungal disease. Induced resistance to a pathogen is one of the ways which 
plants use against biotic stresses. This study was conducted in 2018 as a two-factor factorial 
experiment (time-genotype) in a completely randomized design with three replications for each 
of the selected times and the control plant in the laboratory of the Plant Breeding Department of 
the Faculty of Agriculture, University of Mohaghegh Ardabili. In this study, AFP-ca, Protein 
with leucine zipper, Snakin2, and PGIP genes were selected and plant responses to pathogen 
were studied in two susceptible and resistant genotypes. The experimental system was 
conducted in a greenhouse, for both inoculated and mock-inoculated plants a control plant with 
three technical replicates. RNA extractions from FLIP00-40C (resistant) and FLIP03-135C 
(sensitive) genotypes were performed using RNX-plus kit at 0, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 hours 
post inoculation (hpi) and also for mock-inoculated plants. The expression of these genes after 
inoculation by Ascochyta rabiei was measured in susceptible and resistant plants via Real-Time 
PCR. The results showed an increase in the expression level of all genes studied in this research 
in resistant cultivar compared with susceptible cultivar. Results showed that the candidate gene 
from the antimicrobial family (AFP-ca) was upregulated in resistant cultivar at early hours after 
inoculation (6-24 hpi), and also for PGIP from galacturonase-inhibit protein family, the gene 
was maximally expressed to early hours of inoculation to 48 hpi. In general, it can be concluded 
that all genes studied in this research contribute to plant-pathogen interactions and all of them 
may increase the resistance response to Ascochyta blight disease. 
 
Keywords: Antimicrobial Peptides proteins, Biotic stresses, Chickpea bacterial blight, Defense 
                   gene, Quantitative PCR, Real Time PCR 
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