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القاي زایی در هاي مرتبط با بیماريبررسی الگوي بیان ژن
مقاومت به بیماري سفیدك سطحی در رقم حساس گندم پس از تیمار با اسید سالسیلیک

4و عباس بیابانی2حمید نجفی زرینی، 3غلامعلی رنجبر،2زادولی االله بابایی، 1لیلا آهنگر

چکیده
هاي متعددي تولید این محصول همواره با چالش. باشدم زراعی در تغذیه جمعیت دنیا میگندم نان یکی از محصولات مه

Blumeria graminisعامل از راهکه از جمله بیماري سفیدك سطحی در گندم . رو بوده استهروب f.sp. tritici (Bgt گردد، ایجاد می(
ها از ی براي کنترل این بیماري وجود دارد ولی کاربرد القا کنندههاي مختلفروش. رودهاي مهم گندم به شمار مییکی از بیماري

توانند مقاومت را به صورت سیستمیک در گیاهان القا نمایند، نیز از اهمیت خاصی برخوردار که می) SA(جمله اسید سالیسیلیک 
ازرقم فلات ،اري سفیدك سطحیدر القاي مقاومت در گندم در مقابل بیمSAبه منظور بررسی توانایی در این تحقیق . است

الگوي سپس. قرار گرفتBgtانتخاب شده و پس از تیمار به همراه گیاهان شاهد در معرض قارچ ، Bgtترین ژنوتیپ به حساس
در پنج بازه زمانی و سه تکرار Real Time PCRبا استفاده از تکنیک PR5و PR1 ،PR2،PR3زایی هاي مرتبط با بیماريژنتظاهر

هاي مورد و شاهد، روند تظاهر تمام ژنSAنتایج نشان داد که در هر دو گروه از گیاهان تیمار شده با . رد ارزیابی قرار گرفتمو
. ساعت بعد از زمان آلودگی مشاهده شد24ها تا حداکثر بیان آنو دهپس از اعمال آلودگی به صورت افزایشی بوبررسی قبل و 

هاي دفاعی در ساعات القاي زودهنگام و بالاي ژنکه در گیاهان تیمار شده تدریجی بود، درحالیروند افزایشی در گیاهان شاهد
با القاي مقاومت SAنشان داد که این نتیجه .  بودنسبت به گیاهان شاهد قابل توجهداري به طور معنی، Bgtاولیه بعد از آلودگی با 

.گردیدهاي دفاعی سبب القاي مقاومت در گیاه شد و با افزایش بیان ژنسیستمیک سبب بیان زود هنگام و سریع در گیاه گندم
تواند ه میهاي مورد مطالعه مشاهده شد کساعت بعد از آلودگی، روند کاهشی در بیان ژن48در هر دو گروه از گیاهان آزمایشی، 

باSAمشخص شد که القا کننده این مطالعه،جهدر نتی.ها به دنبال تشکیل مکینه باشداین ژنمؤثربه دلیل جلوگیري از تظاهر 
هاي ایجاد از کاندیدتوانند میدر واحد سطحBgtهاي دفاعی در رقم حساس و کاهش تعداد کلنی رشد یافته قارچ بیان بالاي ژن

.باشدBgtمقاومت در رقم حساس به بیماري 

مقاومت يالقا،بیان ژنیلیک،سالسیدگندم، اس: یديکلهاي واژه

قدمهم
گروه متنوعی )PR(1بیمارگرهاي مرتبط با پروتئین
هاي گیاهی هستند که در پاسخ به حمله از پروتئین

موجب هااین پروتئین). 32(شوند بیمارگرها بیان می
هاي سلول قارچی، ایجاد اختلال در تخریب دیواره

غشاهاي سلولی آن، تقویت سیستم پاسخ دفاعی میزبان، 
هاي ضد قارچی زایی و سنتز پروتئینیماريدخالت در ب

در شرایط نرمال به ها معمولاًاین پروتئین).6(شوند می
مقدار کم در گیاهان توزیع شدند اما میزانشان در پاسخ 

ها به میزان زیادي افزایش به تنش یا حمله بیمارگر
هاي مختلف ثابت شد که القاي بررسیدر.)31(یابد می

در گیاهان از جمله غلات باعث افزایش PRهاي ژنبیان 
زایی مقاومت به بیمارگرها با رفتارهاي مختلف بیماري

از PR1ها، پروتئینPRهمهدرمیان.)15،28،37(شد
ها در مقاومت به بیمارگرهاي مختلف از ترین آنمهم

وتئین پراین ). 32(باشد جمله سفیدك سطحی می
هاي خانواده پروتئینمیزان را در میان سایر ین بیشتر

PRازدرصد1- 2کهطورياند، بهبه خود اختصاص داده

این ).7(هددمیتشکیلهاي برگ را کل پروتئین
ر داي کهگونهپروتئین داراي اثرات ضد قارچی است به 

زنی سبب کاهش جوانهPR-1شرایط آزمایشگاهی، 
Phythophthoraقارچ لوله تندشیاسپور و کاهش طول 

infestans کاهش سطح نیز سببو در شرایط طبیعی
در مطالعات .)32(شد 2مایستاوآلودگی حاصل از قارچ 

46گندم تحت آلودگی با سفیدك سطحی در میکرواري 
شناسایی شدند که در هر PRهاي عنوان پروتئینه ژن ب

دو ژنوتیپ حساس و مقاوم پس از آلودگی با بیمارگر 
62با بیان PR1ها ژنPRن در میان ای. افزایش یافتند

بتا ).37(اي را نشان داد ملاحظهبرابري افزایش قابل
،شوندشناخته میPR2تحت عنوان که گلوکانازها 

بعد از حمله باشد کهها میپروتئینPRدومین گروه از 
هاي زیستی یا به گیاه و یا تحت تنشبیمارگر

ولا به د و معمنگردغیرزیستی مختلف در گیاه القا می
).27(کندبا آنزیم کیتیناز عمل میکیصورت سینرژی

هاي تراریخت گندم،هایی مشخص گردیدطبق بررسی
راه با ژن گلوکاناز کیتیناز جو به تنهایی یا همشده با ژن

1- Pathogenesis Related Proteins 2- Oomycete

)l.ahangar63@gmail.com: نویسنده مسوول(،گنبد کاووسدانشگاه ،استادیار-1
علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري، دانشگاه دانشیارو استادیار-3و 2

دانشیار، دانشگاه گنبد کاووس-4
27/12/93: تاریخ پذیرش4/11/93: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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جو مقاومت بالایی را نسبت به گیاهان کنترل به آلودگی 
سود چنینهم. )15(سفیدك سطحی گندم نشان دادند

PR2و PR3هاي نیز بیان بالایی از ژن) 28(کاران و هم

. گزارش نمودندBTHو SAرا در برنج تیمار شده با 
هایی که مانع فعالیت از دیگر پروتئینعلاوه بر این، 
. باشندمیPR5هاي شوند پروتئینضدقارچی می

هاي متعلق به این خانواده به دلیل پروتئین
ئین گیاهی شباهت توالی و ساختاري با پروت

Thaumatococcusdanielliiهاي شبه ، به پروتئین
پروتئین ). 18(هم معروف هستند ) TLPs(1تاماتین

PR5 در شرایط آزمایشگاهی فعالیت ضدقارچی داشته و
مطالعات نشان دهنده آن بود که این پروتئین در گیاهان 

هاي خیر بیماري در برابر بیمارگرأتراریخته باعث ت
و Botyris ،Fusarium ،Rhizoctoniaمختلف مانند

Sclerotiniaبررسی میزان چنینهم). 23(گردد می
-1،3فعالیت این پروتئین در تلفیق با کیتیناز و بتا 

دهنده افزایش میزان فعالیت لیتیکی آن گلوکاناز نشان
) 38(زو و ردي ). 36(باشد قارچ میفعالیت غلبه بر براي
را در گیاه PR5لایی از ژن مطالعاتی بیان باطینیز 

آرابیدوپسیس پس از آلودگی با بیمارگرهاي
F. oxysporium وA. solani و تیمار باSA گزارش

.نمودند
وسیله یک قارچ هکه بگندمبیماري سفیدك سطحی

Blumeria graminisنام هانگل اجباري ب f.sp. tritici

(Bgt)ها در ريترین بیمادد، یکی از مخربرگایجاد می
شرایط آب و هوایی معتدل بوده که به کاهش شدید 

امروزه ).5(شود میمنجر در مزارع گندم عملکرد
کارایی، ضعف در کش به دلیل استفاده از ترکیبات قارچ

آلودگی محیط زیست و ایجاد مقاومت در بیمارگر 
از این رو کاربرد . گیردچندان مورد توجه قرار نمی

هاي نیز استفاده از عوامل القاء کنندهو ترکیبات طبیعی
و ) اسید سالسیلیک(مقاومت مثل ترکیبات شیمیایی 

توانند که می) زیستهاي همقارچ(عوامل بیولوژیکی 
مقاومت را به صورت سیستمیک در گیاهان القا نمایند، 

بر اساس ). 35(باشند از اهمیت خاصی برخوردار می
مقاومت القایی هاي مختلفی که در ایجاد مکانیسم

اند انواع مختلفی از مقاومت القایی تعریف شده دخیل
)SAR(پدیده مقاومت اکتسابی سیستمیک .)32(است 
)SA(اسید سالسیلیک هاينیاز به تجمع مولکولکه 

به تحریک فعالیت که مقاومت القایی است نوعیدارد 
مقاومت نسبت يالقاوهاي پاسخ دهنده به بیمارگر ژن

اسید .)35(خواهد شد منجر زا مل بیماريبه عوا
دهنده شناسایی شده یک مولکول علامتکسالیسیلی

مقاومت گیاهان يالقادر تواند نقش محوريکه میاست
SAتجمع ). 35(داشته باشد زا نسبت به عوامل بیماري

PRهاي گیاهی به القاي مستقیم بیان ژنيهادر بافت

منجرو موضعیها به صورت سیستمیک در بافت
که گیاه در پژوهشی نشان داد. )32(شود می

که به دلیل عدم توانایی ) NahG(موتانت آرابیدوپسیس
وهنبودSARقادر به القاي SAدر تولید یا تجمع 

Peronospora parasiticaحساسیت بالایی را به قارچ 

مادهکهSAکاربرد ،کلیطوربه). 8(نشان داد
سبب تغییرات اکسایشی سلول، فعال تاسدهندهعلامت

هاي کد کردن مکانیسم دفاعی سلول، القا نمودن ژن
هاي کننده در ساختارهاي دفاعی مختلف، تحریک پاسخ

فعال نمودن بیان ،SARایجاد دفاعی پایین دست،
هاي دفاعی ها و پروتئینهاي دفاعی، تغییر آنزیمژن
شد سفیدك چه اشارهچنانبنابراین).3(گردد می

که در بودههاي مهم گندم از یکی از بیمايسطحی یکی 
دهی به ویژه در مرحله خوشهتمامی مراحل رشدي گیاه 

و کنترل شود ناپذیر میسبب ایجاد خسارات جبران
شیمیایی آن علاوه بر صرف هزینه، در سلامت محیط 

ه هنوز بSAاگر چه از . زیست نیز مسئله ساز است
شود  ولی در نمیسطح وسیع استفاده صورت تجاري در 

خانه و مزرعه و باغ استفاده چند مورد از آن در سطح گل
ي را در کاهش خسارت دارمعنیتأثیرشد که نتایج آن 

نیز بنابراین در این پژوهش . )1،4،9(نشان دادها بیماري
در القاي SAالقاکننده شیمیایی تأثیرمنظور بررسی به

، میزان بیان نسبی Bgtبه سمقاومت در گندم حسا
PR5و PR1 ،PR2،PR3: هاي مسیر مقاومت شاملژن

در گیاهان تیمار شده و شاهد پس از آلودگی به بیمارگر
. مورد ارزیابی قرار گرفت

هامواد و روش
مواد گیاهی و نحوه تهیه و نگهداري قارچ سفیدك 

سطحی
از شده تهیهفلات گندم ژنوتیپدر این بررسی

رقم کهو تهیه نهال و بذر کرج، اصلاحتحقیقات ؤسسهم
مورد آید به شمار میك سطحی گندم حساس به سفید

نیز ) (Bgtقارچ عامل بیماريجدایه.استفاده قرار گرفت
و در سسه تهیهؤاین مبخش تحقیقات پاتولوژي غلاتاز 

نامه بگندمحساس نسبتأ م ارقیکی از اآزمایشگاه روي 
و رطوبت نسبی درجه سلسیوس 22ايدمدربولانی 

در طول مدت این بررسی تکثیر و نگهداري شد% 70
)20( .

با اسید سالسیلیکBgtتیمار گیاهان حساس به قارچ 
در مقابل عامل SAکننده القاتأثیربررسی براي 

10به مدت رقم حساس فلات بذور مورد نیاز ،بیماري
م ضدعفونی یسدیت درصد هیپوکلر1دقیقه با محلول 

در تشتک پتري قرار روي کاغذ فیلتر مرطوب شده و 
پس از جوانه زنی، بذور به گلدان حاوي . داده شدند

ساعت 16در اتاقک رشد با تناوب خاك منتقل شده و 
1- Thaumatin-Like Proteins
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ساعت هشتدرجه سلسیوس و 22روشنایی با دماي 
درجه سلسیوس با رطوبت نسبی 20تاریکی بادماي 

ها ز گذشت دو هفته، گیاهچهپس ا. نگهداري شدند% 70
براي. تیمار شدندmM3در غلظت SAمحلول وسیلهبه

حل ) حجمی% 10(ابتدا آن را با اتانول SAحل نمودن 
به ). 21(نموده سپس با آب مقطر به حجم رسانیده شد 

آب وسیلهبهتر گیاهان شاهد نیز منظور بررسی دقیق
.دندتیمار گردی) حجمی% 10(مقطر حاوي اتانول 

به ارزیابی توانایی اسید سالسیلیک در القاء مقاومت
سفیدك سطحی

در القاي مقاومت در SAمنظور بررسی توانایی هب
ساعت 48، برگ گیاه حساس Bgtگندم حساس به قارچ 

همراه گیاهان کنترل در محیط بهSAپس از تیمار با
گرم در لیتر بنزومیدازول در میلی20آب آگار حاوي 

یک هفته پس از . هاي پتري دیش قرار گرفتندتشتک
5/2تعداد کلنی رشد یافته در سازي، زمان آلوده

.متر مربع هر برگ شمارش گردیدسانتی
Bgtزنی گیاهان تیمار شده و شاهد با قارچ مایه

، گیاهان تیمار SAساعت پس از تلقیح با 48حدود 
قارچ سیلهوبه) شاهد(همراه گیاهان تیمار نشده شده به

مربع مترکنیدیوم در میلی50سفیدك سطحی با غلظت 
ها مجددأ به سازي گیاهچهپس از آلوده. آلوده شدند

سپس، . اتاقک رشدي با شرایط ذکر شده منتقل شدند
ساعت پس از آلودگی 48و 24، 12، 6، 0هاي در زمان

برگ اول در هر 10، کشت شده در گلداناز هر رقم
RNAاستخراج براي- C80°و در فریزر مرحله انتخاب 
. نگهداري شدند

cDNAها و ساخت از نمونهRNAاستخراج 
هاي برگی از کیت از نمونهRNAاستخراج براي

RNX-plusسیناژن شرکت)Cat, No: RN7713C (
استخراج شده، در RNAکیفیت سپس . استفاده گردید

RNAهاي آنگاه نمونه. درصد ارزیابی شد5/1ز ژل آگار
DNaseI, RNase-free kit)Fermentasکیتوسیلهبه

Cat. No: EN0525 ( تیمار شده وcDNA مربوط به هر
RevertAid™ First Strandنمونه با استفاده از کیت 

cDNA Synthesisتمامی این .  فرمنتاز، ساخته شد
.مراحل طبق دستورالعمل هر کیت انجام گرفت

هاي مورد مطالعهیان ژنگیري الگوي باندازه
با استفاده از دستگاه )qRT-PCR(بررسی بیان ژن 

C1000™ Thermal Cycler (BioRad) و کیت
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix

(2X)) ،فرمنتازCat. No: K0221 (واکنش . انجام شد
، PR1 ،PR2(ژن مورد بررسی 4براي اي پلیمراز زنجیره

PR3 وPR5 (دهل مرحله واسرشت سازي  اولیه شام
شامل (چرخه 40درجه سلسیوس سپس 95دقیقه در 

60دقیقه در یکدرجه سلسیوس، 95ثانیه در 15
، براي PCRپس از اتمام واکنش . بود) درجه سلسیوس

درجه 60- 95ذوب واکنش در دماي ی رسم منحن
درجه در هر چرخه انجام 5/0اختلافسلسیوس با 

ها ها، نمونهر استاندارد نمودن دادهبه منظو.گرفت
لیست . نرمال گردیدندActinدارژن خانهوسیلهبه

1آغازگرهاي مورد استفاده در این تحقیق در جدول 
این آغازگرها پس از هم ردیف نمودن .آمده است

NCBIبانک ژنیازآمدهدستههاي بتوالی
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/(افزارهاينرموسیلهبه

BioEdit 7.0.9.0 وOligoExplorer V1.4حی راط
-Ct∆∆2نرخ بیان ژن با استفاده از روش. گردیدند

زیستی این آزمایش در سه تکرار .)19(گیري شداندازه
انجام گردید و پس از محاسبه و دو تکرار آزمایشگاهی 

انحراف معیار هاي مورد مطالعه براي هر نمونه، بیان ژن
مقایسه بین ساعات برايحاسبه و در نهایت نتایج ها مآن

کنترل با گیاهبا در گیاه تیمار شده پس از آلودگی 
. آنالیز شدندtاستفاده از آزمون 

نتایج و بحث
مقاومتيتوانایی اسید سالسیلیک در القاارزیابی

حاصل از بررسی القاي مقاومت با استفاده از نتایج 
SA قارچ در گندم حساس فلات بهBgtکاهش گربیان
درصدي تعداد کلنی رشد یافته در برگ گیاهان 42

).1شکل (نسبت به گیاهان شاهد بود SAتیمار شده با 
در القاي مقاومت در SAتوانایی این نتایج حاکی از 

از طریق ممانعت از توسعه Bgtگندم حساس به قارچ 
و و سود) 4(کائو و همکاران بود که با نتایج بیماري 

.  مطابقت داشت) 28(همکاران 
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لیست آغازگرهاي مورد استفاده به همراه محصول نهایی - 1جدول 
ProductSequence PrimerGenes

150F: GGA AAA GTG CAG AGA GAC ACG
R: TAC AGT GTC TGG ATC GGT GGTTaActin

154F: ACT ACG ACT ACG GGT CCA ACA
R: TCG TAG TTG CAG  GTG ATG  AAGTa PR1

150F: AGC AGA ACT GGG GAC TCT TCT
R: CAC ATA CGT ACC GCA TAC ACGTa PR2

145F: CCC TAC ACA TGG GGC TAC TG
R: CCT GCC CGT AGT TGT AGT TGTTa PR3

143F: CAG GAC TTC TAC GAC ATC TCG
R: TCT GGT AGT TAT TAT TGC CAC TGCTa PR5

در برگ گیاهان cm25/2بر اساس شمارش تعداد کلنی در Bgtدر القاي مقاومت در گندم به قارچ SAارزیابی توانایی-1کلش
.انجام گرفت% 1در سطح LSDمقایسه میانگین به روش ). control(و گیاه تیمار نشده) SA(تیمارشده 

وضعیت کمیRT-PCRتوسطPRهاي بررسی بیان ژن
PR1ن ژنالگوي بیا

نتایج بررسی بیان نشان داد که میزان بیان ژن 
PR1b در گیاهان تیمار شده باSA روند افزایشی داشته
ساعت پس از تیمار 48این گیاهان کهطوريبه است،

برابري نسبت به گیاه کنترل به 8/2با میزان بیان
درصد 5ین میزان بیان خود رسیدند که در سطح بیشتر
بیان ژن الگوي تجزیه و تحلیل ). a2شکل (بود دار معنی

PR1b پس از آلودگی با قارچBgt حاکی از افزایش نیز
بیان این ژن در گیاهان تیمار شده و کنترل بوده، ولی 
روند افزایشی بیان ژن در گیاهان تیمار شده به طور 

این گیاهان در . از گیاهان کنترل بودبیشترداري معنی
برابر 2پس از آلودگی با ) ساعت6(ه همان ساعات اولی

داري معنیافزایش بیان نسبت به گیاهان کنترل اختلاف 
بیان این ). a2شکل (درصد نشان دادند 5را در سطح 
داراي روندي بعدي پس از آلودگی هايژن در بازه
ساعت پس از آلودگی 12در کهطوريبه افزایشی بود

یش یافت برابر نسبت به زمان صفر افزا6/21
برابر افزایش بیان را 8/9گیاهان کنترل تنها کهحالیدر

سپس هر دو .نسبت به زمان کنترل خود نشان دادند
ساعت پس از آلودگی به 24گروه از گیاهان در 

ولی مقایسه میزان . ین میزان بیان خود رسیدندبیشتر

رونوشت حاکی از آن بود که میزان بیان در گیاهان 
هاز گیاهان کنترل بودبیشتربرابر 2/2دود تیمار شده ح

. دار بوددرصد معنی1این افزایش بیان در سطح و 
ساعت پس از آلودگی هر دو گروه از 48سپس در 

.گیاهان روند کاهشی از بیان ژن را نشان دادند
معمولاً،PR1غلات بیان ژن خانواده سایرو در جو

مت گیاه به در مقاوهستند کهقابل قبولیگرنشان
ها به کار برده بیماري سفیدك سطحی و سایر بیمارگر

آنالیز الگوي بیان ژن در این بررسی ).25(شود می
PR1bه این ژن در گیاهان بیانگر افزایش قابل ملاحظ

. بودBgtآلودگی به قارچ قبل و پس از SAتیمار شده با
را درPR1bاین گیاهان بیان بالایی از ژن کهطوريبه 

همان ساعات اولیه پس از آلودگی نشان داده و سپس در 
به ) ساعت پس از آلودگی24(زمان اوج حمله قارچ 

بنابراین استنباط . حداکثر میزان رونوشت خود رسیدند
نقش بسیار مهمی PR1با القاي بالاي ژن SAگردد می

کنترل نفوذ و گسترش هاستوریوم قارچ سفیدكرا در 
و برودرسون و ) 10(گلازبروك ا نتایج نماید که بایفا می

افزایش دیگر از سویی . باشدمنطبق می) 2(همکاران 
برداري در تمامی ساعات نمونهPR1bسطح رونوشت ژن 

در گیاهان تیمار شده در مقایسه با گیاه کنترل را 
هاي اصلی در این ژن در کنار ژنمؤثرتوان به نقش می
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که ژن نسبت داد و اینBgtالقاي مقاومت گندم به قارچ 
PR1مطمئنی براي مقاومت گرنشانتوان در گندم را می

نقش کهطوريبه . در نظر گرفتBgtبه بیماري 
از سويدر سیستم دفاعی جو PR1ضدقارچی 
زین و طرفاز و گندم ) 25(و همکاران شولتسیس
براي جلوگیري از نفوذ سفیدك سطحی ) 37(همکاران 

. شدتأیید
PR2الگوي بیان ژنوضعیت 

گلوکانازها شهرت 3-1که به بتا PR2هاي پروتئین
معمولاًبوده که PRهاي دارند دومین گروه از پروتئین

از این پروتئین .یابندهاي قارچ تجمع میدر نوك هیف
سبب موجود در دیواره سلولی قارچ،طریق هضم گلوکان

،یدهاآزاد شدن الیگوساکار،هاساکاریدتخریب این پلی
گرددمیها ارچـقتن از بین رفدر نهایت و مرگ سلولی 

48نشان داد که PR2bتجزیه و تحلیل بیان ژن ). 11(
گیاهان تیمار شده با میزان ،محلول پاشیساعت پس از 

ین بیشتربه کنترلبرابري نسبت به زمان 13/3بیان 
با مایه زنیپس از ). b2شکل (میزان بیان خود رسیدند 

گیاهان تیمار درPR2bمیزان بیان ژن نیز، Bgtقارچ 
شده و کنترل داراي روند افزایشی است ولی میزان 
افزایش در گیاهان تیمار شده کاملا قابل ملاحظه 

میزان بیان در گیاهان تیمار شده کهطوريبه. باشدمی
این . القا گردیدساعت پس از آلودگی 6در SAبا 

برابر افزایش 8/3لودگی با ساعت پس از آ12گیاهان در 
را در سطحداريتفاوت معنیبیان نسبت به گیاه کنترل 

ساعت پس از 24در ه و سپس درصد نشان دادیک
نسبت به زمان صفر يبرابر4/16میزان بیانآلودگی با

مقابلدر . خود رسیدندسطح رونوشتین بیشتربه 
ه بازآرامی در همینروند نسبتاًنیز باگیاهان کنترل 

ولی مقایسه میزان بیان زمانی به اوج بیان خود رسیدند، 
7/1با میزان رونوشت گیاهان تیمار شدهنشان داد که 

داري راتفاوت معنیگیاهان کنترل ي نسبت بهبرابر
.   نشان دادنددرصد یکسطح 

در رقم PR2bآنالیز الگوي بیان ژن به طور کلی 
حاکی از یماري،و بSAحساس فلات پس از تیمار با 

کننده در فعال کردن مکانیسم بالاي این القاتأثیر
. باشدمقاومتی و افزایش بیان ژن مورد نظر در گیاه می

این گیاهان با افزایش سطح بیان این ژن کهطوريبه 
از نفوذ میخ رخنه و کنند تلاش میپس از آلودگی 

تا ها جلوگیري نموده گسترش هاستوریوم قارچ در سلول
د که این یافته نحمایت نمایBgtاز گیاه در برابر بیمارگر 

ژانگ و همکاران ینگو ) 28(با نتایج سود و همکاران 
نتایج مطالعات نشان داد که . مطابقت داشت) 39(

PR2 ها در تشکیل پاپیلا نقش بسزایی را در گیاه ایفا
تخریب وسیلهبهاز طرفی این پروتئین . )13(نمایند می

الیگوساکاریدها آزادسازي لولی قارچ سبب دیواره س

فعال سبب ی است کهشود که پس از درك آن محرکمی
در ها هاي دفاعی ثانویه با تولید فیتوالکسینشدن پاسخ

بنابراین بیان ). 11(گردد مقابله با بیمارگر میبراي
شده نسبت به رقم در ارقام القا، PR2bسریع و بالاي ژن 

دن این ژن را در القاي مسیر بومؤثرحساس فلات 
در از سویی بیان بالاي این ژن . نمایدمیتأییدمقاومت 

ساعت پس از آلودگی بیانگر این است که این ژن با 24
هاي در سلولHRینه بیان خود سبب القاي القاي بیش

هاي آلوده میزبان شده تا با آزاد سازي آنزیم
Bgtارچ هیدرولیتیکی موجود در سلول، سبب تخریب ق

.و حمایت از گیاه در برابر حمله و توسعه بیمارگر گردد
)PR3(کیتینازوضعیت الگوي بیان ژن

گروهی از اندوکیتینازها کیتیناز هاي روتئینپ
تجزیه ساختار کیتینوسیلهبهرشد قارچ را باشند که می

نتایج این بررسی . )28(نمایند میمحدوددیواره قارچ 
روي برگ رقم حساس فلات SAکردنتیمار نشان داد 

گردید PR3سبب افزایش میزان بیان نسبی ژن 
7/4این گیاهان پس از تیمار با بیشینه بیان کهطوريبه

داري را در برابري نسبت به زمان کنترل، اختلاف معنی
آنالیزچنینهم). c2شکل(درصد نشان دادند 5سطح 
qPCR پس از آلودگی با قارچBgt افزایش اکی از حنیز

در SAژن در گیاهان تیمار شده با این میزان بیان 
این کهطوريبه. بودهمان ساعات اولیه پس از آلودگی 

ساعت پس از آلودگی به ترتیب با 12و 6گیاهان در 
،برابري نسبت به گیاهان کنترل9/2و 5/2میزان بیان 

ساعت پس 24سپس در .داري نشان دادندافزایش معنی
برابري نسبت به زمان 5/37لودگی، با میزان بیان آز ا

کهحالیدر. ین میزان بیان خود رسیدندبیشترصفر به 
گیاهان کنترل در مقایسه با گیاهان تیمار شده روند 

را نشان داده و همانند گیاهان PR3آرامی از بیان ژن 
ساعت پس از آلودگی به اوج بیان 24در تیمار شده 
میزان بیان در زمان اوج بیان مقایسه ی ول. خود رسیدند

در گیاهان تیمار شده رونوشتنشان داد که میزان 
از گیاهان کنترل بود که این بیشتربرابر سهحدود 
. باشددار میدرصد معنیپنجدر سطح بیانافزایش

نتایج این تحقیق نشان داد که پس از کاربرد خارجی 
SA ر ژن رقم فلات سطح تظاههايبرگرويPR3 در

باشد که از گیاهان کنترل میبیشترگیاهان تیمار شده 
تأثیرژن تحت این این نشان دهنده این است که بیان 

SA مطابقت ) 28(سود و همکاران که با نتایج داردقرار
گیاهان تیمار در PR3از سویی بیان بالاي ژن .داشت

ی فعال بودن مقاومت القایشده پس از آلودگی بیانگر
SARاز این گیاهانکهطوريباشد به ها میدر آن

توانایی بالایی در مقابله با بیمارگر برخوردار بوده لذا پس 
از دریافت اولین سیگنال مبنی بر حضور بیمارگر شروع 

. نمایندمیPR3هاي مسیر مقاومتی از جمله به بیان ژن
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رسد به نظر میPR3عملکردبا توجه به نحوه از سویی 
گلوکاناز پس از 1،3که این آنزیم نیز همانند آنزیم بتا 

دریافت سیگنال حمله بیمارگر و انتقال آن به داخل 
ها را هاي دفاعی ثانویه و تولید فیتوالکسینسلول، پاسخ

در گیاه القا نموده و در نهایت با ایجاد مرگ سلولی 
گردد هاي کیتینازي واکوئلی میسبب آزادسازي آنزیم

با تجزیه دیواره سلولی قارچ سبب انهدام بیمارگر تا
بنابراین بیان بالاي این ژن در گیاهان تیمار شده . شوند

ژن در ضد قارچی ایننقش توان بهرا میپس از آلودگی 
کانگ و که با نتایجنیز نسبت دادسیستم دفاعی گیاه 

.مطابقت داشت)15(کالینینا و همکارانو) 16(بوشنائور
PR5الگوي بیان ژنوضعیت

میزان که نشان دادPR5تغییرات ژن الگويآنالیز 
پس هاي مورد بررسی PRمانند سایر هاین ژن نیز بیان 

داري را نسبت به گیاه افزایش معنیSAبا تیمار از 
پس از اعمال چنینهم). d2شکل(کنترل نشان داد 

همان سطح بیان این ژن در این گیاهان در آلودگی نیز 
نسبت به داريپس از آلودگی به طور معنیاولیهتاعسا

این کهطوريبه .استافزایش یافتهگیاهان کنترل
2/2افزایش بیانساعت پس از آلودگی12در گیاهان 

در سپس ه ونشان دادنسبت به گیاه کنترل رايبرابر
برابري 7/42ساعت پس از آلودگی با میزان بیان 24

در . ن خود رسیدنداوج بیانسبت به زمان صفر به 
کنترل روند افزایشی ولی آرامی از گیاهانکهحالی

ورا پس از آلودگی نشان دادهPR5میزان بیان ژن 
4/24میزان بیان ساعت پس از آلودگی با24در نهایتأ
به بیشینه بیان خود به زمان صفر نسبت يبرابر

شان ناین بازه زمانیمقایسهمیزان رونوشت در.ندرسید
با افزایشدر گیاهان تیمار شده میزان رونوشتکهداد
داري را تفاوت معنیگیاهان کنترل نسبت بهيبرابر8/1

بیان ژن الگويآنالیز . نشان دادنددرصد پنجدر سطح 

PR5 در این مطالعه نشان داد که میزان بیان در گیاهان
تیمار شده در همان ساعت اولیه پس از آلودگی القا 

ساعت پس از آلودگی به بیشینه 24ید و سپس در گرد
کننده تأثیر بالاي القااین نتیجه بیانگر . بیان خود رسید

SAباشد که با مطالعات در افزایش بیان این ژن می
و زو و ردي ) 30(انجام شده توسط آکنس و همکاران 

هاي متعلق به خانواده پروتئین. مطابقت داشت) 38(
PR5هاي اي مختلفی است که نقشهداراي ایزوفرم

هاي ضد قارچی و حفاظت در برابر متنوعی مثل فعالیت
بنابراین بر ). 23،33(هاي غیرزیستی را دارند استرس

این پروتئین بیان بالاي این ژن در عملکرداساس نحوه 
باشد ساعات اولیه آلودگی که مصادف با نفوذ قارچ می

پروتئین در از بین به دلیل فعالیت بالاي این احتمالاً
. باشدزنی اسپور قارچ میبردن قارچ و جلوگیري از جوانه

مطالعات انجام شده در زمینه موقعیت کهطوريبه 
PR5مکانی این پروتئین نیز حاکی از شناسایی یک 

هاي و در دانهP. infestansبازي، در دیواره سلولی قارچ
وجه هاي گها و در پاپیلاي برگنشاسته کلروپلاست

مطالعات چنینهم)14(بودSARکننده فرنگی بیان
بر غشاي قارچتأثیراز طریق PR5نشان داد که پروتئین 

سلولی قارچ و افزایش جذب سایر يسبب تراوایی غشا
رفتنها و در نهایت از بین ترکیبات ضدقارچی در آن

هاي لذا بیان بالاي این ژن در بازه). 34(گردند قارچ می
بعدي پس از آلودگی مصادف با رشد قارچ و تولید زمانی 

حاکی از فعالیت ضد قارچی بالاي هاستوریوم احتمالا 
و لیز شدن دیواره Bgtاین پروتئین در از بین بردن قارچ 

، 3علاوه بر این در شکل . باشدسلولی آن در گیاه می
هاي مورد بررسی نشان داده منحنی ذوب مربوط به ژن

شود هیچ نوع پیک ور که مشاهده میطهمان. شده است
اضافی که حاکی از تکثیر غیراختصاصی ژن مورد نظر و 

.شودوجود آغازگر دایمر باشد دیده نمی
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و گیاهان ید سالسیلیک سدر گیاهان تیمار شده با ا) D(PR5و ) PR1)A( ،PR2)B( ،PR3)Cهايسطح بیان ژن- 2شکل 
. باشدمیtدرصد در آزمون 1و 5دار بین دو تیمار در سطوح ترتیب بیانگر اختلاف معنیهب: **و *. Bgtکنترل پس از آلودگی با 

.باشداي استاندارد میانگین میدهنده مقادیر خطنشان) I(میل بارها 
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در گیاهان تیمار شده با اسید سالسیلیک ) D(PR5و ) PR1)A( ،PR2)B( ،PR3)Cهايمنحنی ذوب ریل تایم براي ژن- 3شکل
باشد دهنده وجود تنها یک پیک با دماي ذوب مشخص میآنالیز مرحله ذوب نشان. Bgtو گیاهان کنترل قبل و پس از آلودگی با 

.باشدهاي مورد استفاده میییدي بر تک محصوله بودن آغازگرأکه در واقع ت

زا است که سالیسیلیک یک هورمون دروناسید
هاي زنده و را طی تنشیاکسیدانسنتز ترکیبات آنتی

و SAکاربرد ). 12،24(کند محیطی تنظیم می
القاي مکانیسم وسیلهبه، BTHمانند هاي آن آنالوگ

هاي دفاعی در سبب افزایش بیان ژنSARمقاومتی 
که با توجه به این. )24(گردد هاي تیمار شده میبافت
SARهاي یک هدف عالی براي کنترل خسارت بیماري

شناخت بهتر این مسیر ، باشدها میگیاهی از جمله قارچ
تري براي هاي مطمئنتواند منجر به ایجاد روشمی

نتایج حاصل از این مطالعه . حفاظت از محصول شود
هاي دفاعی مورد نشان داد که سطح بیان تمامی ژن

SAاز mM3ساعت پس از تیمار با محلول 48،همطالع
داري را  نشان داده که این نتیجه بیانگر افزایش معنی

چنینهم. باشدمیSAتأثیرها تحت القاي بیان این ژن
پس از اعمال آلودگی نیز گیاهان تیمار شده با بیان بالا 

داري را با گیاهان کنترل و زود هنگام خود تفاوت معنی
هاي دفاعی در میزان بیان ژنکهطوريبه . ندنشان داد

گیاهان تیمار شده در ساعات اولیه پس از آلودگی 
داري القامصادف با رشد لوله تندشی اولیه به طور معنی

ساعت پس از 12دار در سپس با تفاوت معنی. گردید
آلودگی مصادف با نفوذ میخ رخنه به روند افزایشی خود 

ساعت پس از آلودگی هر دو 24ر ادامه داده و نهایتأ د
نتایج کهحالیدر . گروه به بیشینه بیان خود رسیدند

داري بین گیاهان مطالعات حاکی از وجود تفاوت معنی
تیمار شده نسبت به گیاهان کنترل در این بازه زمانی 

در SAبودن نقش مؤثرکه این نتایج بیانگر باشدمی
تمامی از سویی .باشدهاي مسیر مقاومت میالقاي ژن

Bgtساعت پس از آلودگی با 48هاي مورد بررسی ژن

بیان را نشان دادند ولی میزان کاهش در روند کاهشی 
باشد که این کاهش بیان رقم حساس فلات مشهودتر می

سلول تواند به دلیل استقرار هاستوریوم قارچ درمی
گیاهان تیمار شده کهحالیدر. )29،20(میزبان باشد 

بالاتري را نسبت به رقم حساس نشان دادند که این بیان
چنان با حفظ نسبتاًبیانگر این است که این گیاهان هم

کنترل وسیلهبهنمایند که تلاش میها بالاي بیان ژن
هاي ثانویه هاي ناشی از آلودگیرشد قارچ از خسارت

.ممانعت نمایند
دهنده این است که ترکیبات نشانچنینهمشواهد 

SA یاBTHها آن. باشندداراي دو اثر مهم روي گیاه می
هاي مرتبط با دفاع سازي سریع ژندر ابتدا، سبب فعال

هاي ها شده و در نهایت با آماده سازي ژنPRمثل 
متعاقبأ القاي مرگ دفاعی سبب تقویت دیواره سلولی و 
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گردند در صورت حمله بیمارگر میHRسلولی طی 
یک قارچ بیوتروف بوده که Bgtگر بیماراز سویی ).17(

). 30(شود در گیاه میSARسازي مسیر سبب فعال
توان چنین استنباط بر اساس نتایج حاصله میبنابراین 

روي برگ رقم حساس SAنمود که کاربرد خارجی 
فلات با القاي آماده باش در گیاه حساس سبب القاي 

دنبال آن با پتانسیل بالاتر در گیاه و به SARمکانیسم 
ها و PRهاي مسیر مقاومتی از جمله بیان بالاي ژن

سطحی در گیاه نهایتأ ایجاد مقاومت به بیمارگر سفیدك 
گیاهان پیش تیمار شده به کهطوريبه . گردندمی

هاي مربوطه، سیگنالدریافتمحض تماس بیمارگر و 
هاي دفاعی در مراحل القاي بالا و سریع ژنوسیلهبه

رخنه از نفوذ قارچ له تندشی و میخ رشد لواولیه
با القاي مرگ سلولی در چنینهمجلوگیري نموده و 

از ) ساعت پس از آلودگی16-24(زمان اوج حمله قارچ 
به . نمایندرشد و توسعه هاستوریوم جلوگیري می

رشد یافته در گیاهان پیش کاهش تعداد کلنی کهطوري
کننده این تأییدتیمار شده نسبت به گیاهان کنترل 

نتایج حاصله با مطالعات سیاهپوش و .باشدمطلب می
و کو و همکاران ) 22(، ناندي همکاران )26(همکاران 

در حفاظت از گندم به بیماري SAمبنی بر نقش ) 4(
Bgtمطابقت داشت  .

نتایج حاصل از الگوي بیان ژن و شمارش طورکلی به
در SAبودن نقشمؤثرهاي رشد یافته حاکی از کلنی

لذا بر . بودBgtالقاي مقاومت در گندم حساس به قارچ 

SAکه القا کننده شود پیشنهاد مینتایج حاصله اساس 
ها و نیز با در نظر گرفتن مزایاي زیست محیطی آن

هاي فراوان کودهاي شیمیایی از نظر اقتصادي و هزینه
هاي جبران ناپذیر زیست محیطی، کاهش خسارت هزینه

هاي کم نمودن آثار سوء استفاده از سمبیماري و 
بر اساس چنینهم.شیمیایی مورد استفاده قرار گیرند

یافته هاي سایر محققین و نتایج این بررسی ضرورت 
برايدر سطح مزرعه در SAمطالعه در امکان استفاده از 

در بیماريمدیریت سفیدك سطحی در مراحل بحرانی 
در این راستا، اینعلاوه بر.کندمیتأییدگندم را 

هاي مدیریت ه سیستمیبیماري شناسان گیاهی ضمن ارا
اند القولهاي گیاهان، در این نظر متفقتلفیقی بیماري

ها مهار کامل بیماري که هدف نهایی کاربرد القاکننده
با ها نیست و تنها کاهش خسارت ناشی از بیماري

ین از ا. باشدحداقل خسارت به محیط زیست مدنظر می
توان گفت که القاي مقاومت یک پدیده ت میأرو به جر

.باشدامید بخش بوده و نیاز به آن یک ضرورت تمام می
هاي دفاعی در مکانیسمي شود که القابنابراین تصور می

جدید براي راتژيــها یک استالقاکنندهاز طریقگیاهان 
ی و ــهاي زیستترســیاه در برابر اســفاظت از گــح

ها براي حفاظت از اربرد القاکنندهـک. زیستی باشدغیر
پیشرفت هنوز در مراحل اولیه، آفتمدیریت محصول و
اثر بخشیممکن است به دلیلباشد، اماخود می

هاي کشآفتزیست محیطی به جاياقتصادي و
.مورد استفاده قرار گیرندشیمیایی رایج
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Study of PR Gene ExpressionPattern related to in Induced Resistance to Powdery
Mildew in Susceptible Wheat Genotype after Treating with Salicylic Acid

Leila Ahangar1, Valiollah Babaezad2, Gholam Ali Ranjbar3,
Hamid Najafi Zarrini2 and Abbas Biabani4

Abstract
Bread wheat is one of the most important food crops which has main position in nutrition of

the world's population. The production of this crop were always been faced to a variety of
challenges. Powdery mildew, caused by the biotrophic pathogen Blumeria graminis f.sp tritici
(Bgt), known as a destructive disease of wheat worldwide.  There are several methods to control
the disease, but use of inducers as of SA, able to induce a systemic resistance in plants are very
important. In order to examination the ability of SA for inducing resistance in wheat against Bgt
fungus, Flat was selected as susceptible cultivar and treated with SA and then exposed to Bgt
fungi together with control plants. Then examine the expression rate of PR1, PR2, PR3 and PR5
genes using Real Time PCR technique in response to Bgt was carried out at 5 time courses and
in 3 independent replicates. Results indicated that in both groups of treated and control plants,
levels of gene expression were increased after infection for all genes.  Maximum expression
level of genes were observed at 24 hours after infection. This process was observed slowly in
control plants but caused early and faster induction of plant defense genes in treated plants early
hours after infection rather than control plant. At 48 hours after inoculation, transcript levels of
induced genes started to dampen in both groups of experimental plants, indicating effective
suppression of defense associated genes upon haustorium development. Overall, results
indicated that SA inducer beacause of able to induce resistance in susceptible cultivar through
overexpression of resistance genes and reducing number of colonies grown on Bgt fungus per
unit area can one of the candidate of induced resistance in susceptible cultivar.
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