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  چکيده

  
 در FHBهاي كنترل كننده مقاومت به   پيوسته با ژنESTمبتني بر  يمولکولجهت ايجاد نشانگرهاي 

با  EST، ٢٦٠و  شد مطالعه اطلاعات ي موجود در بانك ها EST ،٨٦٦٠گندم، عملكرد بيولوژيك 

 جفت آغازگر با استفاده از نقاط حفظ شده و غير حفظ ٦٢در مجموع . خاب شدندعملكرد مشخص انت

 ٣F يهاهاي ژنوتيپي و فنوتيپي در نسل  با استفاده از دادهQTL و يوستگيپتجزيه نتايج . شده طراحي شد

 شده ينشانگر طراحک ينشان داد كه ) حساس(فلات ) / مه مقاومين( فرونتانا يها حاصل از تلاقي ٥Fو 

 درصد از تغييرات واريانس سطح زير منحني پيشرفت ٦/٩ قادر است حداکثر NPR1بر اساس ژن 

.  شديابيمکان  A٣ کوتاه كروموزوم ينشانگر روي بازون يا. منفي توجيه كند يشيافزاآلودگي را با اثر 

 در يدگ ساعت پس از آلو٩٦ن ژن در يان اينشان داد ب QRT-PCR با استفاده از روش NPR1تظاهر ژن 

در د نمي توان بر آن ي مبتنيو نشانگر مولکول NPR1ژن ن يبنابرا. ابدي يش مي و فرونتانا افزايونگ شوبا

  . در گندم در نظر گرفته شوندFHBش مقاومت به ي افزايقاتي تحقيبرنامه ها

  
  .NPR1 ،EST ،QRT-PCR بلايت فوزاريومي سنبله، گندم، : کليدييهاواژه

  
  مقدمه

 از موجودات ي ژنوم تعدادي تعيين تواليهاوجود پروژه
 را فراهم نموده اند که باعث ي اطلاعات بسيار زياد،زنده

  تحت عنواني از مطالعات بيولوژيايجاد بخش جديد
امروزه استفاده از تكنيكها .  شده است١يکس ساختاريژنوم

 و cDNA، Real Time PCR جديد مانند يها و فن آوري
 در ي به اطلاعاتي باعث دسترسيديوتگونوکلئيه اليز آراير

کس يژنومها تحت عنوان  عملکرد ژنيمورد چگونگ
هاي اخير تكنولوژي در سال. شده استز ين ٢يعملکرد

 در گياهان عالي به سمت نشانگرهاي DNAنشانگرهاي 

                                                                                     
1 . Structural Genomics  
2  . Functional Genomics 

 رمزهاي لكولي مبتني بر ترانسكريپتوم و ديگر تواليوم
 رهاي عملكرديدر اين ميان نشانگ. كرده است كننده رو

 كه بر مبناي ظهور يك صفت در گياه انتخاب مي ژنوم
 انتخاب به كمك ،شوند در مطالعه تخمين تنوع ژنتيك

 بررسي ژنهاي كانديداي و همسانه سازي بر مبناي ،نشانگر
 و ها و مطالعه فيلوژنتيكيQTL تعيين ،يابيمکان

 ,.Mardi et al) گيرندمي تاكسونوميكي مورد استفاده قرار

2004).   
با توجه به وجود اطلاعات بسيار زياد مربوط به ساختار 

 در حال حاضر ،ي اطلاعاتيبانک ها و عملکرد ژن ها در
 و ي ساختارينشانگرهاباشد که ياين امکان ميسر م

 ينشانگرها ي ژنوم يك موجود زنده بر مبنايعملکرد
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 ي ژنوم ساير موجودات زنده شناسايي و عملکرديساختار
 يابي ژنوم دررديف يهاامروزه با تكميل پروژه. شوند
 فراواني براي مطالعه ساير ١ي هاESTs ، از گياهانيتعداد

  هاي کوتاه ها تواليEST .گياهان فراهم شده است
 Single passيابي  جفت بازي هستند که با توالي٣٠٠‐٢٠٠

شوند و نماي مناسبي از   توليد ميcDNAهاي  همسانه
هاي مختلف تحت در بافتها ژن يافته هاي تظاهر توالي

 و يهاي زيست شرايط طبيعي و يا بعد از اعمال تنش
عملکرد و مکان ژنومي اغلب . آورند  بوجود مييغيرزيست

ESTبا توجه به وجود اطلاعات مربوط . ها ناشناخته است
ها ESTها، امکان تعيين عملکرد به تعداد زيادي از ژن

  .(Peng et al., 2003) وجود دارد
 و ي هاي انتخابEST بر يبا طراحي آغازگرهاي مبتن

 و متحمل/والدين مقاومبين  آنها در يچند شکل يبررس
 ارتباط ،هاي در حال تفرق حاصل از آنها حساس و جمعيت

هاي   و مکان ژنومي آنها بر روي نقشهتحمل/آنها با مقاومت
 يپيوستگي نشانگرها. شوديژنتيک موجود مشخص م

 و ي زيستيهاتنش به تحمل/ ها با مقاومتEST بر يمبتن
 مسيرهاي بيوشيميايي ي موجب افزايش آگاه،يغيرزيست

 و متراکم نمودن تحمل / کنترل کننده مقاومتيهاژن
 شناخته شده يهاQTLکننده  فاصله نشانگرهاي احاطه

توليد نشانگرهاي مبتني بر عملکرد ژن اطلاعات . شوديم
را تکميل SSR  و AFLP مانند DNA يديگر نشانگرها

هاي ژنتيک آشکار  نموده و نواحي کد کننده را نيز در نقشه
   .(Mardi et al., 2004) کند مي

   گندمFHB2 بلايت فوزاريومي سنبله يا
)L. Triticum aestivum (توسط گونه هاي مختلف  كه

  ازي يك،ايجاد مي شود) .Fusarium spp(جنس فوزاريوم 
 باعث ياين بيمار. در ايران است مهم گندم ي هابيماري

كاهش شديد عملكرد، كيفيت دانه و ايجاد سميت در 
 .(Mardi et al., 2004)غذاي انسان و خوراك دام مي شود 

يابي  تاکنون مطالعات مختلفي در زمينه شناسايي و مکان
QTLبه  کنترل کننده٣هاي FHB با استفاده از  در گندم

 Buerstmayr)شده استانجام  ژنوم يساختارنشانگرهاي 
et al., 2002; Buerstmayr et al., 2003; Lin et al., 
2004; Somers et al., 2003; Steiner et al., 2004; 

Waldron et al., 1999) .Mardi et al. (2005)  مهمترين

                                                                                     
1.  Expressed sequence tag sites 
2.  Fusarium head blight  
3. Quantitative trait loci 

QTL هاي كنترل كننده مقاومت به FHB را با استفاده از 
ونگ × فلات  هاي در حال تفرق حاصل از تلاقي جمعيت

 يشناساي DL۲و  BS۳ يهارا روي كروموزوم يشوبا
 و AFLP نشانگر ٢٧٣ با استفاده از QTLتجزيه . نمودند

SSRفلات  در حال تفرق حاصل از يها در جمعيت ×
 AS ۷ وBL ،۱AL ۳ينشان داد كه کروموزومهافرونتانا 

 ي دار را بر واريانس آلودگي و معنيبيشترين اثر منف
 ١١٠ يلکولونتايج تجزيه م. (Mardi et al., 2006)داشتند 
 در حال تفرق حاصل از ي جمعيت هاي بر روSSRنشانگر 
   کروموزومي روQTL نشان داد که يک ٣ي سوما×فلات 

BS۳را با اثر ي آلودگي بيشترين سهم واريانس فنوتيپ 
  .(Mardi et al., 2002)  نمايدي توجيه ميمنف

 از کاربرد يدر گندم گزارشات موفق محدود
 وجود  QTL ژنوم گندم در تجزيهي عملکردينشانگرها

 با استفاده از نقشه يابي فيزيكي Lu et al. (2006). دارد
٥٤ EST 5 گندم بر روي كروموزومBL محدوده ژن Tsn1 

شود  ميPto ToxAندم را كه سبب حساسيت گندم به گ
. دهند مورگان كاهش سانتي٠٨/٠به حدود 

Raedschelders et al. (2004) با ايجاد نشانگر مبتني بر 
PCRاز ژن  XAXI-like موفق به شناسايي اين ژن برروي 

د تحقيق ايجاهدف اين .  در گندم شدندB۳كروموزوم 
بلايت  پيوسته با مقاومت به ESTنشانگر مبتني بر 

  . بود در گندم سنبلهيفوزاريوم
 

  هاواد و رو شم
 ٣:٤Fهاي  جمعيت :يا مزرعهيهاي و ارزيابيموادگياه

در اين تحقيق مورد فرونتانا ×  فلات  حاصل از تلاقي٣:٥Fو 
با وجود خصوصيات مطلوب فلات . استفاده قرار گرفتند

 بسيار FHB زير كشت زياد در ايران به زراعي و سطح
باشند    ميFHB نيمه مقاوم به )از برزيل(فرونتانا حساس و 

(Mardi at el., 2004) .٣:٤ هاي جمعيتF٣:٥  وFهمراه   به
 از آلمان به عنوان شاهد حساس و  رموسوالدين و دو لاين

CM_82036و از چين به عنوان شاهد مقاوم در مزرعه  
.  قرار گرفتندي فنوتيپينوعي مورد ارزيابتحت آلودگي مص

 يبر مبنا AUDPCسطح زير منحني پيشرفت آلودگي يا 
 روز ٢٦ و ٢٢، ١٨، ١٤، ١٠درصد پيشرفت بيماري سنبله 

 & Shanerيافته پس از آلودگي بوسيله فرمول تغيير شكل

Finney (1977)اين ي فنوتيپيهاداده.  شديگير اندازه 
  .  حاصل شدMardi et al. (2006)تحقيق توسط 
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 ي مولکوليهاتجزيه :EST بر ي مبتنيايجاد نشانگرها
 ژانويه ١٤تا تاريخ ( گندم EST ٥٨٠١٥٥با بررسي 

٨٦٦٠ ،)٢٠٠٥، ESTهاي گندم آلوده به  حاصل از سنبله
F. graminearum موجود در NCBI با استفاده و  انتخاب

از . دش يبررس عملکرد بيولوژيک آنها BLASTnاز برنامه 
 انتخاب و پس از تبديل يتوال ٢٦٠ ،EST ٨٦٦٠مجموع 

.  همرديف شدندGenedocافزار  با نرمFASTAبه فرمت 
هاي گندم و ديگر گياهان ها جزء ژنESTبيشتر اين 

 جفت آغازگر از ٦٢ ،١ با استفاده از نرم افزار اليگوتك.بودند
 ها طراحي ESTنقاط حفظ شده و غير حفظ شده در اين 

 جفت آغازگر بر اساس توالي ٤٢ه از اين تعداد، شد ك
هاي از   جفت آغازگر بر اساس توالي ژن٢٠هاي گندم و  ژن

اي هاي زنجيرهواكنش. برنج، جو، ذرت و آرابيدوپسيس بود
 والدين به عنوان الگو و جفت DNAپليمراز با استفاده از 

محصول واكنش پليمراز . پرايمرهاي طراحي شده انجام شد
  .  درصد تفکيک شد٦ژل اکريلاميد روي 

 RNAبه منظور استخراج  :Real Time PCRتجزيه 
هاي نمونه گيري در مرحله پرچم دهي از سنبله در زمان

 ساعت بعد از آلودگي در دو تيمار شاهد ۹۶ و ۴۸، ۲۴، ۰
و آلوده در سه تکرار از دو رقم فلات و فرونتانا و ژنوتيپ 

همچنين .  صورت گرفت بعنوان شاهد مقاوميونگ شوبا
نمونه گيري در همين مرحله از رشد گياه از گلوم، لما و 

 ساعت بعد از آلودگي از هر ۲۴ و ۱۲، ۰پالا در زمان هاي 
نمونه هاي . دو تيمار، در هر دو رقم و سه تکرار انجام شد

 در RNAبعد از انجماد در ازت مايع تا هنگام استخراج 
 با RNAاستخراج . شدند درجه سانتي گراد نگهداري ‐۸۰

 TrizolTM (from Gibco BRL Life Technologies)استفاده از
 از روش RNAبراي تعيين کميت . انجام شد

 RNAجهت تعيين کيفيت . اسپکتروفتومتري استفاده شد
 1X MOPS با بافر% ۳/۱از روش الکتروفورز ژل آگارز 

  . استفاده شد
ک اطلاعاتي هاي موجود در بانبا استفاده از توالي

NCBIهاي  مربوط به ژنNPR1 No.BT009617) (18 وs 

rRNA) No.AY049040 ( يک جفت پرايمر براي هر ژن
 Beacon designer (Primer Biotech)افزار بوسيله نرم

واکنش .  طراحي شدندReal Time PCRبراي واکنش 
Real Time PCRبا استفاده از MyiQTM Single Color 

Real-Time PCR Detection System در حجم واکنش 

                                                                                     
1. Oligotech 

 ®iQTM SYBRدر اين واکنش از .  ميکروليتر انجام شد۲۵

Green Supermix) Bio Rad Cat.# 170-8882 ( استفاده
 از نرم افزار Real-Timeهاي به منظور آناليز داده. شد

 بر اساس مقدار Bio Radطراحي شده توسط شرکت 
threshold cycle (Ct)18 ژن از.  استفاده شدs rRNA براي 

افزار ن از نرميهمچن. ها استفاده شدنرمال کردن داده
SPSSداري اثر زمان آلودگي در  نيز براي بررسي معني

  .  استفاده شدNPR1  ميزان بيان ژن
 چند شکل، نواردر صورت مشاهده  :ي آماريتجزيه ها

) يها(  با استفاده از جفتF3:4 گياه ١٧٠ ي مولکولهيتجز
 ينوارالگوهاي .  انجام شديايجاد کننده چند شکلآغازگر 

  نقشه.  امتيازدهي شدندLander et al.  (1987)طبق روش 
شكل به منظور استفاده آنها در  ي چند ها پيوستگي نشانگر

 MAPMAKER افزار يابي، با استفاده از نرمتجزيه مكان

ver 3.00٥٠ در نظر گرفتن فاصله كمتر از  با 
 ,Utz & Melchinger)انجام شد≤ LOD  ٣ مورگان و سانتي

افزار  اي مركب با استفاده از نرم يابي فاصله  مكان.(1996
PLABQTL ٥/٢ با در نظرگرفتن LOD ≥ يهاو داده 

  . انجام شد٣:٥F  و٣:٤Fهاي   حاصل از جمعيتيامزرعه
  

 نتايج و بحث
 پيوسته با NPR1 بر ژن ي نشانگر مبتنييابايجاد و مکان

   در گندمFHBبه مقاومت 
  ، جفت شدهي جفت آغازگر طراح٦٢از مجموع 
   NPR1  بر اساس ژن شدهيآغازگر طراح

(Non-expressor pathogenesis related protein)ي دارا 
فرونتانا  و نيمه مقاومفلات  بين والدين حساس يچند شکل

 ۱ در شکل ٣:٤F والدين و گياهان ي مولکولهيتجز .بود
  .نشان داده شده است

  
  

  
 تفکيک قطعات تکثير شده حاصل از آغازگر اختصاصي ‐١شکل 

  و ) F(فلات و ) FR(فرونتانا  در والدين NPR1ژن 
   آنهاي حاصل از تلاق٣:٤F  گياه١١
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 موجود يها با استفاده از دادهيوستگيپنتايج تجزيه 
 حاصل از يها در جمعيتSSR و AFLP نشانگر ٢٧٣
جفت که  نشان داد ،(Mardi et al., 2006)فرونتانا ×فلات

 بر روي NPR1 طراحي شده بر اساس ژن يآغازگرها
نتايج تجزيه ). ٢شكل( قرار دارد A٣ كروموزوم بلند يبازو

QTLطراحي شده بر اساس ي نشان داد جفت آغازگرها 
 .Mardi et al  شناسايي شده توسطQTLاين ژن در ناحيه 

 يهاصل مکان و در حد فاSteiner et al.  (2004) و(2006)
ب ي به ترتيبا فاصله مکان Xe87m39_5 و Xgwm720 يژن
 ). ۱جدول(قرار دارد مورگان ي سانت۳ و ۸/۶

 کنترل کننده مقاومت يها ژنيدر ارتباط با مکان ياب
 .تاكنون دو گزارش ارائه شده استفرونتانا  در FHBبه 

Steiner et al. (2004)  و.Mardi et al (2006) 
 بلند ي بازويکنترل کننده مقاومت را رو  QTLمهمترين

نتايج اين تحقيق نشان .  نمودندي شناسايA۳كروموزوم 
دقيقا درون NPR1  شده بر اساس ژن يداد نشانگر طراح

QTL کروموزوم  يرو تعيين شدهA۳ اگرچه . قرار دارد
 در NPR1 شده بر اساس ژن ي نشانگر طراحR2سهم 

 يما اين تأثير منف ناچيز بود، اAUDPCتوجيه واريانس 
 ياين نشانگر علاوه بر متراكم نمودن نقشه لينکاژ. بود

 را NPR1 ژن ي احتمال، نقشيموجود در اين ناحيه ژنوم
.  گندم مشخص نمودFHBدر ايجاد مقاومت به 

Makander et al.) بيان ژن  يبررسبا ) يمکاتبات شخص
NPR1 جدا شده از آرابيدوپسيس در گندم با استفاده از 

 NPR1 ذرت، نشان دادند كه بيان ژن Ubi1اه انداز ر
 FHB باعث افزايش مقاومت به (AtNPR1)آرابيدوپسيس 

 بيان Cao et al. (1998) .شود در گندم ترانسژنيك مي
 آرابيدوپسيس كه NPR1كردند كه سطح بالاي بيان ژن 

يك تنظيم كننده مثبت مسير انتقال سيگنال مقاومت 
شد، باعث افزايش مقاومت به اكتسابي سيستميك مي با

  .پاتوژن هاي باكتريايي و قارچي آرابيدوپسيس مي شود

  
  براي سطح زير منحني پيشرفت آلودگيQTL تجزيه ‐۱جدول 

)AUDPC (اي مركب يابا استفاده از مكان يابي فاصله )CIM( 
  فرونتانا× فلات  حاصل از تلاقي از ۵F  و۳F يدر نسل ها

 لنس  R2 LOD كروموزوم اثر
۲۴۱/۱‐ AL٣ ۶/۵ ۵۶/۲  ۳ F  
۳۷۱/۱‐ AL٣ ۶/۹  ۳۳/۳  ۵ F  

  NPR1پروفيل بيان ژن 

 18s و 28sها عبارتند از  در يوکاريوتrRNAباندهاي 
 بصورت mRNAهاي  است و بين آنها مولکول5sو گاهي 

 و rRNA وجود باندهاي. شوندکشيدگي ديده مي
، نمايانگر يک DNA بدون وجود باندهاي RNAکشيدگي 

 در RNAغالبا محدوده وجود . باشداستخراج موفق مي
همانگونه که در .  را شامل مي شودKb۶روي ژل تا طول 

 ريبوزومي به RNA مشخص شده است، باندهاي ۳شکل 
 RNAن تعداد باندهاي يوضوح قابل مشاهده هستند همچن

ريبوزومي بيش از دو باند است که به دليل وجود 
rRNAبر هاي کلروپلاستي علاوه rRNA هاي هسته اي در 

  .بافت هاي سبز مي با شد
 

 
 مرتبط يمکان ژن مرتبط با ي و گروه لينکاژLODپلات  ‐٢شكل 

  A۳ کروموزوم ي شده روي شناسايNPR1با ژن 
  
  

  
   استخراج شده از گياه گندمRNA ‐۳شکل 

  %۳/۱بر روي ژل آگارز 
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   از NPR1به منظور بررسي تغييرات بيان ژن 
 به RNA استفاده شد و چون از ١سبيسنجي نکميت

توان اي پليمراز نميعنوان الگوي اوليه در واکنش زنجيره
 RNAاستفاده کرد در اولين مرحله طي رونويسي معکوس 

 تک رشته اي در cDNA تبديل شد، سپس cDNAبه 
از آنجا که در روش . واکنش زنجيره اي پليمراز استفاده شد

هاي سازي رونوشت کمي اشتباهات در سنجي نسبيکميت
mRNA به سادگي با هر گونه تغيير در مواد واکنش اتفاق 

هاي هدف مي افتد و باعث تعبير نادرست از الگوي بيان ژن
مي شود، روش مورد قبول براي کم کردن اين اشتباهات و 

ي است که به  اRNAتصحيح تغييرات، تکثير همزمان 
ن ير رود، بدعنوان مرجع داخلي براي نرمال کردن بکا

 به عنوان ژن مرجع استفاده شد 18s rRNAمنظور از ژن 
  .(Kim et al., 2003)) ۲جدول (

 
   شدهي طراحي آغازگرها‐۲جدول 

  نام  يتوال

5'-AAAGGCTGCGTTCAAGGG-3' NPF 
5'-CTTCTTCACCTGTTGCTCATC-3' NPR 
5'-GTGACGGGTGACGGAGAATT-3'  18s F 
5'-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3' 18s R 

 
از آنجايي که در ارزيابي هاي نسبي از راندمان واکنش 
زنجيره اي پليمراز جهت محاسبه نسبت افزايش يا کاهش 
بيان ژن در تيمارهاي مختلف استفاده مي شود و از طرفي 
راندمان تکثير توالي هاي هدف و مرجع به علت تفاوت در 
نواحي اتصال آغازگر، توالي محصول و اندازه محصول 

اکنش زنجيره اي پليمراز متفاوت هستند در اين تحقيق و
) (NPR1از دو منحني استاندارد متفاوت براي توالي هدف 

ر با يراندمان تکث. استفاده شد) 18s rRNA(و توالي مرجع 
  :(QIAGEN, 2005)ر محاسبه شد يفرمول ز

  

2101010 301.0)32.3
1()1(

≈=== −
−−

solopefficiency  
  

م افزار هاي حاصل از اين روش با استفاده از نرداده
iCyclerدر اين نرم افزار گراف هاي .  تجزيه و تحليل شدند

مربوط به هر ژن و منحني ذوب مربوطه به طور جداگانه 
نمونه اي از نمودارهاي حاصله براي ژن . ترسيم مي شود

  . را مي توان مشاهده نمود۴مرجع و ژن هدف در شکل 

                                                                                     
1. Relative Quantification 

 مشخص است کليه تيمارها ۴همانطور که در شکل 
تقريبا يکساني هستند اين نشان مي دهد CT مقدار داراي 

  که بيان ژن مرجع در شرايط آلودگي با قارچ
F. graminearum همچنين . تغييري نداشته است
هاي متفاوتي از ژن مذکور را دارا Ctتيمارهاي مختلف 

هستند که اين امر بيانگر وجود تفاوت در بيان اين ژن در 
  .دزمان هاي مختلف آلودگي مي باش

  

  
 منحني تکثير واکنش زنجيره اي پليمراز براي ژن ‐۴شکل 

  در لما) (NPR1و ژن هدف ) 18s rRNA(مرجع 
  

  ارزيابي اختصاصي بودن آغازگرهاي طراحي شده

-اي با اتصال به دو رشتهSYBR Greenاز آنجايي که 
هايي مثل پرايمر دايمر و ديگر باندهاي غير اختصاصي، 

يج بيشتر از غلظت اصلي برآورد شوند باعث مي شود که نتا
بنابراين براي تأييد اختصاصي عمل نمودن آغازگرها از 

 استفاده Melt Curve Analysis)( آناليز منحني هاي ذوب
 انجام PCRترسيم منحني ذوب پس از اتمام فرايند  .شد
به منظور رسم منحني ذوب درجه حرارت به آرامي . شد

محصولات هاي پايين تماميتدر درجه حرار. افزايش يافت
اي پليمراز به صورت دو رشته اي بوده و واکنش زنجيره
SYBR Green به آنها متصل است، در نتيجه ميزان 

هاي بالا فلورسنت بالا است در حالي که در درجه حرارت
اي پليمراز تغيير طبع داده و به محصولات واکنش زنجيره

يجه کاهش سريعي حالت تک رشته اي در مي آيند، در نت
در اين روش ميزان . در ميزان فلورسنت ايجاد مي شود

گيري فلورسنت همزمان با افزايش درجه حرارت اندازه
در نقطه ذوب . شودشده و در مقابل درجه حرارت پلات مي

)Tm (۵۰ % پيوندهاي هيدروژني درDNA هاي دو رشته اي
  يراز هم جدا شده و ميزان فلورسنت بطور ناگهاني تغي

يک Tm ها نمايانگردر اين منحني هر يک از پيک. يابدمي
بنابراين با . (QIAGEN, 2005) است PCRمحصول 

NPR1 

18s rRNA 

 حد آستانه
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مشاهده تنها يک پيک در آناليز منحني هاي ذوب 
و ژن ) 18s rRNA(مشخص شد که آغازگرهاي ژن مرجع 

محصول اختصاصي را تکثير مي دهند ) NPR1(هدف 
 زنجيره اي پليمراز همچنين محصولات واکنش). ۵شکل (

اين . مورد بازبيني قرار گرفت% ۵/۱بر روي ژل آگارز 
‐۱۹۰آغازگرها بر روي ژل نيز تنها يک باند در محدوده 

  ).۶شکل ( باز ايجاد نمودند ۱۵۰
  

  
و ) 18s rRNA( منحني ذوب آغازگرهاي ژن مرجع ‐۵شکل 

و اختصاصي بودن آنها در روش کميت ) NPR1(ژن هدف 
  در لما يسنجي نسب
  
  

  
 اختصاصي عمل کردن آغازگرهاي طراحي شده براي ‐۶شکل 

 %۵/۱روي ژل آگارز  روش کميت سنجي نسبي
  

  Relative Quantification-PCRنتايج آزمون 

  CT  بعد از اينکهNPR1براي بررسي تغييرات بيان ژن 

 مشخص شد، بوسيله نرم افزار iCyclerها با نرم افزار داده
 بر اساس مقدار Bio Radتوسط شرکت طراحي شده 

threshold cycle (Ct)ر ي و راندمان تکثير طبق فرمول ز
ميزان افزايش يا کاهش بيان ژن هدف محاسبه گرديد 

(Yuan et al., 2006).  
  

)(
.

)(
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.
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=  

  
هاي بدست آمده از نرم افزار طراحي شده توسط نسبت

 به منظور بررسي معني داري اثر زمان Bio Radشرکت 
 در غالب طرح کاملا NPR1آلودگي در ميزان بيان ژن 

آزمون نرمال بودن . ه شدنديتجزSPSS تصادفي با نرم افزار 
 صورت Minitabواريانس خطاي آزمايشي توسط نرم افزار 

گرفت و در مواردي که خطاي آزمايشي نرمال نبود تبديل 
ه ميانگين داده ها با آزمون مقايس. داده صورت گرفت

نتايج حاصله در . صورت گرفت% ۵دانکن در سطح احتمال 
  ).۷شکل (نمودارهاي زير نشان داده شده است 

 در پالا NPR1ميزان تظاهر ژن ) حساس(در رقم فلات 
در اولين زمان نسبت به تيمار شاهد افزايش داشته است و 

شته و در  افزايش داياين افزايش با گذشت زمان آلودگ
 برابر نسبت به ۵۲/۷( به بالاترين ميزان خود ۲۴زمان 
 و ۱۲تظاهر اين ژن در زمان هاي . رسيده است) کنترل

 افزايش معني داري نسبت به اولين زمان نشان داده ۲۴
چنين روند صعودي در رقم فلات در گلوم نيز . است

مشاهده شده است با اين تفاوت که در اولين زمان بيان ژن 
NPR1 نسبت به تيمار شاهد کاهش يافته است ولي در 

هاي بعد افزايش نسبت به تيمار شاهد و اولين زمان زمان
در لما افزايش تظاهر ژن نسبت به . مشاهده گرديده است

 نشان داده شده ۲۴تيمار شاهد در اولين زمان و زمان 
.  کاهش تظاهر ژن ديده شده است۱۲است، ولي در زمان 

 نسبت به تيمار شاهد، ۲۴ش در زمان با وجود افزاي
در . بيشترين ميزان تظاهر ژن در اولين زمان بوده است

نمونه هاي سنبله رقم فلات، ميزان تظاهر ژن روند 
 ۹۶اما در زمان .  نشان داده است۴۸افزايشي تا زمان 

 ميزان تظاهر ۴۸ نسبت به زمان يساعت پس از آلودگ
 برابر نسبت ۲۸۸/۰(بطور معني داري کاهش يافته است 

  ).به تيمار شاهد
پ مقاوم ونگ شوباي ميزان تظاهر ژن در يدر ژنوت

 برابري نسبت به تيمار ۰۷۸/۲اولين زمان در لما افزايش 
کنترل نشان داده است ولي در همين زمان در پالا و گلوم 

18s 
rRNA 

NPR1

18S 
rRNA

NPR1 
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در زمان هاي بعدي تغييري در . کاهش ديده شده است
 در نمونه هاي سنبله .ميزان بيان ژن مشاهده نشده است

اما . پ ونگ شوباي کاهش بيان ژن ديده شده استيژنوت
در .  افزايش ديده شد۴۸ نسبت به زمان ۹۶در زمان 

  .مجموع اين تغييرات معني دار نبوده است
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 در NPR1تظاهر نسبي تظاهر ژن ن يانگيم مقايسه ‐٧ شکل

  )مقاوم(بايو ونگ شو) نيمه مقاوم(، فرونتانا)حساس(ارقام فلات
  

نيمه ( در رقم فرونتانا NPR1بالاترين ميزان بيان ژن 
  به) ۲۴ و ۱۲، ۰(در اولين ساعات آلودگي ) مقاوم

 F. graminearum )۱۱/۴ برابر نسبت به تيمار ۴۰۹/۲ و 
در سنبله تظاهر ژن تغيير . بوده است) شاهد در لما و پالا

اي پ ونگ شوبياما مانند ژنوت. داري نکرده استمعني
  . بوده است۹۶بيشترين ميزان بيان ژن مربوط به زمان 

تر در رقم حساس فلات هاي پاييندر مجموع در زمان
.  مشاهده شده استNPR1روند افزايشي در بيان ژن 

بطوريکه در زمان هاي پايين معمولا بيشترين ميزان بيان 
در ارقام مقاوم . ژن مربوط به رقم حساس فلات بوده است

ن زمانها يا روند کاهشي مشاهده شده ياوم در همو نيمه مق
 مشاهده NPR1است و يا تغييري در ميزان تظاهر ژن 

  کاملا۹۶ًاين تفاوت در بيان ژن در زمان . نشده است
هاي پايين عکس شده است بطوريکه فلات که در زمان

زان را ي را داشته است، کمترين مNPR1 بيشترين بيان ژن 
شوباي و فرونتانا بيشترين ميزان داشته است و در ونگ 

 مقاومت به ينتايج پروفيل بيان ژن کانديدا. بوده است
FHB) NPR1 ( در والدين حساس، نيمه مقاوم و مقاوم

 مربوط به Golkari et al. (2007)مشابه نتايج مطالعات 
  هاي القاء يافته توسط از ژنيتجزيه ريزآرايه با تعداد

F. graminearumدر اين تحقيق الگوي .  در گندم بود
هايي که از لحاظ بيولوژيکي به يکديگر بيان ژن براي ارگان

مطالعات ما نشان داد . تر بودتشابه بيشتري دارند، نزديک
 در گلوم و پالا بيشترين تشابه NPR1که الگوي تظاهر ژن 

 گزارش نمودند Golkari et al. (2007). را به يکديگر دارند
الگوي بيان ژن هاي القاء يافته بين بيشترين همبستگي در 

  . باشديگلوم و پالا م
NPR1مقاومت بهي ژن کانديدا  FHB در گندم   

 سيستميک که تحت تأثير عوامل ي دفاعيهاپاسخ
 يشوند، شامل مقاومت اکتسابي تحريک ميبيولوژيک

  . باشند مييمقاومت سيستميک القائو سيستميک 
 انتقال يمسيرها از ي توسط شبکه اي دفاعيهاپاسخ

در .  شونديسيگنال که با هم مرتبط هستند کنترل م
، )SA( ساليسيليک اسيد يها هورمون هاايجاد اين پاسخ

   را ايفاء يو اتيلن نقش اصل) JA(جاسمونيک اسيد 
 SAانتقال سيگنال . (Manosalva et al., 2000) کننديم

 NPR1 نياز به عمل ١PR يها فعال کردن بيان ژنيبرا
و  SA  موجب افزايش ميزانگياهحمله پاتوژن به  .دارد

 آب اكسيژنه  مانند اکسيژن فعاليتوليد سريع واسطه ها
 اين ترکيبات که به طور بالقوه يسازي خنثيبرا. شوديم

 شوند و از يفعال م ROI ي هستند، حذف کننده هايسم

                                                                                     
1 . Pathogenesis related protein 
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   بوجود يکننده در سلول گياه اين طريق شرايط احيا
، SAدر اثر افزايش ميزان . (Despres et al., 2003) آيديم

با تغيير شكل اليگومري به مونومري به  NPR1پروتئين 
   به عنوان يک NPR1. شوديدرون هسته منتقل م

 DNAطورمستقيم به ب PR يهاکننده بيان ژنتعديل
 نشان داده ي مخمر دو هيبريديآناليزها. شوديمتصل نم
 يا ي رونوشت برداريها از طريق فاکتورNPR1 است که

TGAsيها ژنيساز که در فعال PR نقش دارند عمل 
 ي براNPR1  با واسطهDNA به TGAs اتصال  وکنديم

 اين کار را از طريق  و استي ضرورPR ي ژن هايسازفعال
 در محل DNA به TGAsافزايش قابليت اتصال 

  دهدي انجام مSAدهنده به  واکنشيپروموتورها
(Zhou et al., 2000) . بنابراين تغييرات اکسيداسيون و

عامل  به عنوان يك SA سلول در نتيجه تجمع ياحياي
شود ي مSAR در NPR1منجر به فعال شدن  يکليد

  .(Despres et al., 2000; Despres et al., 2003) )٨ شکل(
 اي از فاکتورهاي خانوادهWRKY هايپروتئين

ل سيگنال دفاعي باشند که در مسير انتقارونويسي مي

 يابندنقش دارند و بلافاصله بعد از حمله پاتوژن القاء مي

(Eulgem et al., 2000)هاي چسبنده  اين گروه از پروتئين
هاي مرتبط به واقع در پروموتر ژن w-box به DNAبه 

 شوندهاي دفاعي متصل شده و باعث بيان ژن ميواکنش
(Golkari et al., 2007) . ژن کانديدNPR1 در پروموتر 

 با WRKYهاي  دارد که پروتئينwخود چندين جعبه 
 گردند ميNPR1 اتصال به اين جعبه باعث بيان ژن 

(Singh et al., 2002; Yu et al., 2001).   
کند که با  پروتئيني را کد ميNPR1همچنين ژن 

 از خانواده فاکتورهاي TGA هاياتصال به پروتئين
 منجر به PRهاي روموتر ژنرونوشت برداري واقع در پ

  ها در شرايط تيمار با قارچفعال شدن اين ژن
F. graminearumشود  مي(Despres et al., 2000; 

Despres et al., 2003; Zhou et al., 2000) و فعاليت 
  اوليه اين ژن براي شروع نسخه برداري و فعال شدن

 قاءبنابراين حمله پاتوژن باعث ال.  لازم استPRهاي ژن
  .گردد ميNPR1 و القاء پروتئين WRKYهاي پروتئين

  
  

  
  

  
   در بيان ژنهاي مقاومتTGA و فاكتورهاي رونويسي NPR1 نقش ‐٨شكل 

  



 ۱۹۵  ... پيوسته با ESTايجاد نشانگرهاي مولکولي مبتني بر : حسيني و همکاران  

از اين رو در رقم حساس، بعد از حمله پاتوژن براي 
يابد ولي  بيان اين ژن افزايش ميPRفعال شدن ژن هاي 

دوره تنش سطح تظاهر اين ژن در رقم حساس در اواخر 
کند که همين امر مي تواند کاهش معني داري پيدا مي

در ارقام .  شودFHBمنجر به حساسيت اين رقم به بيماري 
احتمالا  (ي در اوايل دوره تنش به دليلFHBمقاوم به 

نيازي به )  مقاومت در گياهيهابدليل وجود مکانيزم
ن افزايش بيان اين ژن نيست، در ادامه تنش افزايش بيان ژ

از اين رو .  را مي طلبدNPR1، افزايش بيان ژن PRهاي 
هاي مقاومت به گياه با افزايش بيان اين ژن باعث القاء ژن

با بررسي نتايج الگوي تظاهر اين ژن در . شودبيماري مي
هاي بيشتر مي توان با اطمينان بيشتري ارگان ها و زمان

  بيماري   به  مقاومت  القاء  در کانديد  ژن  آن را به عنوان

FHB زيرا سطح تظاهر ژن در روزهاي پاياني . معرفي نمود
 نسبت به FHB تنش افزايش بيشتري در لاين مقاوم به

نتايج . نشان داده است) فلات(رقم حساس به اين بيماري 
 ي مبتيو نشانگر مولکول NPR1ژن ق نشان داد ياين تحق

جاد ي اي برايقاتي تحقيدر پروژه هاند نمي توان ژن يبر ا
 سنبله در گندم مورد استفاده يمقاومت به بلايت فوزاريوم

  .رنديقرار گ
  

  يسپاسگزار
 پژوهشکده ق توسطيتحق نيا يهانهيهز هيکل

ن شده ي تاميکشاورز  وزارت جهادي کشاورزيوتکنولوژيب
  . گرددي ميله تشکر و قدردانينوسياست که بد
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