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  چكيده

هـاي رايـج و محدودكننـده رشـد در ذرت بشـمار      يكي از بيماري) Maize dwarf mosaic virus, MDMV(گي ذرت ويروس موزاييك كوتول
بـه  ) 8شـماره  (و هيبريـد متحمـل   ) SC705(در اين پژوهش به منظور بررسي نقش مقاومـت ژنتيكـي در القـاء مقاومـت دو ژنوتيـپ حسـاس       . رود مي

MDMV  ت شـامل  هـاي مـرتبط بـا مقاوم ـ   ، بيـان تعـدادي از ژنGermin like protein (GLP) ،Peroxiredoxin (Prx), GF14-6  و  
S-adenosylmethionine synthase (SAMS)  زنـي گياهـان بـا    مايـه . مورد بررسي قـرار گرفـت   سنجش كمي در زمان واقعيبا استفاده از روش

هـاي مـورد   ها نشان داد كـه بيـان همـه ژن   آناليز بيان ژن. اني انجام شدبرداري در پنج بازه زمنمونه. ويروس به روش مكانيكي و در سه تكرار انجام شد
در  Peroxiredoxinو  GLPاما بيشـترين بيـان در مـورد دو ژن    . اي داشته استبررسي در گياه ذرت متحمل نسبت به حساس افزايش قابل ملاحظه

سـاعت بعـد از    24بيشترين ميـزان بيـان ژن در بـازه زمـاني      GF14-6و  SAMSهاي زني مشاهده گرديد و براي ژنبازه زماني يك ساعت بعد از مايه
با توجه بـه نتـايج بـه دسـت آمـده و      . زني ويروس مشاهده گرديدساعت بعد از مايه 72هاي بررسي شده كمترين ميزان بيان براي ژن. زني ثبت شد مايه

ها به عنـوان بيوماركرهـاي مولكـولي در جهـت انتخـاب ارقـام       ان از اين ژنتوهاي مورد بررسي در گياهان حساس و متحمل ميالگوي متفاوت بيان ژن
  . مقاوم به بيماري استفاده نمود

 
 ، مقاومت ژنتيكي، ويروس موزاييك كوتولگي ذرت سنجش كمي در زمان واقعي :هاي كليدي ه واژ

 
  1مقدمه

درصد پروتئين مورد نيـاز بشـر از    2/1درصد انرژي و 4/3بيش از 
 و Poaceaeاز خـانواده  ) Zea mays(ذرت ). 3(آيـد  ميغلات بدست 

به علت اهميت غذايي اين محصول بـراي  . باشدسومين غله جهان مي
انسان و دام و همچنين قدرت تطـابق زيسـتي آن بـا شـرايط اقليمـي      

تـرين محصـولات منـاطق معتدلـه،      عمده گوناگون، اين محصول جزو
  ).15(شده است معتدله گرم، نيمه گرمسير و مرطوب محسوب 

اي رويه اين محصول منجر به تطـابق ميزبـاني گسـترده   كشت بي
هاي ويروسي گرديده هاي بيمارگر گياهي و طغيان بيماريبين ويروس
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است كه منجر به كاهش قابل توجهي از ميزان توليد ايـن محصـول و   
ويـروس در ذرت ايجـاد    40بيش از . هاي اقتصادي شده استخسارت

د كه يكـي از آنهـا ويـروس موزاييـك كوتـولگي ذرت      كننبيماري مي
)Maize dwarf mosaic virus, MDMV (  اسـت)12 .(MDMV ،

ــه  ــك قطع ــانواده    RNAداراي ي ــه خ ــق ب ــت و متعل ــك لاي مثب ت
ويـروس موزاييـك   ). 34(باشـد   ويروس مي ويريده و جنس پوتي پوتي

 Sugarcane(كوتولگي ذرت سابقاً نژادي از ويروس موزاييك نيشكر 

mosaic virus, SCMV (1989شــد امــا در ســال محســوب مــي 
ايـن  ). 30(ها گزارش شد  ويروسصورت يك عضو مستقل از پوتي به

وسـيع  نسـبتاً  ذرت با پـراكنش   و مخرب بيماري مهمويروس يكي از 
شـود وجـود   است كه در اكثر كشورهايي كه ذرت و سورگوم كشت مي

تيـك يـا حالـت ابلقـي روي     و باعث ايجاد علائم موزاييـك، كلرو  دارد
شـده و در حالـت   ) هاي جوانطور مشخص در برگ به(هاي سبز بافت

هاي متعدد و كـاهش قـدرت   شديد باعث ايجاد كوتولگي، ايجاد شاخه
آلـودگي بـه ايـن بيمـاري ويروسـي منجـر بـه        ). 16 و 6(شود بذر مي
شود اما خسارت ممكن اسـت بـه   درصدي محصول مي 45-10كاهش

حدود دو سوم ارقام در حال كشت ذرت در ). 32(برسد  درصد هم 100

  )علوم و صنايع كشاورزي( حفاظت گياهاننشريه 
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 1397، زمستان 4، شماره 32جلد  )علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان     450

هـاي بسـيار جـوان    حساس هستند و حتي گياهچـه  MDMVدنيا به 
توانند مورد حمله ويروس قرار ارقام مقاوم در مرحله دو تا سه برگي مي
در شـرايط تـنش زنـده،    ). 37(گرفته و علايم بيماري را نشـان دهنـد   

كنـد و  ا ايجاد مقاومـت تغييـر مـي   هاي گياهي مرتبط بژن ميزان بيان
در طي تكثيـر  ). 17. (شودهاي دفاعي گياه ميموجب فعال شدن پاسخ

شوند و كاهش عملكـرد  هاي مختلف گياهي آلوده ميويروس، اندامك
جزئيات مولكولي كـاملي از پاسـخ   ). 36(شود طي آلودگي مشاهده مي

هـاي  رسـي باشد، با ايـن حـال بر  ذرت به اين ويروس در دسترس نمي
دهد كه خاموشي ژن، توليـد و تغيييـرات بيـان    صورت گرفته نشان مي

، S-adenosylmethionine synthase (SAMS)هـا مثـل   برخي ژن
Germin like protein (GLP) ،Peroxiredoxin (Prx) و  

G-box factor 14-6 )(GF14-6 ــر، پاســخ و ژن هــاي هــاي ديگ
). 35 و 5، 4(وس هسـتند  هاي ذرت در مقابل اين ويـر مشخص واريته

اي ذرت آلـوده بـه ويـروس موزاييـك نيشـكر و      در مطالعات ريز آرايه
هاي مختلف شناسايي شـدند  ژن در زمان 68موزاييك كوتولگي ذرت، 

داري با گياه سالم به عنوان گياه شـاهد داشـتند   كه اختلاف بيان معني
ــان رونوشــت   S-adenosylmethionineهــاي ژن كــه در ايــن مي

synthase (SAMS)  ،Germin like protein  وG-box factor 

14-6 )(GF14-6 اي نشان دادنـد  در گياه آلوده افزايش قابل ملاحظه
آناليز پروتئوميكس دو ژنوتيپ حساس و مقاوم ذرت به ويـروس  ). 35(

ــان   ــاكي از بي ــكر ح ــك نيش ــه   96موزايي ــود ك ــف ب ــروتئين مختل پ
 Superoxide dismutaseو  Peroxiredoxinهــــاي  پــــروتئين

هـاي تـنش و بيمـاريزايي    هاي مـرتبط بـا سـيگنال   ترين پروتئين مهم
گذاري به روش وسترن بـلات نشـان   معرفي شدند، همچنين آناليز لكه

ردوكسين در ژنوتيپ مقاوم و حساس افزايش داد كه پروتئين پروكسي
  ).38(اي نسبت به شاهد در حضور عامل ويروسي داشت قابل ملاحظه

 موقع به شناسايي حساس، مقاوم و متحمل، گياهان اصلي تتفاو

. اسـت  گيـاه  دفـاعي  هـاي مكانيسم ثرؤم و سريع سازيفعال بيمارگر و
هـاي مـرتبط بـا مقاومـت در     تمام اين مسيرها وابسـته بـه رابطـه ژن   

در  و شـود مـي  خـاموش  يـا  بيمارگر فعال گياهان است كه در پاسخ به
 الگوي تجزيه بنابراين). 16( يابدمي اهشك يا افزايش هاآن بيان نتيجه

در تفكيـك ارقـام مقـاوم، متحمـل و حسـاس از       توانـد مي هاژن بيان
هـاي  منظور مطالعه نقـش تعـدادي از ژن   به). 2(يكديگر مناسب باشد 

هاي دفاعي ذرت به بيماري ويروسي موزاييك كوتولگي ذرت در زمان
و هيبريد متحمل، الگوي  مختلف بعد از آلودگي به ويروس در رقم حساس

 .مورد بررسي قرار گرفت qRT-PCRها با استفاده از روش بيان آن
  

  هامواد و روش
  برداري  سازي ويروسي و نمونه مواد گياهي، آلوده

ــد   SC705بـــذور  ــوان ژنوتيـــپ حســـاس و هيبريـ  8بـــه عنـ

)KLM75010/4-4-1-2-1-1-1 × MO17 (ــه ــپ   ب ــوان ژنوتي عن
كوتولگي ذرت جهت انجام اين آزمـايش   متحمل به ويروس موزاييك

سسه تحقيقات نهـال و بـذر   ؤبذور فوق از م. مورد استفاده قرار گرفتند
بـذور ذرت بـا   . كرج و مركز تحقيقات كشاورزي گرگـان تهيـه شـدند   

ضـد عفـوني   به مدت يـك و نـيم دقيقـه     %)T )3استفاده از كلرآمين 
و و در سطحي شده و سپس سه مرتبه بـا آب مقطـر اسـتريل شستش ـ   

هاي حاوي مخلوط خاك شامل خاك مزرعه و ماسه شسته شده گلدان
كشـت داده  ) دو دفعه به مدت يك ساعت سترون شده( 1: 1به نسبت 

درجـه و   25گياهان در گلخانه تحت شرايط كنترل شده دمـاي  . شدند
درصد كشت شدند و هر هفته به منظور جلـوگيري از ورود   60رطوبت 

  . فتحشرات سمپاشي صورت گر
بـرداري از گياهـان   طي بازديد از مزارع ذرت استان گلستان نمونه

ذرت با علائم موزاييك و كوتولگي انجام شد و جهت اطمينان از آلوده 
و عدم وجود آلودگي بـا   MDMVآوري شده به  هاي جمعبودن نمونه

 Iranian Johnson grass mosaicويروس موزاييك ايراني قيـاق  

virus( IJMV) عمولا همـراه بـا   كه مMDMV    روي گيـاه اسـت از
و  MDMVآزمون الايـزاي غيرمسـتقيم بـا آنتـي بـادي اختصاصـي       

IJMV شناسي دانشگاه شيراز اسـتفاده شـد    تهيه شده از مركز ويروس
از گياهاني كه در واكنش الايزا نتيجـه مثبـت نشـان دادنـد و بـه      ). 8(

MDMV ه اسـتفاده  هاي كشت شدزني به ذرتآلوده بودند جهت مايه
روز گياهان در مرحلـه سـه برگـي بـا عصـاره       14پس از گذشت . شد

 05/0حجم بافر فسـفات پتاسـيم    5كه در  MDMVگياهان آلوده به 
زنـي  گيـري شـده بودنـد مايـه     در هاون سترون عصـاره ) pH 7(مولار 

زني جهت ايجاد خراش در گياه براي نفـوذ ويـروس   شدند، قبل از مايه
سـازي  گياهان شـاهد بـه روش آلـوده   . وم استفاده شداز پودر كاربوراند

بـا توجـه بـه لـزوم درك     . زني شـدند ويروسي تنها با بافر فسفات مايه
هـاي سـريع اوليـه در دو ژنوتيـپ ذرت در پاسـخ بـه آلـودگي        واكنش

 72و  24، 9هـاي صـفر، يـك،    زمـان (ويروسي در چهار بـازه زمـاني   
هـاي  هـت آنـاليز بيـان ژن   بـرداري ج سازي نمونـه بعد از آلوده) ساعت

مسئول مقاومت بـه تـنش زيسـتي بـراي گياهـان شـاهد، حسـاس و        
آوري شده بلافاصـله در نيتـروژن    گياهان جمع. متحمل صورت گرفت

  . گراد منتقل شدنددرجه سانتي -80مايع قرار گرفته و به فريزر 
  

  cDNAو سنتز  RNAاستخراج 
 كيـت   از استفاده اكل ب RNAاستخراج  ها،ژن بيان ارزيابي براي

(Bio Flux) P- Biozol از پس .طبق دستورالعمل سازنده انجام شد 

 و ژنومي، كميت DNAجهت حذف  DNaseI  (Fermentas)با تيمار
الكتروفـورز در   و سـنجي  دستگاه طيـف  با شده استخراج RNA كيفيت

 ميزان يك ميكروگرم cDNAساخت  منظور به. گرديد تعيين آگارز ژل

آغـازگر   همراه برداري معكوس بهواكنش نسخه در RNAنه نمو هر از



 451     …تيپ حساس و متحمل ذرت درهاي دفاعي در ژنوآناليز بيان تعدادي از ژن 

Oligo (dT) 18    آب تيمـار شـده بـا ،DEPC آنـزيم، مخلـوط    ، بـافر
 بـردار رونوشـت  و آنـزيم  ريبونوكلئـاز  بازدارنـده  نوكلئوتيـدها، آنـزيم  

  بـه   M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas)معكـوس 
   .شد شركت فرمنتاز استفاده روش پيشنهادي

قطعات با استفاده از  هاي سنتز شده، تكثير cDNAمنظور تاييد  هب
. انجـام شـد   Actinمـراز و جفـت آغـازگر ژن     اي پليواكنش زنجيره

 TBEدرصـد در بـافر    5/1بر روي ژل آگـارز   PCRارزيابي محصول 
 ×FluoroDye 6اسـتفاده از مـاده   رنگ آميزي ژل با . صورت گرفت

DNA Loading Dye (SMOBIO) جام شدان. 
 
 
 
  

  طراحي آغازگرها
  هـاي ژن بيـان  الگـوي  ارزيـابي  اسـتفاده در  مـورد  آغازگرهـاي 

S-adenosylmethionine synthase ،Germin like protein ،
Peroxiredoxin  وGF14-6 پايگـاه  در موجـود  اطلاعات بر اساس 

 از استفاده با طراحي اين. طراحي شدند Uniprotو   NCBIاطلاعاتي 

در بـين آغازگرهـاي   . انجام شد Oligo7و  AllelID7.0 افزارهاي نرم
تـرين ميـزان    افزار، آغازگرهاي داراي پـايين  طراحي شده به وسيله نرم

درصد بازهاي آلي سيتوزين و گوانين انتخاب و جهت سنتز به شـركت  
 بيان كه داراي Actinاز ژن  .)پيشگام، ايران(سازنده سفارش داده شد 

 استفاده عنوان ژن مرجع است به برداري همونن مراحل در تمام يكساني

 در اسـتفاده  مورد اختصاصي توالي و مشخصات آغازگرهاي). 35(شد 

 . است شده ارائه 1 جدول شماره
  

  سنجش كمي در زمان واقعي واكنش براي استفاده موردمشخصات آغازگرهاي  -1جدول 
Table 1- Characteristics of primers used for quantitative real time PCR   

Reference  
 منبع

Accession 
number  
  رس شمار

Product 
length (bp)  
 طول محصول

  )جفت باز(

Annealing 
temperature  
  دماي اتصال

Sequence (5´-3´)  
  توالي

Primer name 
  نام آغازگر

38 NP001149765 126 59oC  CGGCAAGAAGGTCATCC  Peroxiredoxin-F  

        AGCAGGATCTCGTCTACA  Peroxiredoxin-R  

35 AF032974  134     59oC  CGAGATCATCTTCGTCCT  GLP-F  

        GTTCTGCTGGAAGTGGA  GLP-R  

22 P49106  109     59oC  GGAGCTGAGAGAAAGGA  GF14-6-F  

        CCAGTCCAAGCCTAATAG  GF14-6-R  

35,22 BT054969  166  59oC  GCTGACCACTGCAAGG  SAM-F 

        GGCTGAGGGGCATCA  SAM-R 

35 J01238  127  59oC AAGAGAGGCATCCTGACA Actin-F 

       CAGGGTGATCTTCAGGC Actin-R 

    
  سنجش كمي در زمان واقعي آناليز بيان ژن با روش 

هاي ذرت حسـاس و  هاي مورد مطالعه در ژنوتيپبررسي بيان ژن
متحمل به بيماري ويروسـي موزاييـك كوتـولگي ذرت بـا اسـتفاده از      

 iCycler (iQ5, BioRad, USA)سنجي توسط دستگاه  روش كميت
بـا رقـت   ( cDNAمحلول واكـنش شـامل سـه ميكروليتـر     . انجام شد

ميكروليتـر   10، )ميكرومـولار  10(، نيم ميكروليتر از هر آغـازگر  )1:20
2X Real Time PCR Master Mix     سـايبرگرين، نـيم ميكروليتـر

DMSO ،  آنـزيم) u/µl5 (Taq DNA Polymerase    بـوده و بـا
 20بــه حجــم  RNaseاســتفاده از آب مقطــر دوبــار تقطيــر عــاري از 

. ام واكـنش مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت     ميكروليتر تنظيم و براي انج ـ
گراد بـه مـدت سـه    درجه سانتي 94هاي حرارتي واكنش شامل چرخه

گـراد هـر   درجـه سـانتي   72و  59، 94چرخه  40دقيقه و به دنبال آن 

هـر آزمـايش در سـه تكـرار     . ثانيـه تنظـيم گرديـد    10كدام به مـدت  
 بيـان نسـبي   ميزان ارزيابي .بيولوژيكي و سه تكرار تكنيكي انجام شد

 مرحله همان در كنترل گياهان به نسبت ΔΔCT-2رابطه  اساس بر هاژن

افـزار   از نـرم  اسـتفاده  با هاداده آماري و تحليل تجزيه). 27(شد  انجام
GenEx 6 شد و رسم نمودارها با اكسل انجام.   

   
  نتايج و بحث

در گياهان ذرت حساس و متحمل به ويروس موزاييك كوتـولگي  
  روز  16علائـم موزاييـك شـديد در رقـم حسـاس بعـد از        ذرت ايجاد

  روز مشـاهده شـد    19و موزاييك خفيـف در هيبريـد متحمـل بعـد از     
 ). 1شكل (
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و علائم موزاييك شديد در ) B) (روز بعد از آلودگي ويروسي 19( 8، علائم موزاييك خفيف در هيبريد متحمل )A(گياه شاهد بدون علائم  - 1 شكل

  ) C)(روز بعد از آلودگي ويروسي SC705 )16رقم حساس 
Figure 1- Control plant without symptoms (A), mild mosaic symptoms in tolerant hybrid 8 (19 days after viral infection) (B) 

and severe mosaic symptoms in susceptible SC705variety (16 days after viral infection) (C) 
  
بـا   cDNAهـاي  و سنتز مولكول RNAتايج حاصل از استخراج ن

هاي حاصـل،  استفاده از آغازگرهاي طراحي شده نشان داد كه مولكول
كميت و كيفيت لازم براي انجام مراحل بعدي و استفاده در آناليز بيان 

 RNAهـاي  مشاهده باندهاي مربوط به مولكـول . باشندژن را دارا مي
كه استخراج به خوبي صورت گرفتـه اسـت و    استخراج شده نشان داد

 cDNAهاي توان از آنها براي سنتز رشته اول و همچنين مولكولمي
با استفاده از آغازگرهاي طراحي شـده عـلاوه بـر     سپس. استفاده نمود
، اختصاصي بودن و كـارايي آغازگرهـا نيـز    cDNAهاي تائيد مولكول

نايي در تكثير قطعه مـورد  مورد ارزيابي قرار گرفت و پس از بررسي توا
ها اسـتفاده  مراز، از آنها در آناليز بيان ژناي پلينظر در واكنش زنجيره

  .گرديد
هاي نتايج حاصل از بررسي منحني ذوب آغازگرهاي مربوط به ژن

هـاي تكثيـر شـده    مورد استفاده نشان داد كه در هـيچ يـك از نمونـه   
اهي و يا جفت شدگي گي  DNAهاي ناخواستهآلودگي مربوط به توالي
دماي ذوب براي آغازگرها متفاوت بود و از طيف . آغازگرها وجود ندارد

دمـاي ذوب بـراي ژن    .گراد تعيـين شـد  درجه سانتي 91 - 80دمايي 
گـراد و بـراي سـه ژن ديگـر در     درجـه سـانتي   85ردوكسـين  پراكسي

گراد مشاهده شد كه نشان از اختصاصي عمل  سانتي درجه 91محدوده 
  .باشددن اين آغازگرها ميكر

ــان ژن      ــه بي ــان داد ك ــان ژن نش ــي بي ــل از بررس ــايج حاص نت

Peroxiredoxin    در هر دو گياه حساس و متحمل آلوده بـه ويـروس
در گيـاه متحمـل در اولـين    . موزاييك كوتـولگي ذرت افـزايش يافـت   

. سـازي افـزايش بيـان ايـن ژن قابـل توجـه بـود       ساعت پس از آلوده
سـازي ثبـت گرديـد و    بيان ژن يك ساعت بعد از آلودهبالاترين ميزان 

هـاي زمـاني افـزايش قابـل     اگر چه در هيبريد متحمـل در تمـام بـازه   
توجهي از بيان ژن نسبت بـه رقـم حسـاس ديـده شـد ولـي در گيـاه        

در . متحمل بيان ژن با گذشت زمان روند كاهشـي از خـود نشـان داد   
 9و ) يـك سـاعت  (ه مقابل در گياه حساس بيـان ژن در سـاعات اولي ـ  

ساعت پس از آلودگي تقريبا به يك ميزان افزايش نشـان داد و ماننـد   
ساعت با درجات مختلف رونـد   72و  24ژنوتيپ متحمل اين ميزان در 

  ). 3شكل (نزولي داشت 
Peroxiredoxin (Prx)هـاي مبتنـي بـر تيـول     اكسـيدان ها آنتي

ي فعـال اكسـيژن   هـا را از گونـه  DNAها و ها، چربيهستند كه آنزيم
هاي هاي مهم مرتبط با سيگنالكنند و به عنوان پروتئينمحافظت مي

ايـن آنـزيم كنتـرل و آغـاز     ). 18(انـد  زايي معرفي شدهتنش و بيماري
اي وابسته به هاي هستهثر بر فتوسنتز، بيان ژنؤدهي سلولي مسيگنال

را بـر  هاي چرخه كلـوين  سازي آنزيمكلروپلاست و ميتوكندري و فعال
انفجار اكسيداتيو پاسخ اوليه به حملـه بيمـارگر اسـت    ). 10(عهده دارد 

 H2O2شـامل  ) ROS(هاي فعـال اكسـيژن   كه منجر به تشكيل گونه
و القاي علامـت   ROS زدايي دفاع آنتي اكسيداني، سم). 33(شود مي
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زاي گيـاهي از   در حين تنش اكسيداتيو و دفاع در برابر عوامل بيمـاري 
ردوكسـين در گياهـان   هاي اثبـات شـده بـراي پروكسـي    يتجمله فعال

در خنثـي كـردن    H2O2زدايـي  اين آنزيم علاوه بر سم). 33(باشد  مي
آناليز پروتئوميكس گياهان ). 11(پروكسيد نيتروژن فعال نيز نقش دارد 

ذرت حساس و مقاوم به ويروس موزاييك نيشكر نشان داد كـه بيـان   
ر دو ژنوتيـپ افـزايش قابـل تـوجهي     ردوكسين در هپروتئين پروكسي

ها در ژنوتيپ مقـاوم بـه   داشته است ولي ميزان افزايش تعداد رونوشت
هاي اين مطالعـه اسـت   مراتب بيشتر از حساس بود كه مطابق با يافته

اين نتايج حاكي از نياز سيستم دفاعي گياه بـه سـطح بـالايي از    ). 38(
مقابل تـنش اسـت و    ها درردوكسين براي محافظت از سلولپروكسي

ردوكسين در يكي از عوامل حساسيت به تنش، كاهش ميزان پروكسي
  ).11(هاي گياهي است سلول
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  هاي مختلفدر زمانويروس موزاييك كوتوله ذرت هاي ذرت آلوده به در گياهچه Peroxiredoxinتغييرات بيان ژن  - 3شكل 

Figure 3- Changes of gene expression of Peroxiredoxin in maize seedlings infected by maize dwarf mosaic virus in  
a time courses assay 

  
 سنجش كمـي در زمـان واقعـي   آناليز بيان ژن با استفاده از روش 

در هـر دو گيـاه    GLP (Germin like protein(كه بيـان   نشان داد
يش حساس و متحمل آلوده به ويروس موزاييك كوتـولگي ذرت افـزا  

نتايج نشان دهنـده افـزايش   . قابل توجهي نسبت به شاهد داشته است
كه يك ساعت پـس از   طوري سازي بود بهدر اولين ساعت پس از آلوده

برابر شاهد بود و ميزان بيان بـا   21آلودگي ميزان رونوشت ژن مذكور 
ساعت همچنان افزايش  72گذشت زمان روند كاهشي پيدا كرد اما در 

 تعـداد  افزايش حساس رقم گياه شاهد وجود داشت، در بيان نسبت به

كـه بيشـينه    طـوري  هبود ب متحمل مراتب كمتر از هيبريدبه هارونوشت
  ). 4شكل (برابر حساس بود  3بيان در گياه متحمل 

هاي جـوان  زني دانه در گياهچههاي جرمين در طي جوانهپروتئين
نيـز پاسـخ بـه حملـه      شوند و در برگ گياهان بالغگندم و جو بيان مي

 (GLPs)هاي شـبه جـرمين   پروتئين). 35(گيرند ها را در برميپاتوژن
هـاي چنـدژني كـد    وسيله خـانواده  هاي متعددي از گياهان بهدر گونه

هاي ترنسـژنيك  شوند، بر اساس مطالعات تنظيم بيان ژن و ديدگاهمي
مارگرها ها در دفاع گياه عليه بيGLPپيشنهاد شده است كه تعدادي از 

هـا فعاليـت شـبه    GLPبرخـي از اعضـاي خـانواده    ). 35(نقش دارنـد  
دهند نشان مي) H2O2توليد (اگزالات اكسيداز و سوپراكسيد ديسموتاز 
ها در ايجـاد مقاومـت در برابـر    كه حاكي از نقش اين دسته از پروتئين

  ). 26(ها است حمله پاتوژن
هـا  GLPصـي از  تحقيقات نشان داده كه افزايش بيان گروه مشخ

در گياه جو منجر به افزايش مقاومت گياه به بيماري سـفيدك پـودري   
هـاي بلاسـت و شـيت بلايـت بـرنج      و در برنج آلوده به بيماري) 39(

باعـث   GER4افزايش بيان پروتئين شبه جرمين خصوصا زيرخـانواده  



 1397، زمستان 4، شماره 32جلد  )علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان     454

  ).23(مقاومت به اين دو بيماري شده است 
روسـي ايجـاد شـده بـه وسـيله      در گياه فلفل مقاوم به بيمـاري وي 

ــپ  ــخص   ) P0 )TMV- P0پاتوتي ــون مش ــك توت ــروس موزايي   وي
ــزايش        ــا اف ــراه ب ــيت هم ــوق حساس ــنش ف ــه واك ــت ك ــده اس   ش

ــوالي ــام    تـ ــا نـ ــرمين بـ ــبه جـ ــروتئين شـ ــا پـ ــابه بـ ــاي مشـ   هـ
CaGLP1 (Capsicum annuum GLP1)    بوده است كـه در گيـاه

  ). 25(رديده بود تعيين گ Xanthomonasفلفل مقاوم آلوده به باكتري 

و مطـابق بـا نتـايج ايـن     ) 2004(و همكـاران   Parkطبق نتـايج  
. در پاسخ دفاعي گياه عليه آلودگي ويروسي درگير است  GLPتحقيق،

CaGLP1  در رده جديدي از خانوادهPR ها بـه نـام    پروتئينPR-16 
روي دفـاع   GLPمكانيسمي كه بـه وسـيله آن   . بندي شده است طبقه

هاي فعال اكسيژن گذارد احتمالا مربوط به توليد گونهمي ثيرأگياهان ت
  ).14(توسط گياه است 
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  هاي مختلفدر زمانويروس موزاييك كوتوله ذرت هاي ذرت آلوده به در گياهچه GLPتغييرات بيان ژن  - 4شكل 

Figure 4- Changes of gene expression of GLP in maize seedlings infected by maize dwarf mosaic virus in a time courses assay 
 

 هر در S-adenosylmethionine synthase (SAMS)بيان ژن 

در  داشـت،  دارافـزايش معنـي   زنـي مايه از پس يك ساعت ژنوتيپ دو
 به زنيمايه از پس ساعت 24هيبريد متحمل  در آن بيان ميزان حاليكه

 زمان تا بررسي مورد وتيپژن دو هر در سپس رسيد خود بالاترين مقدار

 ژن هايميزان رونوشت .كرد طي نزولي سير آلودگي از پس ساعت 72

 حسـاس  رقـم  در و برابـر  20در هيبريد متحمل  بيان بيشينه زمان در

گيـاه   در ژن ايـن  بيـان  ميـزان  ضـمناً . بـود  صفر زمان برابر 14حدود 
 از بعـد  تساع 24برابر در مقايسه با ميزان بيان در  5/1حدود  متحمل

  ).5شكل (بود  بالاتر گياه حساس در آلودگي
S-adenosylmethionine synthase   ــدي در ــزيم كلي يــك آن

ــه از  ــان اســـت كـ ــد و  ATPمتابوليســـم گياهـ ــونين توليـ   متيـ
S-adenosylmethionine (SAM) اين ماده به عنوان يك . كندمي

يجـاد  نقش اتيلن در مسـيرهاي ا . كندساز در سنتز اتيلن عمل ميپيش
هـاي  و همچنـين تـنش   هـاي زيسـتي  مقاومت گياهان در برابر تـنش 

 فلـزات سـنگين،   شـيميايي،  مـواد  هاي مكانيكي،غيرزيستي نظير زخم
دما به خوبي مشخص و اثبات شـده اسـت    خشكسالي و افزايش شديد

وسيله القاءكنندگان بيوسنتز اتيلن شامل به SAMبيان ژن ). 13و  28(
هاي مكانيكي ي باكتريايي و قارچي و محركتنش شوري، اليسيتورها

  ). 31(يابد افزايش مي
برداري به روش ريزآرايـه  مطابق با نتايج اين آزمايش، آناليز نسخه

، نشان SCMV (Sugarcane mosaic virus)در گياه ذرت آلوده به 
در  S-adenosylmethionine synthaseي افزايش بيـان ژن  دهنده

بـوده اسـت و همچنـين     SCMVمقـاوم بـه   هر دو ژنوتيپ حساس و 
هاي حساس و مقاوم مشاهده شده اسـت  دار بين ژنوتيپاختلاف معني

نتــايج بررســي حاصــل از پــيش تيمــار گياهــان ذرت آلــوده بــا ). 35(
MDMV  با مادهS-methylmethionine  نشان داد كه در هفته اول

افــزايش  S-adenosylmethionine synthaseتحريــك، بيــان ژن 
هاي دوم و سوم به تدريج كـاهش يافتـه   ريع داشته است و در هفتهس

-Sاست، بنابراين پيشنهاد شده است كه اين ژن بوسيله افزايش توليد 

adenosylmethionine  در پاسخ به آلودگي باMDMV   به ويـژه در
در ارتباط بـا القـاء مقاومـت در    ). 22(روزهاي اوليه آلودگي نقش دارد 

ه از القاگرهاي مختلف لازم است زمـان كـافي بـراي    گياهان با استفاد
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برداري حداقل يك هفته  جذب فاكتور تيمار كننده به گياه داده و نمونه
گيري باشـد   بعد از القاء انجام شود تا حداكثر ميزان تغييرات قابل اندازه

ولي در مطالعه حاضر با توجه به رشد و تكثيـر حـداكثري ويـروس در    
هـاي مقـاومتي در سـاعات اوليـه بعـد از      واكـنش گياه و لزوم بررسـي  

  . برداري در ساعات اوليه بعد از آلودگي صورت گرفتآلودگي، نمونه
سـازي گيـاه   در زمان اوليـه آلـوده   SAMافزايش ميزان بيان ژن  

ذرت به ويروس نشان دهنده نقـش كليـدي ايـن ژن در زمـان اوليـه      
 طريق از توانندگرها ميبيمار برخي. باشدمواجهه گياه با تنش زنده مي

 دفـاعي  هـاي مسير انتقال سيگنال اتيلن، القا كننـده پاسـخ   سازيفعال
دهي اتـيلن  در سيگنال گياهان باشند و اين در حالي است كه اگر گياه

هـاي زيسـتي و   دچار مشكل شوند حساسيت يا مقاومت آنها به تـنش 
  ). 19(غير زيستي دچار تغييرخواهد شد 
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Figure 5- Changes of gene expression of SAM in maize seedlings infected by maize dwarf mosaic virus in a time courses assay. 
 
 تعـاملات  در عملكـردي  نقـش  3-3-14هاي پروتئين گياهان، در
 و تنظـيم  سـيگنال  انتقال مسيرهاي واسطه دارند كه پروتئين-پروتئين
 كنتـرل  هورمـون،  متابوليسـم،  ماننـد  بيولوژيكي فرايندهاي از بسياري
در  3-3-14 هـاي پـروتئين . هسـتند  هـا به تنش پاسخ سلولي و چرخه

ــته  ــودات هس ــام موج ــي تم ــده م ــي دي ــوان  دار واقع ــه عن ــوند و ب ش
دهـي مختلـف درگيـر در طيـف     يرهاي سـيگنال كننـدگان مس ـ  تنظيم

). 4(اي از مسيرهاي بيولوژيكي مورد بررسي قرار گرفته اسـت  گسترده
در هر دو گيـاه حسـاس و متحمـل     GF14-6در اين مطالعه بيان ژن 

 9بيشينه بيان در رقـم حسـاس   . افزايش نشان داد MDMVآلوده به 
. ه ويروس بـود ساعت پس از آلودگي ب 24ساعت و در هيبريد متحمل 

هاي ژن در گياه متحمـل نسـبت بـه    در زمان اوج بيان تعداد رونوشت
  ). 6شكل (برابر بود  3/1و  17گياه شاهد و حساس به ترتيب 
ها در ايجاد مقاومـت بـه انـواع مختلـف     تاثير اين گروه از پروتئين

ها متفاوت است به طوري كه در برنج آلوده به بيماري قـارچي و  تنش
شــوري و خشــكي، الگــوي متفــاوتي از ســطح بيــان ژن هــاي تــنش

 6-ZmGF14    مشاهده شده است و بيشترين ميزان بيـان در مراحـل

در اين تحقيق بيشترين ميزان ). 4( اوليه رشد جنيني گياه تعيين گرديد
سـاعت بعـد از آلـودگي     24بيان در ژنوتيـپ متحمـل در بـازه زمـاني     

دگي بـه شـدت ميـزان بيـان     روز بعد از آلو 3ويروسي ثبت گرديد ولي 
افزايش بيان ايـن ژن در هـر دو ژنوتيـپ و در سـاعات     . كاهش يافت

  اوليه بعد از آلودگي نشان از اهميت اين ژن و محصـول پروتئينـي آن   
در مطالعه مشابهي . هاي زيستي دارد در القاء مقاومت گياهان به تنش

ــان دو ژن  ــزان بي ــزايش مي ــا ايــن مطالعــه اف    SAMSو  GF14-6 ب
ــروس   ــه ويـ ــوده بـ ــاگر  MDMVدر ذرت آلـ ــار القـ ــت تيمـ   تحـ

S-methylmethionine  و آلــوده بــهMDMV  22(مشــاهده شــد .(
Konagaya  نشــان دادنــد كــه   ) 2004(و همكــارانGF14-6  در

تعاملات بـين ژن مقاومـت در توتـون و اليسـيتور ويـروس موزاييـك       
مشاركت دارد كـه ايـن مسـئله نشـان دهنـده نقـش       ) TMV(توتون 

بر ايـن  . حصول ژن اين پروتئين در مقاومت در برابر تنش زنده استم
تواننـد بخشـي از پـروتئين پوششـي     مي 3-3-14هاي اساس پروتئين

TMV  مكانيسـم  ). 20(را تشخيص دهند و به تخريب آن كمك كنند
نيـز متصـور شـد و     MDMVتوان در مورد آلودگي بـه  مشابهي را مي
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شناسـايي و تخريـب    GF14-6شـود كـه محصـول ژن    پيشنهاد مـي 
بــا اســتفاده از ). 22(كنــد را تنظــيم مــي MDMVپــروتئين پوششــي 
را بـه   GF14-6) 2009(و همكـاران   Uzarowskaتكنيك ريزآرايـه  
و  SCMVهايي كه در پاسـخ بـه آلـودگي ذرت بـا     عنوان يكي از ژن

MDMV بررسـي الگـوي بيـان    ). 35(شود شناسـايي كردنـد   القا مي
ــورد اســت ژن دهــد كــه ژن فاده در ايــن تحقيــق نشــان مــي هــاي م

Peroxiredoxin   نقش مهمي در ايجاد مقاومت گياه در ساعات اوليه
كه ايـن افـزايش حـداكثري بـراي سـاير       كند در حاليآلودگي ايفاء مي

هـا ژن  با توجه به اين داده. تري اتفاق افتادهاي طولانيها در زمان ژن
Peroxiredoxin يك نشانگر زيستي مطمئن براي تواند به عنوان مي

هاي مقاومتي ارقام ذرت به ايـن ويـروس مـورد    ارزيابي سريع واكنش
 .توجه قرار گيرد
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Figure 6- Changes of gene expression of GF14-6 in maize seedlings infected by maize dwarf mosaic virus in a time courses assay 

 
ژنوتيـپ، زمـان و    كه اثر داد نشان واريانس تجزيه از حاصل نتايج
هاي مورد بررسـي  داري بر بيان ژنمعني هايتفاوت اين دو اثر متقابل

و  تفاوت دهنده نشان كه) 2جدول ( دخيل در مسيرهاي دفاعي داشتند
تـنش   تحـت  هـا متفاوت ژنوتيـپ  واكنش نيز و هاژنوتيپ بين در تنوع

هـاي  با توجه به داده. برداري استهاي مختلف نمونهويروسي در زمان
حاصل از آناليز واريانس مقادير مربوط به اختلاف ميانگين مربعـات در  

 SAMS ،GLPهاي حالت بررسي اثر متقابل زمان و ژنوتيپ براي ژن
معنادار بوده و اين درحالي اسـت كـه بـراي    % 1در سطح  GF14-6 و

هـا در سـطح   اختلاف بين ميانگين مربعات داده Peroxiredoxinژن 
با توجه به اينكه اختلاف بين مجموع مربعـات  . دار شده است معني% 5

ها معنادار بوده است و در تمام موارد تست شـده در هـر   براي تمام ژن
ها با كـاهش قابـل تـوجهي    زان بيان ژندو ژنوتيپ با گذشت زمان مي
هاي زماني بعد از آلودگي ويروسي جهـت  روبرو بوده است افزايش بازه

توانسـت بـر روي   ها مـي برداري و تعيين ميزان تغييرات بيان ژننمونه
هاي دفاعي سـريع و اوليـه گيـاه بـه     ميزان بيان و درك صحيح پاسخ

 .تنش بيماري تاثيرگذار باشد
هاي مختلف درگير در مسيرهاي دفـاعي در  پروتئينافزايش بيان 

اي از دهـد كـه مجموعـه   هاي مختلف بعـد از تـنش نشـان مـي    زمان
هـاي  زدايـي گونـه  هـاي مختلـف از جملـه سـم    ها با مكانيسمپروتئين

  .اكسيژن فعال، در پاسخ گياه به بيمارگر دخالت دارند
بـه دليـل   سازي احتمالا اين افزايش در اولين ساعت پس از آلوده

هـاي جديـد بـا اسـتفاده از     فعاليت سـريع ويـروس در مونتـاژ نسـخه    
سـاعت   10طوريكه بصورت ميـانگين   هاي خود گياه است بهپروتئين

شوند هاي كامل ويروسي در گياه ايجاد ميزني اولين پيكرهپس از مايه
 طور طبيعـي  به بيماريزايي با مرتبط هاياز پروتئين برخي اگر چه). 1(

 از پس آنها بيان ولي شوند،بيان مي گياه هايبافت در اندكي زانمي به

 ميـزان زيـادي   بـه  محيطـي  هايتنش يا و زابيماري عامل آلودگي با

 ها در پاسخپروتئين اين بر نقش محكمي دليل خود كه يابدمي افزايش

  .باشدغيرزنده مي زنده و منشاء عوامل با هاييبه آسيب مقاومت و
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Table 2- Analysis of variance for gene expression data under maize dwarf mosaic virus stress at different time courses 

 ميانگين مربعات

Mean square آزادي درجه 

df. 

 تغيير منبع

S.O.V 
Peroxiredoxin SAMS GLP GF14-6 

**70.8635 **134.6347 **167.587 **104.9241 4 
 زمان

Time 

**85.95735 **63.817 **59.999 64.8788 1 
 ژنوتيپ

Genotype 

*0.86156 **8.11567 **7.19131 **9.84736 4 
 ژنوتيپزمان

Time Genotype 

0.469 
0.668  

0.485 0.398 10 
 خطا

Error 

 كل 19 --  --  --  -- 

   01/0و  05/0داري در سطح احتمال  به ترتيب معني**: و *
* and ** Significant differences in 0.05 and 0.01 level respectively  

  
  گيري نتيجه

هـاي  بيماري ويروسي موزاييك كوتـولگي ذرت يكـي از بيمـاري   
دم وجـود  ع ـ. باشـد مخرب ذرت در مناطق زير كشت اين محصول مي

اي روبـرو كـرده   ارقام مقاوم، كنترل اين بيماري را با مشكلات عديـده 
هاي مورد آزمايش اگر چه در هـر  در اين تحقيق ميزان بيان ژن. است

دو ژنوتيپ حساس و متحمل نسبت به شاهد غير آلوده افزايش داشـته  
لذا بـا  . است ولي در گياهان متحمل اين افزايش قابل توجه بوده است

شود كـه  گيري ميهاي حاصل از اين مطالعه چنين نتيجهه به دادهتوج
ها به عنوان بيوماركرهاي مناسب در جهت انتخـاب  توان از اين ژنمي

با . ارقام متحمل و يا نسبتاً مقاوم به اين بيماري ويروسي استفاده نمود
هاي ويروسي و با توجه بـه  توجه به اهميت زمان در تشخيص بيماري

علاوه بر آن كه در بازه زماني يك ساعت  GLPست آمده ژن نتايج بد
ميزان بيان بالاتري را در رقم متحمـل نسـبت حسـاس    بعد از آلودگي 

نشان داد اختلاف بيان نسبتا قابل توجهي هم نسبت به رقـم حسـاس   
هاي مـورد  ها داشته است و بدين ترتيب نسبت به ساير ژندر كل بازه

 وانــد در غربــالگري ارقــام مقــاوم بــه تاســتفاده در ايــن تحقيــق مــي
  .هاي ويروسي ذرت مورد استفاده قرار گيردبيماري
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Introduction: Maize (Zea mays L.) is one of the most widely cultivated crops worldwide. More than 40 viruses 

can infect sweet corn. Maize dwarf mosaic virus (MDMV) is a positive-sense single strand RNA potyviruses that cause 
significant crop yield loss in susceptible sweet corn varieties. Infected young leaves by MDMV show chlorotic spotting 
which may eventually turn into a mosaic or mottled pattern. Approximately two-thirds of maize varieties are susceptible 
to MDMV infection, and even young resistant plants may be infected to the virus at 2-3 leaf stage. These symptoms 
vary greatly depending on the host genotype, time of infection, and on the strain causing the injection. However, the 
precise molecular details of maize responses to MDMV infection are largely unknown. In sensitive and tolerant plants 
during viral infection, the expression level of defense -related genes are altered based on plants ability to recognize 
pathogen attack. The elevated expression of defense-related genes such as SAMS and G-box factor 14-6 (GF146) leads 
to production of resistance proteins which are considered as molecular response of maize to variety of biotic stresses. 
The production of resistance proteins and the enhanced expressions of Peroredoxin, SAMS, G-box factor 14-6 (GF14-
6), and other genes are considered as typical responses in maize varieties. Proteomic analysis in susceptible and tolerant 
maize seedlings infected by sugarcane mosaic virus showed a high expression of 96 different proteins. In this study, the 
expression level of some defense genes including Germin like protein (GLP), Peroxiredoxin (Prx), GF14-6 and S-
adenosylmethionine synthase (SAMS) was investigated in both susceptible and tolerant maize genotypes against MDMV 
at different times after inoculation by qRT-PCR. 

 Material and Methods: The seed of SC705 cultivar and the number of hybrid number 8 (KLM75010/4-4-1-2-1-
1-1×MO17) were used as susceptible and tolerant cultivar to MDMV, respectively. All the seeds were sterilized with 
chloramine T (3%), washed three times with distilled water and then grown in a greenhouse under controlled conditions 
at 25°C. Leaves of infected plants by MDMV showing macroscopic symptoms were homogenized in phosphate buffer 
(pH 7.2, 0.06 M) and were used for inoculation using carborundum. The leaves of mock-plants were mechanically 
injured and infected with phosphate buffer. Sampling was done at 5-time intervals including 0, 1, 9, 24 and 72 hours 
after plant viral infection. Total RNA was extracted from the leaf tissue and further treated with RNase free DNaseI to 
eliminate any DNA contamination. Reverse transcription reaction was performed using M-MuLV reverse transcriptase. 
Gene expression analysis was done using qRT-PCR method by an iCycler instrument (iQ5, BioRad, USA) using SYBR 
Green PCR MasterMix and the relative gene expression was calculated according to ΔΔCT method according to the 
Pfaffl method. The reaction of PCR was carried out at 50 °C for 2 min, 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 
°C for 15 s, 59 ºC for 20 s, and 72 ºC for 20 s. Reactions were finished with a dissociation step, starting at 55°C to 95 
°C by increasing 0.5°C per cycle for 80 cycles. 

Results and Discussion: Symptoms of infected susceptible and tolerant plants were monitored for 20 days post 
inoculation (dpi). The success of infection was verified using the ELISA technique. All the susceptible SC705 cultivars 
showed visible mosaic symptoms at 16 dpi to MDMV while 8-hybrid plants showed mild mosaic symptoms at 19 dpi. 
Gene expression analysis showed that the expression level of all tested genes was significantly increased in tolerant 
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maize in comparing with susceptible maize plants. One hour after maize inoculation an increase of expression level was 
seen for all tested genes. Peroxiredoxin and GLP were up-regulated at 1 hpi and then decreased over time. SAM and 
GF14-6 were up-regulated in the all-time intervals but the highest expression level was noted at 24 hpi. The lowest 
expression level for all tested genes was observed at 72 hpi. In the other word, the expression levels of SAM and GF14-
6 genes were elevated in a moderate rate with a continuous increase in the infected maize from first time point after 
inoculation until last time point of sampling. The rapid induction of defense-related genes is required to activate defense 
mechanisms and respond to against pathogens attacks. In this research, we tested the expression profile of four genes 
which have been defined as important proteins related to disease and stress signals. 

Conclusion: Based on these results, we can conclude that tested genes in this research could be suitable as 
biomarkers for the selection of tolerant or relatively tolerant maize cultivars against MDMV. Among them, GLP gene 
was more efficient as a screen able marker. 
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