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در گندم حساس به سفيدك سطحي  BI-1و  NPR1 ،MLOهاي  بررسي ميزان بيان ژن
 تحت تيمار با القا كننده كيتوزان

  2اله بابايي زاد ولي و 1و حسين صبوري 1، فاختك طليعي طبري*1، ليلا آهنگر1مرجان خاتمي
  گروه توليدات گياهي  ،علوم كشاورزي و منابع طبيعيدانشكده دانشگاه گنبد كاووس،  ،گنبد كاووس 1

 گروه گياهپزشكي ،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ،ساري 2

  27/4/97 :تاريخ پذيرش  29/1/97 :تاريخ دريافت

  چكيده

رود كه  هاي مهم گندم به شمار مي از جمله بيماري Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt)بيماري سفيدك سطحي با عامل 
در سال هاي اخير كاربرد القا كننده هاي . كند جمله ايران سالانه ميزان زيادي خسارت به اين محصول وارد ميدر سراسر جهان از 

دفاعي به ميزان زيادي استقبال شده لذا در اين مطالعه به منظور بررسي نقش كيتوزان به عنوان يك محرك زيستي مكانيسم 
انتخاب و در مرحله دو برگي بوسيله كيتوزان اسپري برگي شد، طحي رقم فلات به عنوان يك رقم حساس به سفيدك سدفاعي، 
در  1395تمامي مراحل آزمايش در سال زراعي . زني شدند مايه Bgtگياهان تيمار شده به همراه گياهان شاهد، توسط قارچ سپس 

با استفاده از تكنيك  NPR1 و MLO، BI-1  در نهايت الگوي تظاهر ژنهاي .آزمايشگاه ژنتيك دانشگاه گنبد كاووس انجام گرفت
qRT-PCR نشان داد كه در هر دو گروه از گياهان تيمار شده با  نتايج. در چهار بازه زماني در سه تكرار مورد ارزيابي قرار گرفت
گياهان تيمار شده به طوري كه پس از اعمال آلودگي به صورت افزايشي بوده،  ژن هاي مورد بررسيروند تظاهر  شاهد كيتوزان و

ساعت  24نشان دادند و  نسبت به گياهان شاهد  Bgtاوليه بعد از آلودگي با  در ساعاترا  NPR1ژن و بالاي القاي زودهنگام 
در گياهان تيمار شده كمتر از گياهان  MLOو BI-1اما ميزان افزايش در ژن هاي . پس از آلودگي به حداكثر بيان خود رسيدند

كه اين  ساعت پس از آلودگي كمترين ميزان بيان را نشان دادند 24ريكه اين گياهان بر خلاف گياهان شاهد در شاهد بود، به طو
نشان دهنده اين است كه اين ژنها با كاهش سطح بيان خود در جهت افزايش سطح گونه هاي اكسيژن فعال سبب القا مرگ 

علاوه بر اين در اين  .توسعه قارچ در مراحل اوليه آلودگي گردندسلولي در گياه شده تا از اين طريق سبب ممانعت از رشد و 
گرم در ليتر كيتوزان، سطوح بياني بهتري را نشان دادند، لذا مي توان  ميلي 250گياهان تيمار شده با غلظت مطالعه مشخص شد كه 

 .كاربرد كيتوزان را به خصوص در ميزان كمتردر القاي مقاومت سيستميك در گندم عليه بيماري سفيدك سطحي موثر دانست

  گندم، كيتوزان، سفيدك سطحي، مقاومت: واژه هاي كليدي

  L.ahangar63@gmail.com :الكترونيكي ، پست  01733335117:مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
بيماري سفيدك سطحي كه به وسيله قارچ انگل اجباري به 

ايجاد  Bgt(. tritici  Blumeria graminis f. sp(نام 
هاي مهم گندم است كه موجب  گردد يكي از بيماري مي

كاهش چشمگير عملكرد كيفي و كمي در مزارع گندم 
 ليلد به هاي شيمياييروش از دهستفاا وزهمرا). 14(شود  مي

 متومقا ديجاا و يستز محيط گيدلوآ ،ييراكا در ضعف

بنابراين . دنميگير ارقر توجه ردمو انچند گرربيما در
از محققان به دنبال استفاده از مواد بيولوژيك به عنوان يكي 

هاي مقاومتي در گياهان هستند تا با كاربرد اين استراتژي
هاي دفاعي گياه را قبل از مواجهه با ند مكانيزمتركيبات بتوان

هاي اخير كاربرد در سال). 43(عامل بيمارگر فعال كنند
تركيبات شيميايي تحت عنوان فعال كننده به ميزان زيادي 
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مورد توجه قرار گرفته و در اين بين كيتوزان به يك تمركز 
كيتوزان يك . اصلي پژوهش در كشاورزي تبديل شده است

و مشتق شده از پوست پذير  كننده زيستي تجزيهفعال 
سخت پوستان است كه امروزه به عنوان ماده افزايش دهنده 

هاي قارچي به كار قدرت دفاعي گياهان عليه آلودگي
مقاومت سيستميك پديده كيتوزان بوسيله  .)35(رود مي

هاي القايي است، يكي از انواع مقاومتكه ) SAR(اكتسابي 
هاي پاسخ دهنده به بيمارگر و فعاليت ژن منجر به تحريك

). 43(خواهد شد ا ز مقاومت نسبت به عوامل بيماري يالقا
شواهد حاكي از آن است كه اسپري برگي كيتوزان با 

ميلي گرم در ليتر در گندم  500و  200، 100، 0هاي غلظت
شده  Fusarium graminearumسبب كاهش رشد قارچ 

در  Botrytis cinereaپاسخ مقاومت القايي عليه ). 3(است 
گرم در ليتر  2/0برگ هاي خيار تيمار شده با غلظت 

نانديش كومار و ). 8(كيتوزان نيز گزارش شده است 
نيز با تيمار بذرها آفتاب گردان با محلول ) 32(همكاران 

كيتوزان توانستند بيماري كپك زدگي را توسط قارچ % 5
Plasmopara hastedii 52-46گردد را به ميزان ايجاد مي 

. درصد به ترتيب در شرايط گلخانه و مزرعه كنترل نمايند
ها همچنين نشان داد كه ارزن تيمار شده با گزارش

، PAL ،PR1 ،PR5هاي نانوذرات كيتوزان بيان بالايي از ژن
پراكسيداز و فنيل اكسيداز پس از تيمار با اومايسيت 

  ). 37(نشان دادند  Sclerospora graminicolaف بيوترو

گياهان داراي يك سيستم امنيتي بسيار قوي بوده و در 
ها تحت عنوان  مواجهه با هر نوع تنشي، گروهي از پروتئين

. را توليد مي نمايند) PR(هاي مرتبط با بيمارگر  پروتئين
 گياهي يتئينهاوپر گروه متنوعي از PR يتئينهاوپر

 ديجاا ،چيرقا لسلو يهاارهيود تخريب وجبم كههستند 
 فاعيد پاسخ سيستم تقويت آن، سلولي يغشاها در لختلاا

 ضد يتئينهاوپر سنتز و ييزا ريبيما در خالتد ن،ميزبا
هاي مرتبط با نسخه بيان نشده ژن .)42(ميشوند  چيرقا

 Non-expresser of PathogensisRelatedزايي  بيماري

genes 1(NPR1) ، به عنوان واسطه كليدي در مقاومت

مطالعات نشان داد كه ). 39(القايي شناخته شده است 
جهت القاي  SARبراي آشكار سازي  NPR1وجود 

مكانيسم دفاعي عليه طيف وسيعي از بيمارگرها مورد نياز 
تحت شرايط نرمال به  NPR1پروتئين ). 9و  14(باشد مي

لول وجود صورت اليگومريك غيرفعال در سيتوزول س
دارد، اما به محض آلودگي گياه به بيمارگر وضعيت 

بوسيله  NPR1اكسايشي سلول تغيير يافته و پروتئين 
سولفيد خود به فرم مونومري تبديل  شكستن پيوندهاي دي

تواند بوسيله كنش با نوع خاصي از  كه مي) 31(شده 
هاي  ، بيان ژن)TGA(فاكتورهاي تنظيم كننده رونويسي 

همچنين بوسيله  NPR1). 22و  31(را القاء كند  PRدفاعي 
بر ) SA(هاي پايين دست سالسيليك اسيد تنظيم سيگنال

به طوري كه ). 13و  14(گذارد تاثير مي SARمسير 
هاي آرابيدوپسيس، فاقد توانايي القاي ژن npr1هايموتانت

PR  و افزايشSAR  حتي پس از تيمار باSA باشندمي .
به اين نوع گياهان موتانت، نه  NPR1ژن  درحاليكه انتقال

شود بلكه پاسخ به تنها سبب رفع شدن تاثير جهش مي
، به PRرا با بيان بالاي ژن  SARعوامل تحريك كننده 

گردانده و سبب مقاومت به آلودگي حالت اول بر 
Pseudomonas syringae 11(شود مي     .(  

 PCD = Programmed Cell( ريزي شدهمرگ سلولي برنامه

Death (هاي دفاعي گياهان و حيوانات يكي از مكانيسم
 است در حيوانات PCD پديده. زا استبيماري عليه عوامل

-BAX )BCL2بوسيله اعضاي خانواده پروتئين 

Associated X protein (گرددتنظيم مي )اگرچه ). 20
در ژنوم گياهي  BAXپروتئين  تاكنون هيچ همولوگي از

 كه به عنوان ديگري شناسايي نگرديد، اما محققين ژن
در است را  )BAX )BI-1()BAX- inhibitorمهاركننده 

بيان بالاي آن در  كه )6و  16( گياهان شناسايي نمودند
گياهان منجر به حساسيت به بيمارگر بيوتروف و افزايش 

لاوه بر ع ).6و  21(شود مقاومت به بيمارگر نكروتروف مي
نقش مهمي در حمايت از هايي كه  ژنديگر از كي ي اين،

هاي زيستي و غير زيستي ايفا  مرگ سلولي در پاسخ به تنش
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 )MLO )Mildew Resistance Locus Oنمايد، ژن   مي
يك پروتئين غيرعادي  MLOپروتئين ). 26و  34(است 

كه آلل وحشي آن، تنظيم كننده منفي مرگ  تراغشايي است
 MLOبه طوريكه بيان بالاي ژن ) 26(سلولي در گياه بوده 

در گياه جو سبب حساسيت بسيار بالاي اين گياهان به 
و افزايش ميزان نفوذ قارچ در ) Bgh(سفيدك سطحي 

شواهد ). 24(ديواره سلولي و تشكيل هاستوريوم گرديد 
در طي  MLOميزان بيان ژن همچنين نشان داده است كه 

همچنين ). 34(يابد  پيري برگ به طور موثري كاهش مي
 mloبا استفاده از آلل موتانت ) 36(رينستادلر و همكاران 

براي القاي حساسيت  MLOدر جو نشان دادند كه پروتئين 
به طوري كه مطالعات نشان . باشد به سفيدك بسيار مهم مي

 mlo5در موتانت  MLOو  BI-1هاي داده است كه بيان ژن
جو از طريق تخريب مكان تجمع پراكسيد هيدروژن 

)H2O2 (هاي دفاعي سبب تسهيل و سركوب نمودن پاسخ
  ).15(و حساسيت در گياه گرديد  Bghدر نفوذ قارچ 

كيتوزان يك اليسيتور زيستي است كه در تحقيق حاضر به 
ها بر سلامت كشمنظور كاهش اثرات مخرب قارچ

موجودات زنده و محيط زيست،  از تاثير القا كنندگي آن 
. در گندم نسبت به بيماري سفيدك سطحي استفاده گرديد

از سويي با توجه به اينكه تاكنون مطالعات خاصي در مورد 
 NPR1و  MLO ،BI-1هاي  تاثير كيتوزان بر ميزان بيان ژن

لذا . ستدر بيماري سفيدك سطحي گندم صورت نگرفته ا
تغييرات بر در اين مطالعه به بررسي تاثير اين القاكننده 

، پرداخته Bgtنسبي اين گروه از ژن ها در گندم آلوده به 
  .شد

  مواد و روشها
در اين تحقيق رقم فلات به عنوان رقم حساس به بيماري 

از رهاي اين رقم بذ). 3(سفيدك سطحي انتخاب شد 
قارچ  جدايه. هيه گرديدايستگاه تحقيقات كشاورزي گنبد ت

Blumeria graminis F. sp. tritici (Bgt)   بخش از نيز
تحقيقات پاتولوژي غلات موسسه اصلاح و تهيه نهال و 

اتاقك در به دليل بيوتروف بودن، عامل بيماري و  بذر تهيه
درجه  22 دماي دربولاني روي رقم حساس  رشد

بررسي در طول مدت اين % 70و رطوبت نسبي سلسيوس 
  .)30( تكثير و نگهداري شد

بيماري به  مقاومت يدر القا كيتوزان كاربردارزيابي 
در القاي كاربرد كيتوزان منظور بررسي  به :سفيدك سطحي

برگ  ،در برابر بيماري سفيدك پودريمقاومت در گندم 
غلظت هاي  ساعت پس از تيمار با 24 ،حساس انگياه

كنترل در محيط آب آگار همراه گياهان  بهمختلف كيتوزان 
هاي  ميدازول در تشتكيگرم در ليتر بنز ميلي 20حاوي 

، تعداد كلني زني مايهيك هفته پس از . داده شدندپتري قرار 
 .سانتيمتر مربع هر برگ شمارش گرديد 5/2رشد يافته در 

. )2و  7(آزمايش با پنج تكرار براي هر تيمار انجام شد 
داقل تفاوت معني دار سپس نتايج حاصله با آزمون ح

)LSD (تجزيه و تحليل گرديد.  

تيمار نمودن گياهان و آلوده سازي با قارچ سفيدك 
براي بررسي تأثير : پودري جهت بررسي الگوي بيان ژن

رقم گندم  بذرهابيماري،  مقابل عامل كيتوزان درالقاكننده 
درصد هيپوكلريت يك دقيقه با محلول يك فلات به مدت 

پس از سه مرتبه شستشو با آب  شده و سديم ضدعفوني
روي كاغذ فيلتر مرطوب در تشتك پتري قرارداده  مقطر
خاك  به گلدان حاوي بذرهازني،  پس از جوانه. شدند

منتقل شده و در ضدعفوني شده ) 1:1(مزرعه و ماسه 
درجه  22روشنايي با دماي ساعت  16اتاقك رشد با تناوب 

درجه  20اي دم تاريكي با سلسيوس و هشت ساعت
پس . نگهداري شدنددرصد  70سلسيوس با رطوبت نسبي

كيتوزان وسيله محلول  به ها از گذشت دو هفته، گياهچه
)Sigma Alderich/ MMW (500و  250 غلظت با 

حل نمودن  براي. )3(شدند اسپري برگيگرم در ليتر  ميلي
اسيد استيك يك درصد حل نموده و  آن را با كيتوزان ابتدا

گياهان شاهد نيز با . حجم مورد نظر رسانيده شد سپس به
محلول آب و اسيد استيك، تيمار شده و در اتاقك كشت 



 1397، 4، شماره 31جلد                                                 )                           مجله زيست شناسي ايران(سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

ساعت از تيمار گياهان  24 گذشت پس از .نگهداري شدند
همراه گياهان  هاي گياهان تيمار شده به  با كيتوزان، برگ

در غلظت بيماري شاهد، به وسيله اسپورهاي قارچ عامل 
برداري  نمونه. زني شدند متر مربع مايه در ميليكنيديوم  50

 48و  24، 12، 0هاي   در زماناز گياهان شاهد و آلوده 
در هاي برگي  ساعت پس از آلودگي، انجام شد و نمونه

  . شدند كل نگهداري RNA جهت استخراج  - C°80فريزر 

و  cDNAها، ساخت از نمونه RNAاستخراج 
براي : هاي مورد مطالعه گيري الگوي بيان ژن اندازه

 RNX-plusهاي برگي، از كيت از نمونه RNAاستخراج 
. استفاده گرديد) Cat, No: RN7713C(شركت سيناژن 

درصد  5/1استخراج شده در ژل آگارز  RNAكيفيت سپس 
 DNA، جهت زدودن RNAهاي  آنگاه نمونه. ارزيابي شد

) cat. No: MO5401(سيناكلون  DNase 1بوسيله آنزيم 
مربوط به هر نمونه با استفاده از كيت  cDNAتيمار شده و 

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis   سيناكلون
)cat. No: RT5201 (تمامي اين مراحل طبق . ساخته شد

-qRT(بررسي بيان ژن . دستورالعمل هر كيت انجام گرفت

PCR ( با استفاده از دستگاهC1000™ Thermal Cycler 

(AB)  و كيتSina SYBR Blue HS- qPCR Mix 

(2X))Cat. No: MM2171 (اي واكنش زنجيره. انجام شد
 95دقيقه در  7پليمراز شامل مرحله واسرشت سازي اوليه 

 95ثانيه در  15شامل (چرخه  40درجه سلسيوس سپس 
 60درجه سلسيوس و  60ثانيه در  30درجه سلسيوس، 

پس از اتمام واكنش  .بود) درجه سلسيوس 72ثانيه در 
PCR 60- 95، براي رسم منحني ذوب واكنش در دماي 

درجه در هر چرخه انجام  5/0درجه سلسيوس با اختلاف 
ها بوسيله ها، نمونهبه منظور استاندارد نمودن داده. گرفت

ليست آغازگرهاي مورد . نرمال گرديدند  Actin دار ژن خانه
زگرها پس از هم اين آغا. آمده است 1 استفاده در جدول

 NCBIهاي بدست آمده از بانك ژني  رديف نمودن توالي
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (افزارهاي  بوسيله نرم

BioEdit 7.0.9.0  وOligoExplorer V1.4 طراحي شدند  . 

 – CT = (CT target gene∆∆نرخ بيان ژن نيز به روش 

CT actin)sample – (CTtarget gene – CT actin)calibrator  

اين آزمايش در سه تكرار جداگانه ). 28(گيري شد اندازه 
هاي مورد مطالعه  انجام گرديد و پس از محاسبه بيان ژن

ها محاسبه و نتايج با  انحراف معيار آنبراي هر نمونه، 
ارزيابي ) LSD(دار استفاده از آزمون حداقل تفاوت معني

  .شدند
  ليست آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق -1دول ج

اندازه نبع آغازگرم

  محصول
 نام آغازگر آغازگر رفت آغازگر برگشت

DN551593  150bpAGTGTCTGGATCGGTGGTTC AGCCCAATCATAGGAAAAG
TGC  TaActin 

KM017011 149bpGTA GTC CAC CTT GGT GAC 
C  

TAC CAG TTC GCA AAT GAT 
CCT G  TaMLO 

FJ705442,  

GU564292 
149bpAGA CTG GCA CCG AGA 

ACA TC  
CCA CCT CAA GCT CGT TTA 

CC  TaBI-1 

KMo17012  157bpGAA CAG TAT AAC CTC TTG 
GGT TTC  

GCT TGT CAG GAT GCT GCT 
C  TaNPR1 

  

  نتايج
  كاربرد  نتيجه در    مقاومت   اجزاي   فنوتيپي  ارزيابي 

بر اساس نتايج به دست آمده تعداد كلني رشد  :كيتوزان
 500و  250ح ويافته در برگ گياهان تيمار شده با سط

درصد نسبت به  4/29و  43گرم در ليتر به ترتيب  ميلي
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). 1شكل(داري را نشان دادند  گياهان شاهد، كاهش معني
توسط اين نتايج بيانگر آن است كه مقاومت القاء شده 

 كيتوزان نقش مهمي در مقاومت گندم عليه سفيدك پودري

نتايج  ).2شكل(كند ايفا مي و كاهش پيشرفت بيماري
و كورس ) 17(نتايج فائورو و همكاران حاصله با 
بر كاهش بيماري سفيدك سطحي  مبني) 25(وهمكاران 

نيز بيان كردند ) 5(آمبوراب و همكارن . جو مطابقت داشت
يل ماهيت پلي كاتيوني خود باعث تخريب كه كيتوزان بدل

ها شده ها و پروتئينساختمان سلولي و تراوش الكتروليت
از . تواند از رشد بيمارگر ممانعت نمايدترتيب مي نو بدي

نسبت به  250عني دار كيتوزان مسويي نتايج حاكي از تاثير 

ميلي گرم در ليتر در كاهش شدت بيماري  500كيتوزان 
 . بود

  
در القاي مقاومت در گندم به قارچ ارزيابي توانايي كيتوزان  -1شكل 

Bgt هاي رشد يافته در بر اساس تعداد كلنيcm25/2  در برگ گياهان
ميلي گرم در ليتر و تيمار نشده  500و  250تيمار شده با كيتوزان 

  .انجام گرفت% 1در سطح  LSDمقايسه ميانگين به روش ). شاهد(

  ).A(و گياهان شاهد ميلي گرم در ليتر ) C( 500، كيتوزان ) B( 250كيتوزان هاي رشد يافته در برگ گياهان تيمار شده با تعداد كلني  -2شكل 

در گندم  هاي مورد مطالعه گيري الگوي بيان ژن اندازه
  : كيتوزان تحت تيمار با

بيان ژن نشان داد كه ميزان  qPCRآناليز  : NPR1ژن 
NPR1  در گياهان تيمار شده با كيتوزان قبل اعمال بيماري

 24كه گياهان تيمار شده در  روند افزايشي داشته، به طوري
ميلي گرم در  500و  250ساعت پس از تيمار با كيتوزان 

داري را  افزايش معني 1/3و 2/4ليتر به ترتيب با ميزان بيان 
درصد نسبت به گياهان كنترل نشان دادند  5در سطح 

نيز همچنين آناليز بيان ژن پس از اعمال آلودگي ). 3شكل (
در  NPR1حاكي از روند افزايشي ميزان رونوشت ژن 

گياهان پيش تيمار شده و كنترل بود ولي روند افزايشي بيان 
داري بيشتر از  نيژن در گياهان پيش تيمار شده به طور مع

 250گياهان تيمار شده با كيتوزان . گياهان شاهد بوده است
ساعت پس از آلودگي به ترتيب با  12گرم،  ميلي 500و 

برابري نسبت به گياه كنترل،  68/1و  3/2افزايش ميزان بيان 
 24سپس اين گياهان در . داري نشان دادندتفاوت معني

 5/6و  7/9يزان بيان ساعت پس از آلودگي به ترتيب با م
برابري نسبت به زمان صفر به بيشترين ميزان بيان ژن 

NPR1 از سويي گياهان كنترل نيز روند افزايشي . رسيدند
ساعت پس  24ولي آرامي از بيان را نشان دادند و سپس در 

برابر افزايش بيان نسبت به زمان صفر به  4از آلودگي با 
ر دو گروه از گياهان در اگرچه ه. حداكثر بيان خود رسيدند

يك بازه به بيشينه بيان رسيدند ولي مقايسه ميزان بيان در 
زمان اوج بيان نشان داد كه در گياهان تيمار شده با كيتوزان 

و  4/2ميلي گرم ميزان بيان به ترتيب  500و  250
باشد كه اين افزايش برابر بيشتر از گياهان كنترل مي63/1
پس ) ساعت 48(در ساعات بعدي  سپس. بود دارمعني بيان

كه  از آلودگي ميزان بيان روند كاهشي را نشان داد، در حالي
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داري كمتر از ميزان كاهش در گياهان كنترل به طور معني
از سويي نتايج نشان داد كه . گياهان پيش تيمار شده بود

 250در گياهان تيمار شده با كيتوزان  NPR1سطح بيان ژن 

ميلي گرم كيتوزان  500بيشتر از تيمار  داري به طور معني
  .بود

  
مقايسه ميانگين بين .  Bgtو گياهان كنترل پس از آلودگي با كيتوزان در گياهان تيمار شده با  BI-1و   NPR1  ،MLO هايسطح بيان ژن- 3كل ش

ميل بارها نشان دهنده مقادير خطاي استاندارد  .درصد انجام گرفت 5با استفاده از آزمون حداقل تفاوت معني دار در سطح  در هر بازه زمانيتيمارها 
   .باشدميانگين مي

NPR1 در مقاومت القايي  هاي كليدييكي از تنظيم كننده
مسير بوسيله تاثير در نواحي پايين دست  باشد كهگياه مي
، القاي PRهاي  ژنبيان ، سبب فعال سازي SAدهي سيگنال

مرگ سلولي و در نهايت مقاومت به طيف وسيعي از 
حاصل از اين مطالعه نتايج ). 10و  39(شود بيمارگرها مي

در گياهان پيش تيمار  NPR1كه ميزان بيان ژن نشان داد 
به . شده و كنترل به طور قابل توجهي افزايش يافت

ساعت پس از آلودگي،  24و  12كه اين گياهان در  طوري
به ) 16(همزمان با نفوذ ميخ رخنه و رشد هاستوريوم 

همچنين گزارش شد كه . بيشترين ميزان بيان خود رسيدند
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در گياه شده كه اين  SARكيتوزان سبب القاي مكانيسم 
اي با موقعيت درون هسته NPR1فعال شدن مكانيسم به 

لذا با توجه به نتايج حاصله چنين  ،)13و  14(نياز دارد 
سپري كردن كيتوزان بر روي برگ گردد كه ا استنباط مي

در القاي مقاومت از طريق افزايش  نقش موثري فلاترقم 
به اين دليل گياهان پيش . آمادگي در گياه حساس دارد

تيمار شده به محض آلودگي، بيان بالا و سريعي از ژن 
NPR1 القاي  را نشان داده تا باSAR  از نفوذ و گسترش

نمايند كه با نتايج فيتزا و بيماري در گياه جلوگيري 
. مطابقت داشت) 27(و  لاندي و همكاران ) 18(همكاران 

در ساعات اوليه پس  NPR1همچنين با توجه به اينكه ژن 
داري در فلات تيمار شده افزايش از آلودگي به طور معني

تواند به مي NPR1مود كه ژن توان چنين تصور نيافته، مي
عنوان شاخصي براي القاي مقاومت به بيمارگر در نظر 

در مقاومت گندم به فوزاريوم  NPR1نقش . گرفته شود
تاييد شده ) 38(، آرابيدوپسيس به سفيدك سطحي )29(

نيز طي مطالعاتي بوسيله ) 29(ماكاندار و همكاران . است
به گندم حساس سبب افزايش بيان ژن  AtNPR1انتقال ژن 

NPR1 فعال نمودن ،SAR  و افزايش مقاومت به
Fusarium graminearum گرديدند .   

نشان داد كه پس از  MLOنتايج آناليز بيان ژن :  MLOژن 
محلول پاشي كيتوزان، سطح تظاهر اين ژن به طور قابل 

گياهان تيمار شده با كه  بطوريتوجهي كاهش يافت، 
ميلي گرم در ليتر به ترتيب با ميزان  500و  250زان كيتو
داري  نسبت به زمان كنترل كاهش معني 83/0و  74/0بيان 

همچنين بررسي تغييرات الگوي ). 3شكل (را نشان دادند 
نشان داد بيان اين  پس از آلودگي با بيمارگر MLOبيان ژن 
ساعت پس از آلودگي در گياهان تيمار شده و  12ژن در 

د نسبت به زمان صفر القا گرديد ولي گياهان پيش شاه
گرم در  ميلي 250كيتوزان تيمار شده به خصوص در تيمار

برابري نسبت به گياهان كنترل، تفاوت  42/1كاهش ليتر با 
از سويي ارزيابي ميزان بيان اين . داري را نشان دادندمعني

ساعت پس از آلودگي حاكي از متفاوت بودن  24ژن در 

به . تغييرات در گياهان تيمار شده و كنترل بودروند 
ميلي  500و  250تيمار شده با كيتوزان طوريكه گياهان 

برابري  3/1و  95/0گرم در ليتر به ترتيب با ميزان بيان 
سبت به زمان كنترل به حداقل بيان بعد از آلودگي ن

برابري  8/1با ميزان بيان رسيدند، در حاليكه گياهان كنترل 
را نسبت به سير صعودي از بيان ژن نسبت به زمان صفر 

مقايسه سطح تظاهر . گياهان پيش تيمار شده نشان دادند
ساعت پس از آلودگي حاكي از آن  24اين ژن در بازه 

و  250است كه ميزان بيان در گياهان تيمار شده با كيتوزان 
برابر كمتر از  3/1و  9/1ميلي گرم در ليتر به ترتيب  500

از سويي نتايج الگوي بيان حاكي از . باشد گياهان كنترل مي
هاي زماني  دار سطح بيان اين ژن در تمامي بازه كاهش معني

 500نسبت به تيمار  250در گياهان تيمار شده با كيتوزان 
  .ميلي گرم در ليتر بود

ه باشند ك ميپلاسمايي ء غشاي ها گيرنده ،MLO پروتئين 
فرم وحشي ژن آن تنظيم كننده منفي مرگ سلولي در گياه 

در رقم حساس پس از  MLOآناليز بيان ژن ). 26(مي باشد 
تيمار با سطوح كيتوزان نشان داد كه سطح تظاهر اين ژن 
پس از محلول پاشي به طور قابل توجهي كاهش يافت كه 

القاي اين نتيجه بيانگر تاثير منفي اين القا كننده شيميايي در 
كه پس از اعمال آلودگي با  در حالي. باشدبيان اين ژن مي

سطح بيان ژن در گياهان تيمار شده و كنترل به  Bgtقارچ 
تواند به طور قابل توجهي افزايش يافت كه اين نتيجه مي

دليل درك اوليه گياه از حمله قارچ سفيدك سطحي باشد، 
شده به طور كه ميزان بيان در گياهان پيش تيمار  در حالي

از اين كاهش بيان . داري كمتر از گياهان كنترل بودمعني
شود كه گياهان القا شده همراه با كاهش  چنين تصور مي

را كه مرتبط با فرآيندهاي  H2O2، توليد MLOسطح ژن 
در همان ساعات ) 12(دفاعي و مرگ سلولي در گياه است 

اوليه و اوليه پس از آلودگي جهت مقابله با لوله تندشي 
سپس گياهان تيمار ). 40(كنند  اپرسوريوم قارچ آغاز مي

ساعت پس از آلودگي،  24شده برخلاف گياهان كنترل، در 
در نموده، به طوريكه  MLOاقدام به كاهش سطح بيان ژن 
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تيمار (دار بين دو گروه  اين بازه زماني بيشترين تفاوت معني
نطور كه ذكر هما. از گياهان مشاهده گرديد) شده و كنترل

واكنش دفاعي را سركوب نموده و سبب  MLOشد ژن 
گردد، لذا القاي حساسيت به بيمارگرهاي بيوتروف مي

فقدان و يا كاهش بيان اين ژن، سبب القاي مرگ سلولي، 
در پاسخ  PRهاي تشكيل پاپيلا، پيري زودرس و بيان ژن

ي  كاهش قابل ملاحظهبنابراين، ). 34(گردد  به بيمارگر مي
همزمان با ساعت پس از آلودگي  24در  MLOبيان ژن 

توان بدين را مينفوذ ميخ رخنه و توسعه هاستوريوم قارچ 
توليد  H2O2مطالعات نشان داد كه . صورت توجيه نمود

تواند از سويي در تشكيل پاپيلا و از سويي در شده مي
مرگ سلولي نقش داشته باشد، لذا تلقيح كيتوزان بر روي 

فزايش در جهت ا MLOا القاي كاهش سطح بياني ژن گياه ب
هاي مقاومتي  و پاسخ SARسبب القاي مسير  H2O2ميزان 

مرگ سلولي در محل حمله قارچ شده و بدين ترتيب از و 
نتايج . نمايدگياه در برابر توسعه قارچ بيوتروف حمايت مي

مبني بر كاهش بيان ) 1(حاصله با نتايج آهنگر و همكاران 
در گندم تيمار شده با سالسيليك اسيد تحت  MLOژن 

گزارش ) 45(ژو و همكاران . مطابقت داشت Bgtبيماري 
در خيار سبب حساسيت به بيماري  MLOنمودند كه ژن 

پسينا و همكاران  در حاليكه. سفيدك سطحي شده است
در انگور توانستند  MLOنيز با سركوب نمودن ژن ) 33(

اولين . را كاهش دهند Erysiphe necatorحساسيت به 
در  MLOدر سركوب بيان ژن  گزارش از تاثير كيتوزان

  .باشدمي Bgtگندم آلوده به 

هاي منفي يكي از تنظيم كننده BI-1پروتئين :  BI-1ژن 
كه داراي نقش همه جانبه در پاسخ به مرگ سلولي است 

شواهد بيانگر اين به طوريكه ).  19و  26(باشد  استرس مي
بود كه بيان بالاي اين ژن از مرگ سلولي ايجاد شده توسط 

H2O2  وSA پروتئين ). 23(نمايد نيز جلوگيري ميBI-1 
همچنين در كنار كنترل مرگ سلولي، قادر خواهد بود 

را از بين برده  mloمقاومت غيراختصاصي جو در موتانت 
هاي مختلف قارچ و سبب نفوذپذيري اين گياهان به ايزوله

 BI-1ژن  تجزيه و تحليل بيان). 15(سفيدك سطحي گردند 
 500و  250نشان داد كه گياهان پيش تيمار شده با كيتوزان 

برابري  9/0و 8/0ميلي گرم در ليتر به ترتيب با ميزان بيان 
داري را نسبت به گياه نسبت به زمان صفر كاهش معني

كه نتايج آناليز بيان ژن در حالي). 3شكل (كنترل نشان دادند 
BI-1 ،حاكي از افزايش بيان اين ژن  پس از اعمال آلودگي

همراه با روندي متفاوت در گياهان پيش تيمار شده و 
 12بيان اين ژن در هر دو گروه از گياهان در . كنترل بود

داري ساعت پس از آلودگي القاء گرديد ولي تفاوت معني
در حاليكه . رل مشاهده نشدبا گياهان كنت 500بين كيتوزان 

ميلي گرم در ليتر، با  250گياهان تيمار شده با كيتوزان 
دار را برابري نسبت به گياه كنترل تفاوت معني 3/1كاهش 

 24نهايتأ در ) 250تيمار كيتوزان (اين گياهان . نشان دادند 
برابري نسبت به  07/1ساعت پس از آلودگي با ميزان بيان 

در حاليكه گياهان . رين بيان خود رسيدندزمان صفر به بيشت
را  BI-1تري از ميزان بيان ژن كنترل روند افزايشي سريع

ساعت پس از  24پس از آلودگي نشان داده و در نهايت در 
برابري نسبت به زمان صفر به  47/1آلودگي با ميزان بيان 

بررسي الگوي بيان ژن نشان داد . بيشينه بيان خود رسيدند
در گياهان پيش تيمار شده و  BI-1اوج بيان ژن  كه اگرچه

رخ داده ولي ميزان ) ساعت 24(كنترل در يك بازه زماني 
برابر بيشتر از گياهان پيش  37/1بيان در گياهان كنترل 

 5بود كه اين ميزان افزايش در سطح  250تيمار با كيتوزان 
كه مجددا تفاوت معني  در حالي. باشد دار مي درصد معني

ميلي گرم  500بين گياهان كنترل و تيمار شده با  داري
سپس هر دو . كيتوزان ددر اين بازه زماني مشاهده نشد

ساعت پس از آلودگي روند كاهشي  48گروه از گياهان در 
كه گياهان تيمار شده با  بيان را در پيش گرفتند به طوري

  .  كيتوزان سطوح كمتري از بيان را نشان دادند

-نمونه در BI-1سي روند تغييرات بيان ژن به طور كلي برر

هاي برگي رقم فلات پس از محلول پاشي با كيتوزان 
در ساعات پس از آلودگي حاكي از القا ميزان بيان اين ژن 

داري را  در حاليكه گياهان تيمار شده كاهش معنيبود، 
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مطالعات قبلي نشان داد . نسبت به گياهان شاهد نشان دادند
به عنوان يك تنظيم  MLOممكن است همانند  BI-1كه ژن 

پذير به شرايط اكسايشي كننده منفي مرگ سلولي پاسخ
لذا تصور ).  34(درگير در فرآيند پيري برگ عمل نمايد 

نيز  BI-1فقدان و يا كاهش ژن  ،MLOگردد همانند ژن مي
هاي تواند به دليل ارتباط با مرگ سلولي و القاي پاسخمي

هاي قارچ  قاومت بالاي گياه به ايزولهمقاومتي سبب م
از سويي نتايج مطالعات ايشمن و . سفيدك سطحي گردد

در  HvBI-1نيز نشان داد كه بيان بالاي ژن ) 14(همكاران 
در ديواره سلولي ژنوتيپ  H2O2جو سبب كاهش انفجار 

و حمايت از توسعه هاستوريوم قارچ در گياه  mloمقاوم 
نشان ) 20(هوفن و همكاران در حاليكه هوكل. گرددمي

سبب مرگ سلولي و افزايش  BI-1دادند كه كاهش بيان ژن 
بنابراين . گرددهاي آلوده شده مينواحي نكروزه در محل

كاهش سطح بيان اين ژن در گياهان تيمار شده نسبت به 
هاي زماني مصادف با نفوذ ميخ رخنه گياهان كنترل در بازه

ساعت پس از  24گياه يعني و توسعه هاستوريوم قارچ در 
پيش تيمار كردن تواند بيانگر تاثير مثبت   آلودگي مي

به . ، باشدBgtكيتوزان بر روي برگ گندم حساس به 
تواند در كه كيتوزان از طريق القاي آمادگي مي طوري

بسيار موثر باشد، افزايش پتانسيل مقاومتي در رقم حساس 
بوسيله  Bgtا قارچ لذا اين گياهان پس از اعمال آلودگي ب

و H2O2 سبب افزايش تجمع  ، BI-1كاهش سطح بيان ژن 
هاي مورد حمله شده تا متعاقبأ القاي مرگ سلولي در سلول

از نفوذ و توسعه بيشتر قارچ در سلول ميزبان ممانعت 
به طوري كه مطالعات نشان داد كه بيان بالاي ژن . نمايند
BI-1 گندم سبب متوقف شدن مرگ سلولي گرديد  در

بر اساس بررسي منابع موجود اين اولين گزارش از ). 44(
در گندم آلوده به  BI-1در سركوب بيان ژن تاثير كيتوزان 

) 1(باشد كه با نتايج آهنگر و همكاران مي Bgtبيماري 
در گندم تيمار شده با  BI-1مبني بر كاهش بيان ژن 

تحت  Piriformospora indicaچ سالسيليك اسيد و قار
 . مطابقت دارد Bgtآلودگي با 

گردد كه ر كل بر اساس مطالعات انجام شده پيشنهاد ميد
تواند به عنوان يك واسطه كليدي عمل مي BI-1پروتئين 

هاي مرگ سلولي را در طي كنش تواند واكنشنموده كه مي
مطالعه و  از سويي. ها تنظيم كندبا انواع مختلفي از بيمارگر

تواند به عنوان ماركر مي MLOبررسي اين ژن در كنار ژن 
هاي گندم به مناسبي براي ارزيابي ميزان حساسيت ژنوتيپ
علاوه بر اين  .قارچ سفيدك سطحي مورد استفاده قرار گيرد

هاي مورد بررسي ، منحني ذوب مربوط به ژن4در شكل 
د هيچ شو همانطور كه مشاهده مي. نشان داده شده است

يك اضافي كه حاكي از تكثير غير اختصاصي ژن مورد  نوع
  .شود نظر و وجود آغازگر دايمر باشد ديده نمي

  نتيجه گيريبحث و 
كاربرد خارجي كيتوزان بوسيله القاي مكانيسم مقاومتي 

SAR هاي تيمار شده  هاي دفاعي در بافت سبب القا بيان ژن
نتايج حاصل از اين مطالعه  .گردد با اين فعال كننده مي

ساعت  24پس از  NPR1نشان داد كه سطح بيان ژن دفاعي
داري را نشان داده، در تيمار با كيتوزان افزايش معني

-BIو  MLOكه دو ژن كنترل كننده منفي مرگ سلولي  حالي

. داري را نسبت به گياه كنترل نشان دادند ، كاهش معني1
گياهان پيش تيمار شده  همچنين پس از اعمال آلودگي نيز

  با بيان زود 

داري را نسبت به گياهان كنترل  هنگام خود تفاوت معني
نشان دادند كه اين نتايج بيانگر موثر بودن نقش كيتوزان در 

نتايج اين به طور كلي . باشدهاي مسير مقاومت ميالقاي ژن
بوسيله افزايش كاربرد خارجي كيتوزان بررسي نشان داد كه 

 MLOها،  پروتئين PR، بيان SARدر گياه، القاي  SAسطح 
هاي دفاعي سبب افزايش  و ديگر محصولات ژن ،BI-1و 

  .گردد مقاومت در گياه به بيماري مي

از سويي ميزان بيان ژن هاي دفاعي در گياهان تيمار شده با 
در سطوح بالا و مناسب تري نسبت به گياهان  250كيتوزان 

به نظر .  ميلي گرم در ليتر بود 500تيمار شده با كيتوزان 
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مي سد يكي از دلايل مشاهده اين نتايج اثرات سمي 
ح كيتوزان در غلظت بالا باشد، لذا توصيه مي گردد سطو

بنابراين بر اساس اين مطالعه . بالاي كيتوزان مصرف نگردد
ميلي گرم در ليتر  250در مقاومت به سفيدك كاربرد سطح 

  .كيتوزان توصيه مي گردد

گردد يك همبستگي  از نتايج بدست آمده چنين استنباط مي
و  BI-1و  NPR1 ،MLOهاي بين زمان و فعاليت ژن

با . طحي وجود داردمقاومت يا تحمل به بيماري سفيدك س
هاي مورد  توجه به تغييرات مشاهده شده در الگوي بيان ژن

ها در  شود اين ژن مطالعه و نقش آنها در مقاومت، تصور مي
نقش هاي دفاعي گندم نسبت به بيمارگر  ارتباط با پاسخ

توانند به  ها مي بنابراين اين ژن. نمايند بسيار مهمي را ايفا مي

كانديد، براي مطالعات بيشتر در جهت توليد هاي  عنوان ژن
ها  ارقام مقاومي كه داراي سطح بيان بيشتري از اين ژن

به طور كلي نتايج حاصل از الگوي . باشند، محسوب شوند
بيان ژن، بهبود خصوصيات مرفولوژيكي و شمارش 

هاي رشد يافته بيانگر موثر بودن نقش كيتوزان در  كلني
از سويي با . بود Bgtبه قارچ  القاي مقاومت گندم حساس

در نظر گرفتن مزاياي زيست محيطي كيتوزان و نيز 
هاي فراوان كودهاي شيميايي از نظر اقتصادي و  هزينه
توان  هاي جبران ناپذير زيست محيطي، كيتوزان را ميهزينه

در جهت كاهش خسارت بيماري و كم نمودن آثار سوء 
  .  ده قرار داداستفاده از مواد شيميايي مورد استفا

در گياهان تيمار شده با كيتوزان و گياهان كنترل قيل ) D( BI-1و ) Actin )A ( ،NPR1 )B( ،MLO )Cهاي منحني ذوب ريل تايم براي ژن – 4شكل
باشد كه در واقع تاييدي بر تك محصوله بودن  مشخص مي آناليز مرحله ذوب نشان دهنده وجود تنها يك پيك با دماي ذوب. Bgtو پس از آلودگي با 

  .باشد هاي مورد استفاده مي آغازگر

  نابعم
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هاي  تعامل با قارچ سفيدك سطحي و بررسي امكان القاي ژن
مقاومت پس از تيمار با اسيد سالسيليك و قارچ اندومايكوريز 
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Abstract 

Powdery mildew caused by Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt) is one of the most 
important diseases of wheat that make yield damage annually. In recent years, the use of 
induction elicitors has been widely welcomed. Therefore, in this research in order to 
examine the ability of chitosan as a biotic elicitor, Flat were selected as susceptible 
cultivar to powdery mildew, and the leaves were sprayed with chitosan in the two-leaf 
stage. Then treated plant together control plants were inoculated with Bgt pathogen. All 
stages of the were conducted in 2016 in the genetic laboratory in Gonbad-e Kavouse 
University. Finally, The expression rate of MLO, B-I1 and NPR1 genes was examined 
in using Real Time PCR technique at 4 time courses and in 3 independent replicates. 
Results showed that in both chitosan treated plants and the controls, rate of gene 
expression were increased after infection for all genes, So that, in the first hours after 
inoculation, treated plants showed NPR1 expression more rapidly than control. 
Maximum expression level of this gene was observed at 24 hours after infection. But, in 
treated plants, the expression rate of BI-1 and MLO were less than the control and they 
showed minimum expression at 24 hours after infection. These results indicated these 
genes by decreasing their expression rate in order to increase the level of active oxygen 
species causes induction of cell death in the plant to inhibition of fungal growth and 
development in the early stages after infection. The gene expression rate in plants 
treated with 250 mg/L was more indicative than those treated with chitosan 500 mg/L. 
Overall; results showed that chitosan could induce systemic resistance in susceptible 
wheat against powdery mildew in low concentration.  
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