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ول در دفاع مستقیم و غیرمستقیم علیه کنه تارتن وهاي مسبررسی بیان ژن
، در لوبیاي سیاهTetranychus urticaeايدولکه

3جهرمی مهدي رهاییو2، زهرا طهماسبی1احمد بوچانی
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)z.tahmasebi@mail.ilam.ac.irول: و(نویسنده مسانشگاه ایلامدانشکده کشاورزي، داستادیار، -2

دانشکده علوم و فنون نوین دانشگاه تهران،استادیار-3
19/5/95تاریخ پذیرش:5/6/94تاریخ دریافت: 

چکیده
موثر در هاي نقش چهار تا از ژنمنظور بررسی هاي عمده لوبیا دارند. بهاومت بالائی به آفات و بیماريمقهاي لوبیا سیاهژنوتیپ

دفاع مستقیم (اثر مستقیم گیاه بر بیولوژي و باروري آفت از طریق سدهاي فیزیکی و شیمیایی خود) و یا غیرمستقیم 
هااین ژناي، میزان بیان رابر کنه تارتن دولکهخوار) در لوبیا سیاه در ب(از طریق جلب دشمنان طبیعی گیاه

)Pathogenesis-Related Protein3،(pr3))pr4(Pathogenesis-Related Protein4 ،Lipoxygenase)lox ( و(os) β-Ocimen Synthase(در
اي لودگی به کنه دولکهقبل و بعد از آیک ژنوتیپ حساس شاهد (خمین) و 1115KSو1179KSدو ژنوتیپ مقاوم لوبیا سیاه (

QRTبوسیله تکنیک  -PCR.هاي هاي مورد بررسی بیان ژنبر اساس نتایج بدست آمده از این تحقیق در همه ژنوتیپمطالعه شد
pr3 وpr4هاي لوبیاي سیاه نسبت به هاي فوق در ژنوتیپهر چند افزایش بیان ژن.که در دفاع مستقیم نقش دارند، افزایش یافت

) 1179KSي لوبیا سیاه (هاکه در دفاع غیرمستقیم نقش دارد در یکی از ژنوتیپosخمین با شدت بیشتري بود. بیان ژن  ژنوتیپ 
بعد از آلودگی به داري افزایش یافت، این در حالی است که بیان این ژن در دیگر ژنوتیپ لوبیاي سیاه و لوبیاي خمینطور معنیبه

در هر دو ژنوتیپ که هم در دفاع مستقیم و هم در دفاع غیرمستقیم نقش دارد،lox. ژن هده نشداي تغییري مشاکنه تارتن دولکه
اثرات loxبا توجه به اینکه بازدارندگی ژن داري نشان داد.لوبیاي سیاه بعد از آلودگی افزایش و در لوبیاي خمین کاهش بیان معنی

به کنه بر اهمیت مطالعه بیشتر این ژن براي افزایش مقاومتدارد، لذادفاع غیرمستقیم لوبیامنفی بر دفاع مستقیم و همچنین
گردد. اي در لوبیا سیاه تاکید میتارتن دولکه

QRT-PCR،کلیدي: دفاع غیرمستقیم، دفاع مستقیم، لوبیاي سیاههايواژه

مقدمه
اي ترین آفات لوبیا آفت کنه تارتن دولکهیکی از جدي

)Tetranychus urticae است که در بسیاري از مزارع ایران (
گردد. داري به محصولات زراعی میهاي معنیموجب خسارت

خسارت کمی و کیفی این کنه تا صد در صد بر روي محصول 
همچون دیگر گیاهان، ). لوبیا،26لوبیا مشاهده شده است (

بندد. هاي دفاعی مختلفی براي مقابله با آفات به کار میروش
هاي دفاعی گیاهان به دو گروه دفاع بندي روشقسیمتدر یک

شوند که در دفاع مستقیم، مستقیم و غیرمستقیم تقسیم می
گیاه خود با استفاده از سدهاي فیزیکی و شیمیایی مستقیما اثر 

گذارد و در نوع دیگر از منفی بر بیولوژي و باروري آفت می
دشمنان طبیعی طور غیرمستقیم و از طریق جلب دفاع، گیاه به

شود، به این دلیل دفاع آفت موجب کاهش جمعیت آن می
کشف شد سال پیش20). حدود2غیرمستقیم نامیده است (

کنند، گیاهان خواران از گیاه تغذیه می) که وقتی گیاه9،32(
خوار طبیعی آن گیاهکنند که دشمنانترکیبات فراري تولید می

طور غیرمستقیم با افزایش بهکنند، بنابراین گیاهان را جلب می
ها است که مورد استفاده مدتخوار ازدشمنان طبیعی آن گیاه

گران و متخصصان قرار گرفته است. ولی با این وجود اصلاح
زراعت تا کنون توجه کمی به بهینه کردن کنترل بیولوژیک 

اند. علت این امر شاید روابط پیچیده حاکم بر دفاع داشته
محققان به دنبال درك این اثرات متقابل غیرمستقیم باشد.

ژنتیکی و کاربرد يپیچیده از طریق تولید گیاهان تغییر یافته
اطلاعات بدست آمده در بهبود کنترل بیولوژیک محصولات 

باشند. بنابراین ضروري است همچنان که کشاورزي می
هاي گیاهی از لحاظ میزان مقاومت به آفات مورد ژرپلاسم

گیرند از لحاظ میزان جلب دشمنان طبیعی ر میارزیابی قرا
آفات نیز بررسی شوند تا ارقام گیاهی سازگار با کنترل 
بیولوژیک براي کاربرد در یک برنامه مدیریت تلفیقی آفت 

خود طور موثرتري آفات را کنترل نمود.انتخاب گردند تا به
نی لگوم هاي دانه اي از عمده ترین منابع پروتئیکنند. دفاع می

در مناطق خشک و نیمه خشک جهان محسوب شده و نقش 
لوبیاي معمولی ). 28(اي در اقتصاد این مناطق داردعمده

)vulgaris L.(Phaseolusترین حبوبات جهان از مهم
شود. دانه لوبیا داراي طیف وسیعی از ترکیبات محسوب می

یی ها و ترکیبات شیمیاها، پروتئینشامل مواد معدنی، ویتامین
اي از لوبیاي لوبیا سیاه در واقع واریته.)12(باشددیگر می

حاويیاهسیالوبمعمولی و متعلق به خانواده بقولات است. 
ها،جمله فلاونولازیدها،از فلاونوئياگستردهیفط
ها و یانیدینها، پروآنتوسیانینآنتوسی،فنولیکوزیدهايگل
باشدیمیکنولفیدهاياز اسیبرخینو همچنیزوفلاونا
هاي لوبیا سیاه  مقاومت طبق اطلاعات موجود، ژنوتیپ). 13(

، 7،17هاي عمده لوبیا دارند (بالائی به آفات و بیماري
از ياگستردهیفطحاويیاهسیالوب). 22،23،24،29

ی،فنولیکوزیدهايگلها،از جمله فلاونولیدها،فلاونوئ
ینو همچنیزوفلاوناها و یانیدینها، پروآنتوسیانینآنتوس

باشد. یکی از اجزاي مهم یمیکفنولیدهاياز اسیبرخ
ها به آفات و هاي لوبیا سیاه که موجب مقاومت آنژنوتیپ

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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36.......... ....................................................................................................ايهاي مسوول در دفاع مستقیم و غیرمستقیم علیه کنه تارتن دولکهبررسی بیان ژن

هاي ثانویه ها جزء متابولیتگردد، تانن است. تاننها میبیماري
وزن خشک برگ 5- 10٪ساخته شده توسط گیاه هستند که 

هاي ها روي فعالیتفیت آنرا تشکیل داده و مقدار و کی
مقابلدرهابرگازتوانندمیهابیوشیمیائی گیاه اثر دارد. تانن

دفاعمسموم کردن آنهایاممانعت از آنهاباخوارگیاهحشرات
طور متوسط عصاره استخراج شده از پوسته لوبیاه ). به13کنند (

بالاترین g/g124/0وg/g129/0سیاه و قرمز بترتیب با
کهشده). مشخص16مقدار را در بین سایر انواع لوبیا دارد (

آفاتوزابیماريعواملازبرخیبهسیاهلوبیابالايمقاومت
انحصاريطوربهکهاست،آلرسین (نوعی تانن)حضوردلیلبه
در واقع گیاهان در مواجهه با ).27(شودمییافتحبوباتدر

آنتوسیانین خود را افزایش ها محتواي تانن و آفات و بیماري
دهند و بدین صورت از خودشان در برابر این عوامل می

ازغنیهايدانهکهدادهنشانکنند. تحقیقاتمحافظت می
خصوصیاتازیکسري) فنولیکپلی(تاننیترکیبات

ضدمیکروبی،ضداکسیدانی،آنتیهمانندفیزیولوژیکی
).25(باشندمیداراارغیرهوالتهابیضدفعالیتزایی،جهش

ها و در بررسی وابستگی بین تانن) 16ایسلم و همکاران (
مقاومت به بیماري در لوبیاي معمولی به این نتیجه رسیدند که 

لوبیا از منبع ژنی آمریکاي يپوستهيمقدار تانن در عصاره
کنوز و بادزدگی (پژمردگی) ابا حساسیت به بیماري آنترمرکزي
هايزنجرهیا همبستگی مثبت و با میزان خسارت لوبییباکتریا
همبستگی منفی دارد. همچنین مقدار Cicadidaeي خانواده

با آمریکاي جنوبیلوبیا از منبع ژنی يپوستهيتانن در عصاره
این دار و میزان خسارت برگی گوشهحساسیت به بیماري لکه

ی پس با توجه به اهمیت غذای.حشرات همبستگی منفی دارد
توان به طور مستقیم آنها را در اختیار ها میبالاي این واریته

هاي مقاوم لوبیا سیاه زارعین قرار داد و یا اینکه واریته
به نژادي مورد استفاده قرار بگیرند.هاي بهتوانند در برنامهمی

يامقاومت به کنه دولکهیکیاساس ژنتییمنظور شناسا
یامانتقال پيهایرها و مسنژییشناسامطالعاتی در زمینه 

صورت گرفته است. در یرمستقیمو غیمدر دفاع مستقیردرگ
کنه یکه در پاسخ به آلودگییهااز ژنيتعدادیا،لوب

يهاشوند از جمله: ژنیالقاء میاهدر گيادولکه
Pathogenesis-related Protein2pr2)((β-1,3-

glucanase)،Pathogenesis-Related Protein3 (pr3
Pathogenesis-Related Protein4نوع یک)،یتیناز(ک
)pr4(ک)ینونیالیازآمینآلانیل)، فنیتینازPhenylalanine

Ammonia Lyase (pal)سنتتاز یروفسفاتپیلو فرنز
Farnesyl pyrophosphate synthase)fsp(،

S-adenosylmethionine decarboxylase (samdc))4 ،(
β-Ocimenژن ) وLjEβos) (3ترپن سنتتاز (مونو یک

Synthaseگونهدرphaseolus lunatus(plos))1،(
ها در ولی تاکنون بیان این ژناند.یابی شدهشناسایی و توالی

بدین اند.هاي مقاوم لوبیا سیاه مورد بررسی قرار نگرفتهژنوتیپ
در ها که منظور در این پژوهش، میزان بیان تعدادي از ژن

دفاع مستقیم و یا غیرمستقیم نقش دارند، قبل و بعد از آلودگی 
عنوان هاي لوبیا سیاه که بهژنوتیپاي دربه کنه تارتن دولکه

مقایسه شد.اند، مقاوم به کنه شناسایی شده

هامواد و روش
)  که قبلا 1179KSو  1115KSلوبیا سیاه (دو ژنوتیپ 

اي هاي لوبیا به کنه تارتن دولکهپترین ژنوتیعنوان مقاومبه
به همراه یک ژنوتیپ لوبیاي قرمز ) 29انتخاب شده بودند (

اي) (محلی خمین) که بذور (شاهد حساس به کنه تارتن دولکه
آنها از بانک ژن دانشگاه تهران دریافت شده بود، در تابستان 

دماي درگلخانه گروه علوم باغبانی دانشگاه ایلام در1390
و درصد، کشت40- 70گراد و رطوبتدرجه سانتی22- 34

هاي هر ، نیمی از گلدانبعد از سبز شدنسپس دو تا سه هفته
کنه ماده بالغ در هر برگ آلوده شدند 50گلدان) با 3ژنوتیپ (

گلدان) در شرایط ایزوله و عاري از آفت 3ها (و بقیه گلدان
ازلکRNA، سه روز بعد از آلودگی قرار داده شدند

کیت ازاستفادهباژنوتیپهرآلودهوسالمگیاهانهايبرگ
اساسبر) وP-biozolبا نام پی بایوزول (RNAاستخراج 

ازپس. شدکیت استخراجدر کاتالوگشدهارائهدستورالعمل
اسپکتروفتومترازاستفادهباRNAکمیتاستخراج،

تاییدتروفورزالکژلکمکنیز باآنکیفیتشد.گیرياندازه
براي زدودن RNAهاي استخراج شده سپس نمونهگردید.
DnaseIموجود در آنها با آنزیم DNAهاي احتمالی آلودگی

))u/ µl1 :(µl2 (اتالوگ در کشدهارائهدستورالعملاساسبر
(بسته کلRNAازµg5 -1/0آنزیم تیمار گردیدند. سپس

کتروفتومتري حجم به غلظت مشاهده شده از دستگاه اسپ
سازي و یکسان مناسب از هر نمونه برداشته شد و پس از رقیق

و برداشته شدµl11نمودن غلظت کلیه نمونه از هر نمونه  
Revertمعکوسرونوشت بردارآنزیمازاستفادهسپس با

Aid M-MULVوOligo (dt) مکمل دم پلی)A در
mRNAدقیقه،60مدتبهگرادسانتیدرجه60دماي) در
cDNAساختنازپس. شدسنتزDNA) مکملcDNA ،(

وشدگیرياندازهاسپکتروفتومترازاستفادهباآنکمیت
که ییها. ژنگردیدتاییدالکتروفورزژلکمکباآنکیفیت

قرار یسهمورد مقامورد نظريهایپها در ژنوتآنیانبیزانم
یماريمرتبط با بيهاینکدکننده پروتئهايژن، شامل ندگرفت

)، یتیناز(کpr4یدي)  و نوع اسیتیناز(کpr3شامل 
سنتزکننده یمکه کدکننده آنزosو ژن) lox ()4(یپوکسیژنازل

کننده کنه شکارگر است جلبفراریباتترکینتراز مهمیکی
)E)-β-Ocimene ()3(یینو تعیحجهت تصحین. همچنبود
نظر از ژن مرجعدهدف موريهاژنیانبینسبیزانم

cons7یدباشد استفاده گردیکه کدکننده متالو پروتئاز م
ی،مورد بررسيهاژنیمرپرایمنظور طراح). به21(

يآیبیان سیتها از سامحافظت شده آنیتوال
http://www.ncbi.nlm.nih.govییگرفته شد (کد شناسا

يهاآورده شده است) و سپس آغازگر1ر ژن در جدول ه
يتریمر افزار پراها با استفاده از نرمیتوالینمرتبط با ا

http://frodo.wi.mit.edu/primer3یطشدند. شرایطراح
به یمرپرایطراحيبرايتریمرافزار پرانرميشده  برایینتع

طول قطعه یوس،درجه سلس60ذوب  آغازگرها يصورت، دما
و bp23 -19، طول آغازگرbp160-140شونده یرتکث

از آنجائی ).31بود (40- 60آنها %یتوزین/سینگوانيمحتوا
از QRT-PCRکه اختصاصی عمل نمودن آغازگرها در روش 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
9.

23
.3

5 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

05
 ]

 

                               2 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.9.23.35
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-872-fa.html


37........ ................................................................................................................................1396/ پاییز 23پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال نهم/ شماره 

، اهمیت بالایی برخوردار است، پس از طراحی و سنتز آغازگرها
) استاندارد روي چند نمونه PCRمراز (اي پلیاز واکنش زنجیره

هاي سنتز شده، استفاده شد و محصول واکنش cDNAاز 
% مورد بازبینی قرار گرفت 1مراز روي ژل آگارز اي پلیزنجیره

و به دلیل اختصاصی بودن آغازگر، تنها یک باند اختصاصی 
وي ژل دیده بازي بر ر140- 160براي هر ژن در محدوده 

RotorدستگاهازQRT-PCRواکنشانجامشد. براي
Gene Q (Rotary)وکیتHOT FIREPOL EvaGreen

QPCR Mix Plus (no ROX) خریداري شده از شرکت
SolisBioDyneدر .گردیداستفادهکمیارزیابیبراي

سه تکرار QRT PCRهاي مورد مطالعه با ارزیابی بیان ژن
ژن از هر گیاه (گلدان) وجود داشت. اجزاي تکنیکی براي هر 

20با حجم نهایی Real time-PCRتشکیل دهنده واکنش 
میکرولیتر 1میکرولیتر پرایمر پیشرو، 1میکرولیتر به صورت 

میکرولیتر Master Mix ،1میکرولیتر 4پرایمر پسرو، 
cDNA هاي بالا موادي که با نسبتمیکرولیتر آب بود.13و

وپ با هم ترکیب شده بودند، روي یخ براي انجام براي هر تی
PCR به درون دستگاه منتقل شدند. دماي بهینه مراحل

، مطابق با دستورالعمل موجود در کیت (با اندکی PCRمختلف
:بودزیرها) به صورتتغییر در زمان

درجه95دردقیقه4:اولیهسازيواسرشتهمرحله-1
ون اولیه در شروع سیلسیوس (یک سیکل جهت انکوباسی

)QRT PCRسیکل 

سیلسیوسدرجه95درثانیه20سازي:واسرشتهمرحله-2
درجه60دمايدرثانیه30آغازگر:اتصالمرحله- 3

سیلسیوس
سیلسیوسدرجه72دمايدرثانیه25: تکثیرمرحله- 4
)4الی2مراحلبینچرخشمرتبه40(
روج از پلیت)گراد (تا زمان خدرجه سانتی4- 5

هاي غلظت نیز به منظور کنترل از سريلازم به ذکر است که 
مراز استفاده گردید. براي هاي پلیراندمان واکنش زنجیره

ژنهربیاننرخاستفاده شد. RESTافزار ها از نرمتجزیه داده
)Ratio (فرمول زیر محاسبه ازاستفادهباافزار نرمایندر

شد:

بر اساسهدفژنیکبیانسطحنسبتمعادلهایندر
وهدفژنبرايE)(مراز پلیايزنجیرهواکنشراندمان

درناشناختهنمونهیک) Δcp(تقاطعدلتا نقطهتفاوتومرجع
همچنین جهت محاسبه .شودمیمحاسبهکنترل مقابل

STDEV وTTESTشد.افزار اکسل استفادهاز نرم

ايهاي درگیر در دفاع مستقیم و/ یا غیرمستقیم در برابر کنه دو لکههاي ژنکد شناسایی و توالی آغازگر-1جدول
Table 1. Accession number and primer sequences of some genes that is involved in direct and/or indirect defense

against two spotted spider mite
پسروآغازگرتوالیپیشروآغازگرتوالیژننامکد شناسایی
AW310136cons7GGCATTAAGGCAGCTCACTCTATGAATGACGGTTCCCATGTA

X57187pr4CTTGCTTGCACCATCTATCTCTTCACTGACTTCGGTAGAGTTGGTT
M13968pr3ACTGAGAGGTGACAAGGTCAGAGTCGGATTCTTCAAGAGATACTGTG
X63521LoxATCTGTATCCCAAGATGTGTTGCTTGTAGGCAATGTAACTCCACCT

EU194553.1osATCGAGGGAAGATTATTCTACGGTAAGCTAGCCTTTCTTGTCAACG

نتایج و بحث
300تا100بینمختلفهاينمونهدرRNAغلظت 

بااستخراجیRNAکیفیتبود.میکرولیتردرمیکروگرم
DNAغلظت). 1د (شکل گردیتاییدالکتروفورزژلکمک

تا2100بینبررسیموردهاينمونه)، درcDNAمکمل (
باندهاي اختصاصی (در بود.میکرولیتردرمیکروگرم2500

معمولی PCRبازي) حاصل از واکنش 140-160ناحیه 
ها از طریق واکنش هاي مورد بررسی که میزان بیان آنژن

QRT-PCRگردد.میمشاهده2شکل نظر بود، درمورد
ها در گیاهان آلوده و سالم در نتایج مقایسه بیان ژن

و pr3هاي هاي لوبیا نشان داد که میزان بیان ژنژنوتیپ
pr4هاي لوبیاي سیاه و هم در ژنوتیپ حساس هم در ژنوتیپ

داري در گیاهان آلوده نسبت به گیاهان خمین به طور معنی
هر چند این افزایش در ). 5تا 3هاي سالم افزایش یافت (شکل

ژانگ و هاي لوبیاي سیاه با شدت بیشتري بود.  ژنوتیپ
هاي مرتبط با ) نشان دادند که خانواده پروتئین32همکاران (

)، در سیب در اثر آلودگی به pr4و pr3زائی (بیماري
Botryosphaeriaهاي قارچی بیماري dothidea, Valsa

ceratosperma, Glomerella cingulate  به میزان بالائی

) نشان دادند در برنج پس از 33وانگ و همکاران (شدند. بیان
اي از بیان مجموعهMagnaporthe griseaآلودگی به 

قرار 11الی روي کروموزوم که به صورت یک توpr4هاي ژن
) نشان دادند که ژن 34افزایش یافت. گزینا و همکاران (دارند،
pr3 در لوبیاي آزوکی)Vigna angularis پس از آلودگی (

Colletotrichumبه ویروس موزائیک سویا و قارچ 
Lindemuthianum ،به شدت در ساقه، برگ، گل و غلاف

با توجه به حساسیت به میزان کمتري در ریشه بیان شد.اما 
و 1115KSهاي ژنوتیپ خمین و نیز مقاوم بودن ژنوتیپ

1179KSهاي ه ژنو همچنین با توجه به اینکpr3 وpr4
توان نتیجه گرفت که دو ژن ول دفاع مستقیم هستند، میومس

pr3 وpr4ها به تنهائی مسئول مقاومت متفاوت این ژنوتیپ
هاي درگیر در مقاومت لوبیا به کنه تارتن نبوده و دیگر ژن

اي، در ایجاد واکنش مقاومت متفاوت در این سه دولکه
در osبیان ژن اي نقش دارند.ژنوتیپ به کنه تارتن دولکه

هاي لوبیا سیاه ژنوتیپژنوتیپ شاهد و همچنین یکی از 
)1115KS ( طور اي بهدولکهتارتن پس از آلودگی به کنه

که میزان بیان این ژن در ، در حالیداري کاهش یافتمعنیغیر
به صورت 1179KSلوبیاي سیاه دیگر یعنی ژنوتیپ
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38.......... ....................................................................................................ايهاي مسوول در دفاع مستقیم و غیرمستقیم علیه کنه تارتن دولکهبررسی بیان ژن

دهد این ژن تحقیقات نشان میرد.داري افزایش پیدا کمعنی
نقش دارد که این ترکیب جلب β-Ocimene-(E)در تولید 

طبق بررسی منابع صورت ). 3کننده کنه شکارگر است (
در مورد لوبیا وجود ندارد و osگرفته، اطلاعاتی راجع به ژن 

)3(نتایج مطالعات آریمورا و همکاران در خانواده لگومینوزه 
ژن از طریق شرکت در سنتزنشان داد که این

(E)-β-Ocimeneهاي دفاعی غیرمستقیم، در القاء پاسخ

Lotus japonicusاي نقش دارد. در علیه کنه تارتن دولکه
) 15نتایج هالیتسچک و همکاران (هاي گیاهی، سایر خانواده

بهM.sextaکه با حمله لارو نشان داد 
Nicotiana attenuata میزان بیان ژن ،os در محل زخم در

گیاه افزایش یافت و باعث جلب زنبورهاي شکارگر
Cotesia margiventris .به گیاهان آلوده گردید

هاي لوبیا سیاههاي استخراج شده از ژنوتیپRNAاي از نمونه-1شکل
Figure1. A sample of black bean genotypes extracted RNA

هاي مورد بررسی (در این شکل به ترتیب از چپ به راست ژنPCRبازي) حاصل از واکنش 140-160ختصاصی (در ناحیه باندهاي ا-2شکل
باشند.)میcons7،(pr3،pr4،lox،osلدر، ژن مرجع (

Figure 2. Specific bands (120-140 bp region) of studied genes that produced by PCR reaction (in this figure bands in
left to right are DNA ladder, reference gene (cons7), pr3،pr4،lox،os respectively)
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39........ ................................................................................................................................1396/ پاییز 23پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال نهم/ شماره 

اي در گیاهان کنترل و آلوده به کنه تارتن دولکهlox)وos) ،pr3،pr4یا غیرمستقیم نسبت بیان چهار ژن موثر در دفاع مستقیم و-3شکل 
استیودنت)tو یک درصد در آزمون 5دار در سطح دهنده تفاوت معنیبه ترتیب نشان:**و *(1115KSدر ژنوتیپ سیاه 

Figure 3. Expression ratio of four genes that is involved in direct and/or indirect defense (os, pr3، pr4 and lox) against
spider mite in the clean and spider mite infested plants of KS1115 black genotype. (*and **: a significant difference

at P\0.05 and P\0.01 respectively in a Student’s t test).

با توجه به نقش کلیدي این ژن در دفاع غیرمستقیم و 
رسد مقاوم یا حساس بودن ارقام جلب شکارگر، به نظر می

رگر ندارد و ممکن است لوبیا ارتباط مستقیمی با جلب شکا
بعضی از ارقام مقاوم توانایی بالاتري براي جلب شکارگر 

) 5بالدوین و پترسون (نسبت به ارقام حساس نداشته باشند. 
نشان دادند که القاء دفاع غیرمستقیم در گیاه ممکن است با 

هاي دفاعی مستقیم سازگار و با بعضی بعضی از سیستم
دیکهازگار باشد. مطالعاتهاي دفاعی مستقیم ناسسیستم

) نشان داد که گیاهانی که انرژي بیشتري را براي 11،10(
دفاع مستقیم (سدهاي فیزیکی و شیمیایی گیاه که مستقیما 

گذارد) صرفخوار میاثر منفی بر بیولوژي و باروري گیاه
احتمالا انرژي کمتري را براي دفاع غیرمستقیم (که ،کنندمی

ب دشمنان طبیعی موجب کاهش جمعیت در آن گیاه با جل
) نشان 19کال و همکاران (شود) همچنین مطالعاتآفت می

خوار دهد که گیاهان زمانی که نتوانند در مقابل یک گیاهمی
مقاومت کنند از سیستم دفاعی غیرمستقیم خود کمک 

گیرند. بنابراین براي شروع دفاع غیرمستقیم گیاهان دفاع می
) 30دهند. طهماسبی و همکاران (هش میمستقیم خود را کا

نشان دادند توانایی یا عدم توانایی گیاه لوبیا براي جلب کنه 
اي با درجه مقاومت آن گیاه به کنه تارتن شکارگر رابطه

اي بین دفاع مستقیم و غیرمستقیم گیاه و رابطهاي ندارددولکه
وهاي درگیر در دفاع مستقیم تغییرات بیان ژنوجود ندارد

غیرمستقیم لوبیاي سیاه که یک نوعی از لوبیا است که به 
لحاظ ترکیبات ثانویه خود مقاومت زیادي به بسیاري از آفات 

کنون مطالعه نشده است. در تا) 7،17،22،23،24،29(دارد 
این که چطور با رابطه بین دفاع مستقیم و غیرمستقیم، ارتباط 

قیم خود را با هم هاي دفاعی مستقیم و غیرمستگیاهان سیستم
باشد. به هاي اکولوژیکی میکنند داراي پیچیدگیتلفیق می
رسد مطالعات بیشتري براي تعریف یک رابطه نظر می

مشخص بین درجه مقاومت گیاه میزبان و میزان جلب 
).20باشد (دشمنان طبیعی آفات لازم می
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 04.......... .................................................................................................... ایَای مسًيل در دفاع مستقیم ي غیرمستقیم علیٍ کىٍ تارته ديلکٍبررسی بیان ژن

 
ای در در گیاَان کىترل ي آلًدٌ بٍ کىٍ تارته ديلکٍ lox)ي  os) ،pr ، prمستقیم یا غیر وسبت بیان چُار ژن مًثر در دفاع مستقیم ي -0شکل 

 استیًدوت( tي یک درصد در آزمًن  5دار در سطح دَىدٌ تفايت معىیبٍ ترتیب وشان**:  ي *) 7711KSژوًتیپ سیاٌ 
Figure  . Expression ratio of four genes that is involved in direct and/or indirect defense (os, pr ، pr  and lox) against 

spider mite in the clean and spider mite infested plants of KS     black  genotype. (*and **: a significant difference 
at P\     and P\     respectively in a Student’s t test)  

 
 

 
ای در گیاَان کىترل ي آلًدٌ بٍ کىٍ تارته ديلکٍ lox)ي  os) ،pr ، prیا غیرمستقیم  ر در دفاع مستقیم يوسبت بیان چُار ژن مًث  -5شکل 

 استیًدوت( tي یک درصد در آزمًن  5دار در سطح دَىدٌ تفايت معىی: بٍ ترتیب وشان**ي  *در ژوًتیپ خمیه )
Figure  . Expression ratio of four genes that is involved in direct and/or indirect defense (os, pr ، pr  and lox) against 

spider mite in the clean and spider mite infested plants of Khomein genotype. (*and **: a significant difference at 
P\     and P\     respectively in a Student’s t test)  
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هاي لوبیاي سیاه بعد از در ژنوتیپloxن ژنمیزان بیا
داري در مقایسه با اي به طور معنیآلودگی به کنه تارتن دولکه

). این در حالی 4و 3هايگیاهان سالم افزایش یافت (شکل
) نه 5است که بیان این ژن در ژنوتیپ شاهد حساس (شکل 

ل دار در سطح احتماتنها افزایش نداشت، بلکه به صورت معنی
هاي هالیتسچک و یک درصد کاهش نشان داد. نتایج آزمایش

) نشان دادند که که 18) و کسلر و همکاران (13(بالدوین
آنزیم کلیدي در مسیر اکتادکانوئید است که نقش loxژن

خواران دارد. ژن مهمی را در پاسخ دفاعی گیاه بر علیه گیاه
loxنین مسیر هاي کلیدي در دفاع مستقیم و همچاز جمله ژن

). 8باشد (تولید ترکیبات فرار و دفاع غیرمستقیم گیاه می
) نشان داد که بازدارندگی ژن 6مطالعه بروینسما و همکاران (

lox در گیاه هم دفاع مستقیم و هم دفاع غیرمستقیم را
دهد. بنابراین نتایج ما با نقش شناسایی شده این کاهش می

اومت گیاه علیه ژن در تحقیقات قبلی در  افزایش  مق
خوانی دارد و بر اهمیت مطالعات بیشتر روي خواران همگیاه

ها و همچنین جلب این ژن براي افزایش مقاومت ژنوتیپ
رسد هاي گیاهی تاکید دارد. به نظر میشکارگر در ژنوتیپ

ارقام لوبیاي سیاه پتانسیل لازم را براي استفاده در یک برنامه 
دارند. هر چند نیازمند مطالعات بیشتر تلفیقی مبارزه با آفات را

باشیم.تري در زمینه میو گسترده

ردانی دتشکر و ق
از قطب علمی حبوبات پردیس کشاورزي و منابع طبیعی 

هاي این تحقیق را فراهم هزینهبخشی ازدانشگاه تهران که 
نمودند، کمال تشکر و سپاس را داریم.
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Abstract
Black bean genotypes have high resistance to the important pests and diseases of common

bean. To evaluate the effectiveness of four genes in the direct (plant negatively effects on
biology and reproduction of herbivore by its physical and biochemical barriers) and or
indirect(by attracting natural enemies of herbivores)in black beans against two spotted spider
mite, expression levels of these genes (Pathogenesis-Related Protein3 (pr3)(Pathogenesis-
Related Protein4 ،Lipoxygenase(pr4), Lipoxygenase (lox) and β-Ocimen Synthase(os)) in two
resistant black bean genotypes (KS1179 and KS 1115 )) and susceptible control (Khomeini)
before and after infection were determined by QRT-PCR technique. Based on the results of the
study in all genotypes the gene expression of pr3 and PR4 involved in the direct defense,
unregulated, although this increase in black bean genotypes was intensive than genotype
Khomeini. Expression of os gene involved in indirect defense significantly increased in one of
black bean genotypes (KS1179) however, the expression of this gene in another genotype of
black beans and Khomeini did not change after the mite infestation. lox gene, which is involved
in the direct and indirect defenses in both black bean genotypes after infection were
significantly increased and decreased in Khomeini. Given that inhibition of lox genes in plant
defense, can effect negatively on both direct and indirect defense. Thus, our results demonstrate
on the importance of further study of this gene to increase resistance to spider mite in black
bean.

Keywords: Black bean, Direct defense, Indirect defense, QRT-PCR
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