
 

 
 فرنگي پارازيت شده با گل جاليز در گوجه CYP1و  SUT1، Chi3 هاي  مطالعه بيان ژن

(Orobanche aegyptica)   
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  چکيده

 متصل شده توتون و ،خيار ،آفتابگردان ،نگلي مطلق بوده كه به ريشه بسياري از گياهان زراعي مهم همچون گوجه فرنگيگياه ا) Orobanche spp( گل جاليز
هاي متعددي بـراي كنتـرل گـل     روشتاكنون . شود آفريقا و آسيا مي ،و باعث كاهش قابل توجهي در عملكرد گياه زراعي به ويژه در مناطق گرم و خشك همچون اروپا

ن گياه درك بهتر نحوه واكنش گياه ميزبان و همچنين مكانيسم مولكولي مقاومت به اي. كنند ها گران بوده و موثر عمل نمي اين روشعموماً اما  تفاده شده است،اسجاليز 
و سيسـتئين  ) Chi3(هـاي كيتينـاز   در اين مطالعه بررسي بيـان دو ژن كدكننـده آنـزيم   . رسد نظر ميتر جهت كنترل آن ضروري بههاي به انگل به منظور يافتن روش

فرنگي به آلودگي با گل جاليز، در دو ژنوتيپ متحمل و حسـاس  ، در واكنش گياه گوجه)SUT1(، و همچنين يك ژن كدكننده انتقال دهنده ساكارز )CYP1(پروتئيناز 
دهنده ساكارز و همچنين آنزيم بيان انتقال . بيان را نشان دادندايش هر سه ژن در ساعات اوليه پس از آلودگي افز. انجام شد Real time PCRبا استفاده از تكنيك 

هـا در دو ژنوتيـپ   بيـان ژن  ةنحـو . دار داشته اما در مورد آنزيم كيتيناز اين تفاوت مشاهده نشـد  معنيسيستئين پروتئيناز در هنگام تنش در دو ژنوتيپ با يكديگر تفاوت 
تـري بـه علائـم    فرنگي از همان ساعات اوليه پس از آلودگي شروع شده و رقم متحمل پاسخ دفـاعي سـريع  ي گياه گوجههاي دفاعحساس و مقاوم نشان داد كه فعاليت

فـوذ گـل   ، يكي از ابزارهاي دفاعي زودهنگام گياهـان در جلـوگيري از ن  )پروتئينازها(هاي تجزيه كننده پروتئين همچنين احتمالاً آنزيم. دهدمنتقل شده از گياه انگل مي
  . باشديز به ريشه ميجال
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  1مقدمه

تـرين   يكي از مهم) Lycopersicum esculentum(فرنگي گوجه
و مواد  A ويتامينغني از باشد كه مي Solanaceaeخانواده  هايگونه

هكتـار   146985طح زيـر كشـت   ران داراي س، و در ايباشد ميمعدني 
  .)17( باشد مي

يكــي از مشــكلات عمــده در كشــت گوجــه فرنگــي گــل جــاليز 
)Orobanche aegyptica (گل جاليز انگل اجبـاري ريشـه   . باشدمي

خصوص گياهان تيـره بقـولات، چتريـان، كـدوئيان و     گياهان دولپه به
و مواد غـذايي از  كاسني است و به دليل نداشتن كلروفيل با جذب آب 

ميزبان سبب كاهش رشد و عملكرد، پژمردگي و در نهايـت مـرگ آن   
جاليز براساس ميزان آلودگي بين صـفر تـا   ميزان خسارت گل. شودمي

هاي مختلفي براي كنتـرل ايـن علـف    راه). 14(باشد نابودي كامل مي
، بيولـوژيكي و شـيميايي توصـيه    هرز انگل، از جمله؛ مكانيكي، زراعي
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طور كامل موجـب   هها داراي محدوديت بوده و باست، اما همه آن شده
فرنگـي بـراي ايجـاد مقاومـت     بنابراين اصلاح گوجه. اندموفقيت نشده

تـرين و پايـدارترين   ترين، عمليژنتيكي به عنوان مؤثرترين، اقتصادي
هاي مختلفي جهت پيشگيري و ايجاد مكانيسم). 5(روش مدنظر است 
است كـه از  گل جاليز در گياهان ميزبان شناخته شدهمقاومت در مقابل 

جاليز از زني بذر گلتوان به عدم ترشح مواد محرك جوانهآن جمله مي
هـاي  يكي ديگـر از مكانيسـم  . )1( سوي ريشه گياه ميزبان اشاره كرد

هاي ميزبان براي جلوگيري از اتصال يا رخنـه  شدن بافتدفاعي بلوكه
اسـت   تحقيقات مختلفي نشـان داده  .)18( تگياه پارازيت به ريشه اس

شـود و ارقـام   هايي مبادلـه مـي  كه قبل از اتصال، بين دو گياه سيگنال
هايي را نشان ها، تفاوتژن مقاوم قبل از نفوذ يا رخنه در بيان برخي از

اطلاع از مكانيسم مولكولي اثر متقابل بين گياه ميزبـان و  ). 2(اند  داده
ف اصلاحي ضروري بـوده و بـه دليـل وجـود     انگل جهت پيشبرد اهدا

انفعال  و ها در زمان فعلتغييرات بيان ژن هاي زياد در موردمحدوديت
بين گياه انگـل و ميزبـان، اطلاعـات بسـيار كمـي در ايـن زمينـه در        

هــايي كــه شناســايي و متعاقــب آن توصــيف ژن ).4(دســترس اســت 
ي رابطه انگلي در ميزبان در زمان برقرار غيرصورت متصاً و يا بهاختصا

  . شوند اولين قدم در درك اين مكانيسم پيچيده استبيان مي
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هـاي بيـان شـده در    تاكنون مطالعات كمي در زمينـه بررسـي ژن  
از آن جملـه  . هنگام مواجهه گياه ميزبان با گل جاليز انجام گرفته است

هاي مسـيرهاي دفـاعي در آرابيدوپسـيس    ژن بيان ةتوان به مطالعمي
 ـ مواجهه با گل جاليز مصري تاليانا در ) Orobanche aegyptica( هب

اشـاره نمـود كـه گـزارش     ) 18(توسط ويرا دوس سانتوس و همكاران 
هـاي  ژن .ها در گياه ميزبان افـزايش داشـته اسـت   كردند بيان اين ژن

تـاتيون ترانسـفراز از   انتخاب شده از اين مسيرها در ايـن آزمـايش گلو  
-4هـاي اكسـيداتيو، فنيـل آلانـين آمونيوليـاز و سـيناميت      مسير تنش

هيدركسيلاز از مسير پروپانوئيد، ليپوكسيژناز و الـن اكسـيداز از مسـير    
كربوكسيلاز سـنتاز از مسـير اتـيلن و     1 جاسمونات، آمينوسيكلوپروپان

. وئيد بودنـد ردوكتاز از مسير ايزوپرون CoAهيدروكسي متيل گلوتاريل 
 O. cumanaشـده توسـط   هاي آفتـابگردان آلـوده  در مطالعه بيان ژن

معلوم شد كه مسير فنيل پروپانوئيد كه باعث سـنتز اسيدساليسـيليك،   
در  .اســتالقــا گرديــده ،شــودفيتوالكســين، كومــارين يــا ليگنــين مــي

بــر روي گيــاه يونجــه ) 3(اي توســط كســتيلجو و همكــاران  مطالعــه
در پاسخ بـه گيـاه انگـل، افـزايش بيـان پيـدا        Chi3 مشخص شد كه

ــي ــد م ــه. كن ــين در مطالع ــاز در  همچن ــه كيتين ــد ك اي مشــخص ش
افزايش بيان پيـدا كـرده    O. ramosaآرابيدوپسيس نيز در مواجهه با 

 )Chi3( مطالعه پروتئوم نخود نيز نشان داد كه ژن كيتينـاز  .)18( است
م مقاوم افزايش بيان پيـدا  جاليز در محيط در ارقا در شرايط حضور گل

صورت متفاوتي تنظيم شـوند و  توانند بهها همچنين مي آن). 2(كند  مي
هـا   مقاومت به بيمـاري . كنند هاي متفاوتي ايفا ميبه احتمال زياد نقش

هـاي دفـاعي را   شـدن تركيبـاتي كـه واكـنش     فعـال  از طريقتواند  مي
  ).15(دهد القا شود افزايش مي
سـوكروز انجـام گرفتـه و     دهنـده برروي انتقالنين مطالعاتي همچ

در . القاي بيان آن در مراحل اوليـه آلـودگي مشـخص گرديـده اسـت     
ترانسـكريپتوم  ) 18(اي توسط ويرا دوس سانتوس و همكـاران  مطالعه

در اين آزمايش مشخص شـد كـه   . گياه نخود مورد بررسي قرار گرفت
. اسـت بتـي يافتـه  القـاي بيـان مث   ،در مراحل اوليه آلودگي SUC1ژن 

هاي دخيـل  همچنين در مطالعه پروتئوم گياه يونجه، بر القاي بيان ژن
همچنـين  ). 2(در مسيرهاي گليكوليتيك و كليكونئوژنيك تأكيـد شـد   

برروي نخود نيـز افـزايش    همين محقق و همكارانش )1(سال  ةمطالع
  .جاليز در گياه نخود مشاهده گرديددر پاسخ به گل SUC1بيان 

 O. cumanaالعه پروتئوم گياه يونجه در مقابل آلـودگي بـا   در مط
هــاي ذكرشــده در مطالعــات پيشــين، ژن عــلاوه بــر القــاي بيــان ژن

هـاي تغييـر بيـان    اي از ژنبه عنوان گزينه) CYP(سيستئين پروتئيناز 
بر روي نخـود  ) 3و  1(گزارش كستيلجو و همكاران . يافته معرفي شد

  . كيد داشتنيز بر اهميت پروتئازها تأ
فرنگي در هدف اصلي اين آزمايش مطالعه بيان ژن دو گونه گوجه

 Chi3هـا شـامل ژن   ايـن ژن . بـود  O. aegypticaهاي حضور جوانه
كدكننده آنزيم ( CYP1هاي دفاعي، ژن از ژن) كدكننده آنزيم كيتيناز(

كدكننـده  ( SUT1از خانواده پروتئازها و همچنـين  ) سيستئين پروتئيناز
هـاي   و افزايش بيـان را در زمـان   بودند) دهنده سوكروزين انتقالپروتئ

بـه  . پس از آلودگي و قبل از اتصال گياه پارازيت به ميزبان نشان دادند
همين منظور در اين مطالعه تمركز بر تغيير در بيـان سـه ژن كيتينـاز،    

فرنگـي   روز ترانسـفراز در دو ژنوتيـپ گوجـه   سيستئين پروتئـاز و سـوك  
حمل به گل جاليز مصري در مراحل اوليه آلودگي و قبـل  حساس و مت

 . از اتصال انجام گرفت
  

  ها مواد و روش
  مواد گياهي و آزمون آلودگي

 S. pimpinelifoliumهـاي مـورد بررسـي شـامل گونـه      ژنوتيپ

acc:Loo134 ل بنــا بــر گــزارش كرمــاني و بــه عنــوان رقــم متحمــ
يكي سبزيجات از تايوان از مركز جهاني بذر و ذخاير ژنت) 17( همكاران

)AVRDC1(  وS. lycopersicum acc: eo111   به عنوان ژنوتيـپ
  بــذر گــل جــاليز گونــه. حســاس از شــركت فــلات ايــران تهيــه شــد

 O. aegyptica     آوري گرديـد و بعـد از   از مـزارع آلـوده مشـهد جمـع
توسط هرباريوم پژوهشكده علوم گيـاهي دانشـگاه فردوسـي     شناسايي

  . كار برده شدات بهدر آزمايشمشهد 
بـه مـدت يـك دقيقـه،      درصد 70فرنگي ابتدا در اتانول بذر گوجه

 20به مدت  20توئين  درصد 1/0حاوي  درصد 5/1هيپوكلريت سديم 
 .دقيقه، ضدغفوني شده و با آب مقطر استريل چنـدبار آبشـويي شـدند   

هاي حاوي يك لايه كاغـذ صـافي مرطـوب    سپس درون پتري ديش
هـاي  بـه ارلـن  برگـي   5در مرحلـه  دار گرديدند و سپس استريل جوانه

گـرم در ليتـر    30همراه مايع فاقد هورمون به MSحاوي محيط كشت 
درجـه   25گياهان در شـرايط تـاريكي و دمـاي    . سوكروز انتقال يافتند

  . دور در دقيقه نگهداري شدند 90گراد برروي شيكر و با سانتي
 5ل كاربندازيم ايپروديون بذرهاي گل جاليز مصري ابتدا در محلو

ساعت تيمـار شـده و    24به مدت  20توئين  درصد 1/0در هزار حاوي 
 5به مـدت دو دقيقـه، هيپوكلريـت سـديم      درصد 70سپس در اتانول 

دقيقه، ضدعفوني شـده   20به مدت  20توئين درصد 1/0حاوي  درصد
ــا   ــد ب ــتريل چن ــر اس ــا آب مقط ــدندو ب ــيش. ر آبشــويي ش ــه پ  مرحل

هاي حاوي كاغـذ صـافي مرطـوب    بذور در پتري ديش 2يساز شايسته
و تـاريكي  گـراد   درجـه سـانتي   25مدت يك هفته در دماي استريل به

سپس بـذور گـل جـاليز بـه كمـك هورمـون مصـنوعي        . انجام گرفت
طور دوستانه از دكتـر باوميسـتر در   كه به) GR24(زني القاكننده جوانه

 ـ پـي ( 5  غلظت هلند دريافت شده بود، با دار شـدند و بـه   جوانـه  )ام يپ
انتقـال  ) برگـي  5در مرحلـه  (روز  30هاي حاوي گياهان بـا عمـر  ارلن

                                                            
1- The World Vegetable Center, TAIWAN 
2 - preconditioning 
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و  24، 16، 2هـاي  هاي گياهان پس از همكشتي در زمانريشه. يافتند
ساعت پس از آلودگي برداشت شدند و پس از شستشو  بـه فريـزر    48
 ـ (گيـري  براي هر سطح از انـدازه . منتقل گرديدند -80 س از سـاعت پ

  .شدتكرار غيرآلوده در نظر گرفته 3تكرار آلوده و  3) آلودگي
 RNA     كل به روش ترايزول بـا اسـتفاده از كيـتRnx plus   از

اسـتخراج   RNAشركت سيناكلون استخراج شـد و كميـت و كيفيـت    
شده به وسيله دستگاه اسپكتروفوتومتر نانودراپ و همچنين ژل آگـارز  

 . گرفتمورد ارزيابي قرار  درصد 1
  

  بررسي الگوي بيان ژن
ــان ژن  ــوي بيـ ــاي الگـ ــه  CYP1و  SUT1 ،Chi3هـ در ريشـ

ــرار گرفــت   گوجــه ــابي ق ــورد ارزي ــه رويشــي م ژن . فرنگــي در مرحل
Elongation factor 1α برده بـه  هاي نامدار، و ژنبه عنوان ژن خانه

. هاي هدف دخيل در تحمل بـه گـل جـاليز انتخـاب شـدند     عنوان ژن
 Primerگيـري از برنامـه  ازگرهاي اختصاصي با بهرهطراحي جفت آغ

primier vr 5  1جدول(صورت گرفت .(RNA    استخراج شـده جهـت
سـاخت   DNaseIژنـومي بـا آنـزيم     DNAاطمينان كامـل از حـذف   
هـاي مختلـف   سازي غلظتپس از همسان. شركت فرمنتاس تيمار شد

RNA  واكنش سـنتز ،cDNA       بـا اسـتفاده از كيـت  سـاخت شـركت
 BioRadها با استفاده از دستگاه الگوي بيان ژن. نتاز انجام گرفتفرم

Realtime PCR   ــان ژن ــزان بي ــد و مي  Efficiency(بررســي ش

adjusted Ct (هـا  در اين روش ميـزان بيـان ژن   . محاسبه گرديد
با بيـان ثابـت نرمـال شـده، سـپس      ) دار ژن خانه( Ef1αبراساس ژن 

) شـاهد ( Eo111ها نسـبت بـه رقـم    ميزان تغييرات ژن در همه تيمار
 .سنجيده شد

  
  آناليزهاي آماري

ها و مقايسه ميانگين سـطوح مختلـف و نتـايج    آناليز واريانس داده
اي با اسـتفاده از آزمـون چنـد دامنـه     Realtime PCRبدست آمده از 

انجـام   SASبا اسـتفاده از نـرم افـزار     درصد 5دانكن در سطح خطاي 
 .شد

  
  و بحث نتايج

زنـي  ام پـس از جوانـه  فرنگي در روز سيسازي گياهان گوجهآلوده
جايي كه ابزار دقيقي جهـت بدسـت آوردن زمـان    از آن. صورت گرفت

جاليز به ريشه گياه ميزبان وجـود نـدارد زمـان دقيقـي     دقيق رخنه گل
تـوان بيـان    وان ذكر كرد اما بصورت تقريبي مـي تبراي اين اتفاق نمي

. زي، رخنه صورت گرفـت سا وز از آلودهر 7-10كه پس از گذشت كرد 
  .جاليز به ريشه ميزبان استاتصال بذور گل ةدهند نمايش 1شكل 
  

  
مشخص  ههاي آلوده شده توسط گل جاليز، محدودريشه - 1شكل

  ناحيه رخنه است ةشده با فلش نشان دهند
  

نشان دهنده وجود تنهـا   حياتيهاي هدف و آناليز مرحله ذوب ژن
با دماي ذوب مشخص بود كه در واقع تاييدي بر تـك   يك نقطه پيك

همچنين جهت اطمينـان  . محصوله بودن آغازگرهاي مورد استفاده بود
ژن بـا   4هـر  1هاي مربوط به تكثيـر از تكثير با كيفيت مناسب، منحني

  . رسم گرديد Bio Radاستفاده از سيستم ترموسايكلر 
نمـودار   cDNAهـاي مختلـف   مربوط به رقت Ctپس از محاسبه 

استاندارد رسم گرديد و پس از محاسبه شيب مشخص شد كه تمـامي  
  ).2شكل(باشند آغازگرها داراي بازدهي قابل قبول مي

  

  
در دو  CYP1و  SUT1 ،Chi3ي هامقايسه بيان نسبي ژن - 2شكل

 هاي داراي حرف يا حروف ستون(ژنوتيپ مورد آزمايش در شرايط كنترل 
 ). P < 0.05داري ندارند  وت معنيمشترك از لحاظ آماري تفا

  

ها در شرايطي كه به گياه تـنش وارد نشـده   ميزان نسبي بيان ژن
در حالـت  . گيري و دو ژنوتيپ با يكـديگر مقايسـه گرديدنـد   بود اندازه

داري بـا هـم   اختلاف معني SUT1بدون تنش دو ژنوتيپ فقط در ژن 
  ).3كلش(نشان دادند و در دو ژن ديگر تفاوتي مشاهده نشد 

                                                            
1- Amplification curve 
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شـود اثـر متقابـل بـين     مشـاهده مـي   4طور كـه در شـكل    همان
در  CYP1و  SUT1هاي گيري و ژنوتيپ در مورد ژنهاي اندازه زمان

اين  Chi3ولي در مورد ژن . داري نشان دادندتفاوت معني 05/0سطح 
  . دار نبود تفاوت معني
ه ن روش اجازويترو رشد داده شد كه ايفرنگي در شرايط اينگوجه

 ـ  دهد آلودگي با گلمي صـورت گـام بـه گـام انجـام شـود و        هجـاليز ب
. وجود نيايـد  هها بمشكلاتي از جمله پيچيدگي و يا زخم بافت در ريشه

دفـاعي صـرفاً   هـاي  اين روش كشت در شرايط استريل بوده و پاسـخ 
جـاليز اسـت و احتمـال آلـودگي باكتريـايي و       مربوط به پاسخ به گـل 

  . قارچي وجود ندارد
هـايي بـين دو گيـاه    آزمايشات گذشته ثابت كرده بود كه سـيگنال 

و باعـث تغييـرات    شـده ميزبان و مهاجم قبل از اتصال به هم منتقـل  
در آزمايشي كـه توسـط   . شودهاي گياه ميزبان ميمختلفي در بيان ژن

هــا در كشــت انجــام شــد، آنــاليز بيــان ژن) 12(كــاران لجئــون و هم
هـا تحـت   سوسپانسيون سلولي انجام گرفت و تأييد گرديد كه بيان ژن

 در آزمايشي فيزيولوژيـك نشـان داده  همچنين . تأثير قرار گرفته است
 ـ  شده بود كـه سوسپانسـيون سـلولي    ا بـه حضـور   آرابيدوپسـيس تاليان

اسخ داده و سـنتز كاماالكسـين را   جاليز در محيط ريشه پهاي گل جوانه
از ) 18(ز ويــرا دوس سـانتوس و همكــاران ني ــ). 6(اسـت  باعـث شــده 

سـازي  از آلـوده وس توليد كردنـد و پـس   آرابيدوپسيس تاليانا بافت كال
ها را انجام دادند جاليز مطالعات بيان ژن هاي گل محيط كشت با جوانه

جايي كه بيشترين مقاومـت در   از آن. و تغييرات بيان را مشاهده نمودند
هـا  هايي از گياهان مشاهده شد كه گل جاليز قادر به اتصال به آنگونه
هـاي  طراحي شد كـه بررسـي   اي گونه، اين آزمايش به)16(است نبوده

هاي كانديداي متحمل و حسـاس در زمـان   انجام شده برروي ژنوتيپ
ژنوتيـپ مـدنظر   قبل از اتصال انجام گيرد، تا هم مكانيسم تحمـل در  

فرنگـي بـه   پاسخ زود هنگام گوجههاي دخيل در  شود و هم ژنشناخته

آزمايش بجاي بافت كالوس و يا البته در اين . جاليز مشخص شود گل
شد تا تغييرات در  استفاده سوسپانسيون سلولي از بافت تخصصي ريشه

  . ها در همين بافت بررسي گرددبيان ژن
مصـنوعي   ةكه نوعي القاكنند GR24وسيله  هجاليز ابتدا ببذور گل

در تمامي آزمايشات بررسي بيان برهمكنش . زني است، تيمار شدجوانه
دار كـردن بـذر   جاليز، از همين ماده جهت جوانـه  زبان و گلمي گياهان

دار شـده در ايـن   دليل اصلي استفاده از بذرهاي جوانه. شوداستفاده مي
كشـتي در فضـاي   همچنـين هـم  . آلودگي اسـت  از مطالعات، اطمينان

 نوري به فضاي زير خـاك شـباهت داده  تاريك انجام گرفت تا شرايط 
فرنگـي در مقابـل   اومت كاملي از گوجـه هرچند كه هيچ مورد مق .شود
گزارش نشده است، امـا كرمـاني و   ) O. aegyptica(جاليز مصري گل

ــه ) 17(همكــاران  ــه  :Loo134S. pimpinelifolium accگون را ب
ژنوتيـپ   21از بين  در اين گزارش. عنوان رقمي متحمل عنوان كردند

اسـت   داشـته شده كمترين ميزان زگيل را  مورد آزمايش، گونه معرفي
  .عدم توانايي بذور براي اتصال است نتيجهكه در
 

  هامطالعات بيان ژن
  بررسي بيان كيتيناز

ژن در شـرايط بـدون    ايـن  نشان داد كـه بيـان   Chi3بررسي ژن 
شكل طور كه در  اما همان. داري نداردتنش در دو ژنوتيپ تفاوت معني

 دوز گذشـت  ژن كيتيناز در رقم مقاوم پس ابيان شود مشخص مي، 3
برابـر   دوهـا  جـاليز در مجـاورت ريشـه   هاي گلساعت از حضور جوانه

داري نسـبت بـه   ساعت تفـاوت معنـي   هشتشود و پس از گذشت  مي
سـاعت   24گردد، ولي بيان ژن تـا  گيري قبلي مشاهده ميزمان نمونه

ساعت تغييـرات   48است، اما در زمان پس از آلودگي بدون تغيير مانده
 .شودساعت كاملاً معني دار مي 24ه زمان بيان نسبت ب

  
  هاجهت مطالعه بيان نسبي ژن  Elongation  factor و  آزمايش مورد هايتوالي آغازگرهاي اختصاصي ژن -1جدول 

  دماي اتصال (Bp)اندازه محصول توالي آغازگر آغازگر
(gi|350534583)Chi 3-F 

 
5' AGATACTATGGCAGAGGACC 3' 

   6/50 

Chi 3-R 
  

5' GTCGCAACTAAATCAGGG 3' 
 

113  7/50 

(gi|2828251) CYP 1-F 5' CCAAATCCTCCTAAACCC 3'  
6/51  

 

CYP 1-R 
5' AGAGAAGCAAGACCTACGG 3' 

 
132 

7/51 

 

( gi|575298) SUT 1 -F 5' GATTGGATGGCTAAGGAGG 3'  
4/54 

 
SUT1 –R  5' TGACATAAACCCTAGAACAACA 3' 120 8/52 

(gi|350537380 E f1 -F 5' GACAGGCGTTCAGGTAAGG 3'  3/55 

E f1 -R  5' CCCAATGGAGGGTATTCAG 3' 128 9/54 
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بررسي بيان اين ژن در ژنوتيپ حساس  نيز همان روند صـعودي  

 هشتالبته تفاوت فاحش بين دو ژنوتيپ اين است كه در . را نشان داد
يابد، اما در داري افزايش ميساعت اول، ژنوتيپ مقاوم به صورت معني

-دار مـي ساعت تغييرات بيان معني 16ژنوتيپ حساس پس از گذشت 
نـا  اايج آناليز بيان بافت كالوسدر آرابيدوپسـيس تالي اين نتايج با نت. شود

مطالعه برروي آرابيدوپسيس تاليانـا بـا يـك    ). 18(مطابقت كامل دارد 
و انفعال بين گيـاه   هاي دخيل در فعلجهت شناسايي ژن ژنوتيپ و به

در آزمايش برروي آفتـابگردان كـه از دو   . انگل وگياه ميزبان انجام شد
در  Chiبود، تفاوت بيـان در ژن   استفاده شدهحساس  ژنوتيپ مقاوم و

افزايش بيـان  كه  طوري). 14(دو ژنوتيپ مقاوم و حساس مشاهده شد 
پس از دو ساعت در ژنوتيپ مقاوم چندين برابر ژنوتيـپ حسـاس بـود    

تفـاوت   فرنگـي در گياه گوجه تحقيق حاضركه از اين نظر با آناليزهاي 
بررسي بيـان   بودجه انجام گرفتهاي ديگر كه برروي يوندر مطالعه. بود
جـاليز در سـطح پـروتئين در دو    ها در واكنش گياه ميزبان بـه گـل  ژن

اين دو ژنوتيپ از نظر پاسخ دفاعي زودهنگام و . ژنوتيپ بررسي گرديد
در اين مطالعه مشخص شد كـه در  ). 2(ديرهنگام باهم تفاوت داشتند 

نازهـا تغييـر بيـان پيـدا     جـاليز كيتي  ر دو ژنوتيپ در اثر آلودگي با گله
جـاليز   به عنوان مقاومت ديرهنگام به گـل  اما در ژنوتيپي كه .اندكرده

) آنـزيم كيتينـاز  (بود، پس از آلودگي ميزان اين پـروتئين   انتخاب شده
هــاي ســالم ژنوتيــپ داراي مقاومــت كــاهش يافــت، ولــي در ريشــه

زيم كيتيناز اي كه براي آنترين وظيفه مهم. زودهنگام افزايش نشان داد
حشـرات  هـا و  سـلولي قـارچ  كه در ديواره(ذكرشده تجزيه بافت كيتين 

كيتين وجـود   1جاليز مانند ساير بازدانگان است، ولي در گل) وجود دارد
 ديگري براي اين آنزيم وجـود داشـته  ي لذا بايد وظيفه ناشناخته. ندارد
نقـش   طور كه در بخش مقدمه ذكر شد كيتيناز عـلاوه بـر   همان. باشد

هـاي مختلـف و همچنـين    تواند در پاسخ بـه تـنش  كنندگي ميتجزيه
هاي فيزيولوژيك نقش ايفا كند و يا با بيان خود باعـث تغييـر در   تنش

بـا  . هاي دفاعي و يا مؤثر در پاسخ دفـاعي تـأثير گـذارد   بيان ساير ژن
تـوان نتيجـه   بررسي مطالعات گذشته و همچنين مطالعـه حاضـر مـي   

جاليز  زيگران اصلي در پاسخ دفاعي به گلز يكي از باگرفت كه كيتينا
ــان زود هنگــام ا  ــزايش بي ــاي مقاومــت  اســت و اف ــزيم در الق ــن آن ي

آنزيم و البته كماكان نقش اصلي اين . باشدميهاي مقاوم مؤثر  ژنوتيپ
 .ماندمي مكانيسم عمل آن ناشناخته

 
  سيستئين پروتئيناز
نش نشان داد كه در هر در شرايط بدون ت CYP1ارزيابي بيان ژن 

اما با بررسي مشـخص  . دو ژنوتيپ اين دو ژن تفاوتي با يكديگر ندارند
اي در هظ ـشود كه در ساعات اوليه بعد از تنش افزايش قابـل ملاح مي

                                                            
1- Angiosperm 

بيـان در  رونـد صـعودي   شود بعد از مشاهده مي. استبيان اتفاق افتاده
 CYP1بيان تغييرات ساعت دوم  24ساعت اول پس از آلودگي در  24

دهد كه پروتئينازها اين مطلب نشان مي .استروند كاهشي شده دچار 
شـده از  هـاي منتقـل  ها بـه سـيگنال  ترين پاسختوانند يكي از سريعمي

نيز گواه همين مطلـب   هاي گذشتهسوي گياه مهاجم باشد كه بررسي
دهد و بررسي بيان در ژنوتيپ حساس روند صعودي را نشان مي. است

دهد كه سرعت افـزايش بيـان   آن با ژنوتيپ متحمل نشان مي مقايسه
. باشـد در ژنوتيپ متحمل بيشتر از ژنوتيپ حساس ميدر ساعات اوليه 

 اي كـه  در مطالعه. ترين تفاوت بين دو ژنوتيپ استاين موضوع اصلي
جاليز در سطح پروتئين  شده به گل آلوده ان يونجهجهت بررسي بي) 2(

هـاي پروتئينازهـا در   پروتئينازها و بازدارندهانجام شد مشخص شد كه 
همچنـين در  . كنـد ارقام با مقاومت زودهنگام افزايش بيـان پيـدا مـي   

-نخود فرنگي در مواجهه بـا گـل   آناليز پروتئوم گياه )3و  1(هاي سال
پروتئيناز در زمـان آلـودگي    جاليز اختصاصاً مشخص كرد كه سيستئين

در مطالعه حاضر نيز مشـخص شـد   . استدر ارقام مقاوم افزايش داشته
-در گوجـه ) جـاليز در محـيط  حضور گـل (كه در ساعات اوليه آلودگي 

  . اندها القاي بيان يافتهفرنگي نيز اين خانواده از پروتئيناز
هاي فيزيولوژيك، رشـد و  پروتئينازها در بسياري از جنبهسيستئين

هـا،   سلول ةزي شدريها در مرگ برنامههمچنين آن. توسعه نقش دارند
زني، پيري و مقاومت هاي مخصوص جوانهذخيره و آزادسازي پروتئين

تـرين نقـش دفـاعي     شايد مهم. هاي محيطي نقش دارندانواع استرس
هـا در مسـير پروتئـوليتيكي    پروتئينازها مشاركت آناحتمالي سيستئين

ني، است كه بربسياري از فرايندهاي متابوليكي، مثل انتقال پيام هورمو
توسعه گل و نقش اكسيداتيو تأثير  زايي،مورفوژنز، چرخه سلولي، جنين

گـل  (هايي از گياه مهـاجم   شد سيگنالهمانطور كه گفته). 3(گذارد مي
تواند انجام شود، حضور پروتئينازها ميبه گياه ميزبان منتقل مي) جاليز

ت ها را محدود كرده و حتي در صـورتي كـه ماهي ـ  فعاليت اين سيگنال
ها پروتئيني باشد، اين آنزيم باعث تجزيه آنان شده و القاي مقاومت آن

هــاي از آنجـايي كـه در اكثـر بررسـي    . شــوديـا تحمـل را سـبب مـي    
گيري ميزان مقاومت در گياهان به گياه انگل، فيزيولوژيك جهت اندازه

مقاومت به صورت عدم توانايي اتصال دو گياه بـه هـم گـزارش شـده     
. گيرده دخالت مستقيم پروتئينازها در مقاومت قوت مي، فرضي)2( است

همچنين ذكر شد كه نفوذ پارازيت به ريشه گياه ميزبان با كمك آنزيم 
حضور پررنگ پروتئينازها در  ).10( گيردپكتين متيل استراز صورت مي

تواند مانع عمل اين آنزيم شده و عدم فعاليت ايـن  هاي آلوده ميريشه
 . داد اتصال و آلودگي را كاهش خواهدآنزيم نيز ميزان 

تـوان نتيجـه گرفـت كـه     با توجه به همـه مـوارد ذكـر شـده مـي     
جاليز ايفا كـرده  پروتئينازها نقش بسيار مهمي در القاي مقاومت به گل

ها از مراحل اوليه آغاز شده و تا مراحـل پيشـرفته   و احتمالاً فعاليت آن
  .ادامه دارد
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 يها ستون حساس و متحمل پيژنوت دو در زيجال گل تنش از بعد مختلف هايزمان در SUT1 و Chi3 ،CYP1هاي ژن يبنس انيب زانيم - 3شكل 

 .SUT1 ژن: CYP1 ،c ژن: Chi3 ،bژن : P < 0.05( . a( ندارند يدار يمعن تفاوت يآمار لحاظ از مشترك حروف اي حرف يدارا
  

  هاي سوكروز دهنده انتقال
كدكننده ( SUT1ژن  رويشده در اين پروژه  هاي انجامدر بررسي

، مشخص شد كه بيان ايـن ژن پـس از آلـودگي    )دهنده سوكروزانتقال
 Chi3(برخلاف دو ژن قبلـي  . يابدگياه به صورت صعودي افزايش مي

تـري  در ژنوتيپ حساس، افزايش بيـان سـريع   SUT1، ژن )CYP1و 
-قاوم نشان دادهنسبت به ژنوتيپ م) خصوصاٌ در ساعات اوليه آلودگي(

البته بايد متذكر شد كه اين ژن در شـرايط بـدون تـنش نيـز در     . است
بيان ژن در دو ساعت اول بعد از . ژنوتيپ حساس بيان بيشتري داشت

دو برابر ژنوتيپ متحمل اسـت و در سـاعات بعـدي بـه      آلودگي تقريباً
يابد و در روز دوم پس از آلـودگي، تقريبـاً   صورت صعودي افزايش مي

سـاعت اول   24ژنوتيـپ كانديـداي متحمـل طـي     . مانـد تغيير مـي بي
آلودگي تقريباً بيان ثابتي دارد، امـا در روز دوم ناگهـان افـزايش قابـل     

  ).3شكل ( كنداي پيدا ميهظملاح
 2003در آزمايشي كه برروي گياه آرابيدوپسـيس تاليانـا در سـال    

ز القاي بيـان همـين ژن در مراحـل اوليـه آلـودگي      انجام گرفته بود ني
در ايــن مطالعــه افــزايش بيــان ژن . بــه اثبــات رســيد) ســاعات اول(

دهنده از همان ساعات اوليه پس از آلودگي مشاهده شـد و ايـن    انتقال
ساعت پس از آلودگي ادامه داشت، امـا پـس از آن    24افزايش بيان تا 

البته در اين آزمايش فقط يك ژنوتيپ . روند بيان كاهشي بودروز  7تا 
هاي دخيـل  مورد استفاده قرار گرفته بود و هدف شناخت ژن) حساس(

مطالعات آنـاليز پروتئـوم در يونجـه    ). 18(جاليز است در واكنش به گل
. انـد هاي مربوط به متابوليسم گياه را گـزارش داده نيز افزايش بيان ژن

 هـاي سـوكروز اشـاره نشـده     دهنده گزارش صرفاً به انتقالته در اين الب
فسفات آلدولاز كه يكي از است ولي اظهار داشته كه آنزيم فروكتوز بي

گليكونئوژنيـك بـوده، در   / هاي گليكوليتيكهاي مهم در واكنشآنزيم
). 2(است  ژنوتيپ حساس بيان بيشتري نسبت به ژنوتيپ مقاوم داشته

جـاليز  اي ديگري در واكنش نخود به گلمطالعهاين آنزيم همچنين در 
مطالعات جديدتر بـرروي نخـود نيـز افـزايش بيـان      ). 1(شناسايي شد 

بـراي مثـال   . اسـت  اي متابوليـك بيشـتري را محـرز كـرده    هپروتئين
جـاليز و نخـودفرنگي افـزايش بيـان     اي برروي اثر متقابل گـل مطالعه
و لاكتوگلوتاتيون 2وسيستئيناز، ادنوزيل هم1هايي از جمله انولازپروتئين

قابل توجه اسـت كـه بـاز هـم در ايـن آزمـايش       . به اثبات رسيد 3لياز
افزايش بيان در ژنوتيپ حساس بيشتر از ژنوتيـپ مقـاوم و در مراحـل    
                                                            
1 - Enolase 
2 - Adenosylhomocysteine 
3 - Lactoylglutathione lyase 
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  ).1(است اوليه آلودگي بوده
هـاي   ژني كه در اين آزمايش بـه عنـوان ژن نماينـده از بـين ژن    

ي سوكروز در گياه  دهندهده يك انتقالمتابوليك انتخاب شد ژن كدكنن
جايي كه بافت ريشه قادر به فتوسنتز و توليـد  از آن. فرنگي استگوجه

ا از انـدام هـوايي و مخصوصـاً    قند نيست، بايد قند مـورد نيـاز خـود ر   
ز انـدام هـوايي بـه ريشـه بـه شـكل       انتقال قندها ا. ها تأمين كند برگ
عد از انتقال، سوكروز تجزيه شده ب. گيردساكاريد سوكروز انجام مي دي

همين دليل انتقـال دهنـده    به). 13(گيرد و مورد استفاده ريشه قرار مي
 .هاي متابوليك انتخاب شد اي از بين ژن ز به عنوان نمايندهسوكرو

ه برداشـت  و سـاير مطالعـات مشـاب    طور كه از ايـن مطالعـه   همان
هاي متابوليكي در ساعات اوليه آلودگي افزايش بيان پيـدا  شود، ژن مي
هـاي سـوكروز عـلاوه بـر     دهنده در مقدمه بيان شد كه انتقال. نندكمي

هاي سلولي و سازي انرژي جهت فعاليتنقش انتقال دهندگي و فراهم
م و متابوليس. كند دفاعي، به عنوان مولكول علامت دهنده نيز عمل مي

بنـابراين افـزايش بيـان ايـن     ). 17(كنـد   منبع و مخزن را تنظـيم مـي  
هـاي  توان به افزايش نياز انرژي جهت انجـام مكانيسـم  پروتئين را مي

هاي دفـاعي نيـز پيوسـتگي     العمل ذكر شده كه عكس. ي ربط داددفاع
ور تـأمين انـرژي   زيادي به تنظيم متابوليسم سوكروز در مخزن به منظ

بنابراين سوكروز . هاي دفاعي داردسازي آبشار فعاليت المورد نياز و فع
افـزايش بيـان   . انـد و زنجيره انتقال پيام مربوط به تنش با هم مـرتبط 

توان به افزايش بيشتر نياز به انرژي سريع در ژنوتيپ حساس را نيز مي
هاي انتقالي از گياه پارازيت در متابوليسم سلولي در پي فعاليت سيگنال

هاي مترشحه از گيـاه مهـاجم   يا فعاليت پروتئوليتيكي برخي از آنزيمو 
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