
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

 
 

 

 

 

 

 کشاورزیدانشکده 

 ی بیوتکنولوژی کشاورزیرشته نامه کارشناسی ارشدپایان

 

مقاومت در گیاه خیار تحت تیمار فسفیت پتاسیم و سالسیلیک  یهاژنارزیابی الگوی بیان برخی از 

 (Fusarium solani)عامل بیماری پوسیدگی ریشه ی خیار  خاک زاداسید در مقابله با پاتوژن 
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 تعهد نامه

دانشکده .کشاورزی دانشگاه  بیوتکنولوژی کشاورزیدانشجوی دوره کارشناسی ارشد)دکتری( رشته  صدرا رضاییاینجانب 

مقاومت در گیاه خیار تحت تیمار فسفیت پتاسیم و  یهاژنارزیابی الگوی بیان برخی از "نامه صنعتی شاهرود نویسنده پایان

تحت راهنمائی  "(Fusarium solani)عامل بیماری پوسیدگی ریشه ی خیار  خاک زادسالسیلیک اسید در مقابله با پاتوژن 

 .شومدکتر شاهرخ قرنجیک و دکتر شیده موجرلو متعهد می

  است و از صحت و اصالتبرخوردار است . شدهانجامتوسط اینجانب  نامهپایانتحقیقات در این 

  استناد شده است . مورداستفادهدر استفاده از نتایج پژوهشهای محققان دیگر به مرجع 

  تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه  نامهپایانمطالب مندرج در

 نشده است .

  دانشگاه صنعتی » و مقالات مستخرج با نام  باشدمیمتعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود  کلیه حقوق معنوی این اثر

 به چاپ خواهد رسید .«  Shahrood  University  of  Technology» و یا « شاهرود 

  تأثیرگذار بوده اند در مقالات مستخرج از  نامهپایانحقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایح اصلی

 .گرددیمرعایت  نامهایانپ

  است ضوابط و  شدهاستفاده(  هاآن، در مواردی که از موجود زنده ) یا بافتهای  نامهپایاندر کلیه مراحل انجام این

 اصول اخلاقی رعایت شده است .

  است  شدهاستفاده، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا نامهپایاندر کلیه مراحل انجام این

 اصل رازداری ، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است .

 8931ده تیر ماه 

 امضای دانشجو
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 مالکیت نتایج و حق نشر
 شدهساختهها و تجهیزات  افزارنرمکلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج ، کتاب ، برنامه های رایانه ای ، 

 در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود .. این مطلب باید به نحو مقتضی  باشدمیاست ( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود 

 .باشدمیبدون ذکر مرجع مجاز ننامه پایاناستفاده از اطلاعات و نتایج موجود در 
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 چکیده

عامل پوسیدگی ریشه، میوه و طوقه کدوئیان است که  Fusarium solani f. Sp.cucurbitaeبیمارگر 

این محصولات ایجاد کرده است. هدف  دهندگانپرورشاخیر مشکل اقتصادی زیادی برای  یهاسالدر 

عامل پوسیدگی  Fusarium solani f. Sp.cucurbitaeاز تحقیق حاضر جداسازی و شناسایی بیمارگر 

پس بررسی پاسخ آنزیمی و مولکولی رقم حساس )رقم ریشه، طوقه و میوه در مزارع کدوئیان و س

( در اثر آلودگی با این بیمارگر بود. Cucumis sativusنگین( و رقم مقاوم )رقم خسیب( گیاه خیار )

غالب و نژاد  یگونه عنوانبه  Fusarium solani f. Sp cucurbitae نتایج این تحقیق نشان داد که

بیان ژن  یهاداده لیوتحلهیتجز. با باشندیمشده  یریگنمونه نژاد غالب در مزارع عنوانبهیک 

در گیاهان شاهد و رقم مقاوم در مقایسه با رقم حساس  pr-1ژن  یهارونوشتمشخص شد که سطح 

. این در حالی است باشدیمو هفت برابر بالاتر  88/4، 5/829در روزهای سوم، هفتم و دهم به ترتیب 

، 83/8( در گیاهان شاهد رقم حساس نسبت به رقم مقاوم به میزان palآمونیالیاز )که ژن فنیل آلانین 

برابر به ترتیب در روزهای سوم، هفتم و دهم بیان بالاتری داشت. همچنین افزایش  84/8و  85/44

و  5/8با قارچ نسبت به گیاهان شاهد در رقم مقاوم ) یزنهیمابیان هر دو  ژن در روز دهم پس از 

( مشاهده شد. پیش تیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید pr1و  palبرابر به ترتیب برای ژن  21/82

موجب افزایش بیان هر دو ژن در رقم حساس و مقاوم در مقایسه با گیاهان تلقیح شده با قارچ شد 

 82/22به میزان  pr1این پیش تیمار در رقم مقاوم خسیب در روز سوم )ژن  ریتأثبیشترین  کهیطوربه

 pal 879برابر و ژن  5/59به میزان  pr1برابر( و در رقم نگین در روز دهم )ژن  pal 44/59برابر و ژن 

گیاهان رقم خسیب با  یزنهیماکاتالاز در اثر  یدانیاکسیآنتبرابر( مشاهده شد. نتایج نشان داد آنزیم 

در گیاه شاهد( افزایش فعالیت و چهار برابر فعالیت آنزیم  55/4قارچ در روز سوم و هفتم )به ترتیب 

دهد. برابر فعالیت آنزیم در گیاه شاهد( نشان می 3/8و  99/2بیشتری در مقایسه با رقم حساس نگین )

در  که یطورهمچنین تیمار سالیسیلیک اسید موجب افزایش فعالیت کاتالاز در رقم خسیب شد به 

میلی مولار با  25و تیمار فسفیت پتاسیم برابر حالت شاهد گردید  15/2روز سوم فعالیت این آنزیم 

برابر فعالیت آنزیم در حالت شاهد در روز سوم(.  4/9افزایش فعالیت کاتالاز در رقم نگین همراه بود )

با قارچ تغییر معناداری نسبت به گیاهان  یزنهیمادر رقم نگین در اثر تیمارها و  PALفعالیت آنزیم 

قاوم، تنها در روز هفتم افزایش معناداری در تعدادی از تیمارها رقم م کهیدرصورتشاهد نشان نداد 

برابر گیاه شاهد( داشت. بنابر نتایج این آزمایش  43/2پیش تیمار با سالیسیلیک اسید ) ازجمله

میلی مولار و  25تیمارهای سالیسیلیک اسید )با غلظت دو میلی مولار( و فسفیت پتاسیم )با غلظت 

مرتبط با  یهامیآنزدفاعی و افزایش فعالیت  یهاژنباعث افزایش بیان  نندتوایممیلی مولار(  94

 گردد. F. Solani f. Sp. Cucurbitaeزنده و افزایش مقاومت گیاه به بیمارگر  یهاتنش

 ت پتاسیم، بیان ژن، فعالیت آنزیمکلمات کلیدی: خیار، سالیسیلیک اسید، فسفی
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 هانیپروتئ PR یهاخانواده: 8-2جدول 

ای برنامه واکنش زنجیرهها و شناسایی مولکولی جدایه منظوربه مورداستفاده: آغازگرهای 8-9جدول 

 پلیمراز

  فوزاریوم سولانیبرای شناسایی مولکولی نژاد یک و دو قارچ   مورداستفادهآغازگرهای  2-9جدول 

 cDNAترکیبات واکنش ساخت رشته اول  9-9جدول 

 مشخصات آغازگرهای مورداستفاده جهت بررسی تغییرات بیان ژن 4-9جدول 

 Real time PCRاجزاء مخلوط واکنش   5-9جدول 

 Real time PCR: برنامه دمایی 4-9جدول 

 جدایه عامل بیماری جداسازی شده از مزارع جالیز 55: فهرست 8-4جدول 
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 DNA با PCR محصول دو شماره چاهک و cDNA با PCR محصول کی شماره چاهک ،(N) یمنف

 58 .................................................................................................................................................................................... .یژنوم

 و دیاس کیلیسیسال با ماریت اثر در  نینگ حساس رقم در pr1 ژن انیب راتییتغ یبررس: 85-4 شکل

 دهندهنشان بارها. است کیولوژیب تکرار سه حاصل هانیانگیم .قارچ با یزنهیما و میپتاس تیفسف

 54 ................................................................................................................................................ .باشندیم استاندارد خطای

 و دیاس کیلیسیسال با ماریت اثر در  بیخس مقاوم رقم در pr1 ژن انیب راتییتغ یبررس: . 88-4 شکل

 دهندهنشان بارها. است کیولوژیب تکرار سه حاصل هانیانگیم. قارچ با یزنهیما و میپتاس تیفسف

 57 ................................................................................................................................................ .باشندیم استاندارد خطای

 و دیاس کیلیسیسال با ماریت اثر در نینگ حساس رقم در pal ژن انیب راتییتغ یبررس 82-4 شکل

 دهندهنشان بارها. است کیولوژیب تکرار سه حاصل هانیانگیم. قارچ با یزنهیما و میپتاس تیفسف

 45 ................................................................................................................................................ .باشندیم استاندارد خطای

 تیفسف و دیاس کیلیسیسال با ماریت اثر در بیخس مقاوم رقم در pal ژن انیب راتییتغ 89-4 شکل

 خطای دهندهنشان بارها. است کیولوژیب تکرار سه حاصل هانیانگیم. قارچ با یزنهیما و میپتاس

 42 ............................................................................................................................................................. .باشندیم استاندارد

 هفتم، روز: ب سوم، روز: الف. نینگ حساس رقم اهانیگ در کاتالاز میآنز تیفعال راتییتغ 84-4 شکل

 کی سطح در داریمعن اختلاف نشانه مشترک ریغ حروف و تکرار سه حاصل هانیانگیم. دهم روز: ج

 44 ........... .شدهاند گذاری حروف و سهیمقا مجزا طوربه متفاوت یهازمان. است دانکن آزمون اساس بـر درصد

 روز: ب سوم، روز: الف. بیخس مقاوم رقم اهانیگ در کاتالاز میآنز تیفعال راتییتغ یبررس 85-4 شکل

 سطح در داریمعن اختلاف نشانه مشترک ریغ حروف و تکرار سه حاصل هانیانگیم. دهم روز: ج هفتم،

 گذاری حروف و سهیمقا مجزا طوربه متفاوت یهازمان. است دانکن آزمون اساس بـر درصد کی

 44 ................................................................................................................................................................................. .شدهاند

 روز: ب سوم، روز: الف. نینگ حساس رقم اهانیگ در PAL میآنز تیفعال راتییتغ یبررس 84-4 شکل

 سطح در داریمعن اختلاف نشانه مشترک ریغ حروف و تکرار سه حاصل هانیانگیم. دهم روز: ج هفتم،

 گذاری حروف و سهیمقا مجزا طوربه متفاوت یهازمان. است دانکن آزمون اساس بـر درصد کی

 41 ................................................................................................................................................................................. .شدهاند

 روز: ب سوم، روز: الف. بیخس مقاوم رقم اهانیگ در PAL میآنز تیفعال راتییتغ یبررس 87-4 شکل

 سطح در داریمعن اختلاف نشانه مشترک ریغ حروف و تکرار سه حاصل هانیانگیم. دهم روز: ج هفتم،

 گذاری حروف و سهیمقا مجزا طوربه متفاوت یهازمان. است دانکن آزمون اساس بـر درصد کی

 43 ................................................................................................................................................................................. .شدهاند

 ,Jia et al) ذرت اهیگ مختلف یبافتها در نهایپروتئ یفراوان با ژنها رونوشت یهمبستگ 81-4 شکل

2017) .PC :نها،یپروتئ یفراوان و ژنها رونوشت نیب مثبت یهمبستگ LC :نیب نییپا یهمبستگ 

 74 ....................... .نهایپروتئ یفراوان و ژنها رونوشت نیب یمنف یهمبستگ: NC نهایپروتئ یفراوان و ژنها رونوشت

file:///C:/Users/sadra/Desktop/Thesis%20Template.docx%23_Toc19487546
file:///C:/Users/sadra/Desktop/Thesis%20Template.docx%23_Toc19487546
file:///C:/Users/sadra/Desktop/Thesis%20Template.docx%23_Toc19487546
file:///C:/Users/sadra/Desktop/Thesis%20Template.docx%23_Toc19487547
file:///C:/Users/sadra/Desktop/Thesis%20Template.docx%23_Toc19487547
file:///C:/Users/sadra/Desktop/Thesis%20Template.docx%23_Toc19487547


 ح

 

 Marcotte(Vogel and ,. یانسان یسلولها در نهایپروتئ یفراوان و mrna نیب ارتباط 83-4 شکل

2012) ................................................................................................................................................................................... 75 

  

  



 

8 

 

 مقدمه:  8فصل 

 



2 

 

 نظر از . خیارباشدیم (Cucurbitaceae)ی کدوئیان از خانواده Cucumis sativusخیار با نام علمی 

در  شدتبه که است ایران و جهان در مصرفی جاتصیفی ینترمهم از یکی کشت وسعت و اقتصادی

پوسیدگی ریشه، طوقه و  نیز قارچی هایبیماری میان از .دارد قرار قارچی هایبیماری تهدید معرض

 روی بر شدهانجام مطالعات ،وجودینباااست.  جهان سطح در خیار هایبیماری ترینشایع از میوه یکی

برای  خیار پلاسم ژرم ژنتیکی عظیم ظرفیت اکثر و بوده محدوده بسیار ایران در بیماری اینعوامل 

این  مهم زراعی یهااکثر گونه که است داده نشان است. مطالعات مانده ناشناخته بیماری این کنترل

 .Olczak-Woltman et al)شوند می زیادی خسارات متحمل و بوده حساس هابیماری به انواع خانواده

2011) . 

 مصرف دلیل به که باشدمی گیاهی هایبیماری کنترل راهکار ترینشایع شیمیایی مبارزه حاضر حال در

 زیادی هایخسارت سالانه کهیطوربهبه دنبال داشته است.  را هایماریب و آفات مقاومت سموم، رویهبی

 شیمیایی مواد باقیمانده وجود این بر علاوه .شودمی وارد کشاورزان گیاهی به هایبیماری حمله اثر در

 تهدید را کنندگانمصرف جامعه سلامتی که است شدهیلتبد اساسی یامسئله به تولیدی محصولات در

 آلودگی صد، در صد کارایی عدم دلیل به کشقارچ ترکیبات استفاده از امروزه دلیل همین . بهکندیم

. (Paulus et al. 1976)است  شده کشیده چالش به شدتبهبیمارگر  در مقاومت ایجاد و زیست محیط

 که است شده اجرا و پیشنهاد گیاهی هایبیماری کنترل برای متعددی هایمشکل راه این بر غلبه برای

 مؤثر ژنتیکی عوامل یا و مقاوم هاییپژنو ت ییو شناسا بیولوژیک مبارزه های زراعی،روش هاآن ازجمله

 مقاوم ارقام ایجاد .باشدمی ایگلخانه و ایمزرعه هایکشت برای ترارقام متحمل ایجاد و مقاومت در

 ارقام انتخاب و تلاقی طریق از کلاسیک اصلاح هایاستراتژی که است مورداستفاده سنتی هایراه از یکی

 . (Nagao et al. 1994) است هاروش این در مورداستفاده راهکارهای ازجمله مقاوم

هزار هکتار  924، حدود 8934-35در سال زراعی ایران، وزارت جهاد کشاورزی  یآمارنامهآخرین  بنابر

زراعی کشور به انواع محصولات جالیزی اختصاص داشته است. از  برداشتدرصد از سطح  77/2برابر با 

 یرتبهدرصد  2/22و خیار با  7/22 ، خربزه با9/42برداشت محصولات جالیزی هندوانه با  بین سطح

 7/82حدود  جمعاًهستند و سایر محصولات جالیزی  دارا را اول تا سوم سطح محصولات جالیزی کشور

 (.8-8)شکل  انددادهدرصد از میزان سطح برداشت این گروه از محصولات را به خود اختصاص 

 
 8934-35در سال زراعی ایران توزیع سطح برداشت گروه محصولات جالیزی : 8-8 شکل
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 های خراسانآبی متعلق به استان های کشور بیشترین سطح برداشت محصولات جـالیزیبین استاناز 

 و خوزستان 1/3سیسـتان و بلوچسـتان و فـارس بـا  ،2/82کرمـان بـا  جنوب اسـتان ،8/87رضوی با 

 باشد و کمترین سطح برداشت محصولات جالیزی آبی متعلق به استان چهارمحال ودرصد می8/3با 

 .(8935، نامیب) باشدیمهکتار  5 بختیـاری بـا

درصد از کل تولیدات  7/3معادل  میلیـون تـن 1کل میزان تولید محصولات جالیزی کشور حـدود 

. درصد است 9/9درصد و اراضی کشت دیـم7/34باشد. از این مقدار تولید اراضی کشت آبی زراعی می

درصد رتبـه  5/81و خربزه با  3/25خیار با  ،2/55 نه بااز بین میزان تولید محصولات جالیزی هندوا

و سایر محصولات جالیزی ( 2-8)شکل سوم میزان تولید محصولات جالیزی کشور هستند  اول تـا

، نامیب) انددادهگروه محصولات را به خود اختصاص  درصد از میزان تولید ایـن 7/3جمعاً حدود 

8935.) 

 
 8934-35درصد توزیع میزان تولید گروه محصولات جالیزی در سال زراعی  2-8شکل 

 

ها اشاره آن نیترمهمکه در ادامه به  شوندیمبیمارگرهای مختلفی باعث ایجاد بیماری در کدوئیان 

گونه  35است. این جنس بیش از  2اامیستجنس مهمی از بیمارگرهای رده ی  8فیتوفتورا .شودیم

همگی  Phytophthora gonapodyidesآبزی و ساپروفیت  یگونه یاستثنابهمورفولوژیک دارد که 

روی طیف وسیعی از  وهیو ماز بیمارگرهای مهم گیاهی و از عوامل پوسیدگی ریشه، ساقه، برگ  هاآن

ه موجب میلیاردها دلار خسارت در سراسر گیاهان میزبان )بیش از  هزار گونه( در جهان هستند و سالان

ارگر خاکزی است که در نیز یک بیم رایزوکتونیا. قارچ (Cooke and Little 2002) گردندیمدنیا 

سراسر دنیا پراکنش دارد و عامل پوسیدگی ریشه، شانکر، مرگ ناگهانی، تخریب میوه و حتی بیماری 

باعث  عمدتاًآلترناریا بیمارگر دیگری است که  (Asaka and  Shoda 1996). باشدیماندام هوایی گیاه 

های آسکومیست است. های مهم قارچشود. این قارچ یکی از جنسدر کدوئیان می برگیبیماری لکه

، (Pscheidt 1986) باشدیمو بادنجان  ینیزمبیس، یفرنگگوجهمهم برای آلترناریا شامل  یهازبانیم

بیماری شامل گزنه، فلفل قرمز و گیاهان غیر از خانواده بادنجانیان مانند خیار و گل  یهازبانیمسایر 
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 یهاگونهاست که  یاگونهبه. کشور ایران از نظر شرایط اقلیمی (Neergaard 1945) باشدیمآهار 

را در ایران شناسایی کرده  آلترناریااخیر شش گونه قارچی  قارچی آلترناریا دارای تنوع بوده و مطالعات

است که پراکنش جهانی داشته و از  خاک زاد یهاقارچ نیترمهمیکی از  فوزاریوماست. شبه جنس 

 یهایماریببوده و  زایماریب فوزاریوم یهاگونهبسیاری از  .باشدیمبرخوردار  یاژهیواهمیت اقتصادی 

. برخی مولد پوسیدگی در انواع سبزیجات، کنندیمکدوئیان ایجاد  ازجملهمهمی را در گیاهان زراعی 

بعضی عامل مرگ گیاهچه، پوسیدگی ریشه، طوقه و شانکرهای ساقه هستند و بعضی عامل پژمردگی 

موجب  با شرایط اقلیمی گوناگون هاآناین جنس و قدرت سازگاری  یهاگونهتنوع . باشندیمآوندی 

شده است که این قارچ در نواحی گوناگون جهان مانند خاورمیانه، ژاپن، تایوان، اروپا، جنوب امریکا، 

 یهاگونهکانادا، مکزیک و ایالات متحده خسارات فراوانی به محصولات کشاورزی وارد سازد. بعضی از 

 کنندیمو انسان خسارت وارد  هادام، وحشاتیحبه  رونیازازهرابه تولید کرده و  شدتبهاین قارچ 

(Nelson et al. 1983) . 

از زمان اولین گزارش در آفریقای جنوبی در  فوزاریوم سولانیپوسیدگی ریشه در اثر  خاک زادبیماری 

در ایالات  8348در سال  ازجملهتا به امروز در بسیاری از مناطق جهان   (Doidge 1937) 8397سال 

 (Kinjo et al. 1989)در ژاپن  8317و در سال  (Snyder and Hansen 1941)متحده آمریکا 

 علائمدر مناطق مختلف کشور اسپانیا  8334و  8335 یهاسالاست. در  شدهییشناساجداسازی و 

که پس از مدتی با مرگ کامل گیاه همراه بود. این  شدیمهای کدو مشاهده زردی و پژمردگی در برگ

بود. ازین رو این  فوزاریوم سولانیتوسط توسان و اسنایدر برای نژاد یک  شدهگزارشمشابه علائم  علائم

بیماری  . این(Armengol et al. 2000)در اسپانیا گزارش شد  2555بیماری برای اولین بار در سال 

ی تولید کدوئیان در آمریکا منطقه نیتربزرگ عنوانبهمشکل اقتصادی بزرگ برای کشاورزان کالیفرنیا 

. (Mehl and Epstein 2007)درصد از محصول کدو را از بین می برد  95است و سالانه حداقل 

 یهاگلخانهمتمادی باعث آسیب جدی به محصول  یهاسالهمچنین در  ریوم سولانیفوزابیمارگر 

همکاران با بررسی عامل  . در ایران، عراقی و(Bourbos et al. 1997)خیار در کشور مصر بوده است 

در تمام مراحل رویشی  فوزاریوم سولانیپوسیدگی طوقه و ریشه در مزارع کدوئیان گزارش کردند که 

شاهرود، میامی و بیارجمند  یمنطقهاز گیاهچه تا میوه دهی قابل جداسازی است و در سراسر 

 Chehri)ر در استان کرمانشاه ، همچنین این بیمارگ(8932ی و همکاران )عراقپراکنش وسیعی دارد 

et al. 2011 بیمارگر غالب عامل پوسیدگی  عنوانبه (8932 یموری و همکاران)ت( و خراسان رضوی

 ریشه و طوقه کدوئیان معرفی شدند.

 در دخیل عوامل و مولکولی مکانیسم مقاومت، درک ژنتیکی منابع و مقاوم ارقام به دستیابی منظوربه

و  8بیمارگرهای گیاهی اغلب به دو گروه بیوتروف. باشدیم ضروری زایماریب عوامل به گیاهان پاسخ

 کهیدرحال کنندیمزنده میزبان تغذیه  یهابافت. بیوتروف ها از شوندیم یبندمیتقس 2نکروتروف
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. در اثر بیمارگر دهندیمقرار  مورداستفادهمرده را  یهابافتو  کشندیمنکروتروف ها میزبان خود را 

و گیاه با ایجاد پاسخ فوق حساسیت،  شدهفعالوابسته به سالیسیلک اسید  یرسانامیپبیوتروف، مسیر 

به گسترش  تواندیماین پاسخ دفاعی  ازآنجاکه. کندیممنابع غذایی اطراف بیمارگر را محدود 

جایگزینی در گیاهان به وجود آمده است که  یرسانامیپبیمارگرهای نکروتروف کمک کند، مسیر 

 . (Glazebrook 2005) شودیمهای جاسمونیک اسید و اتیلن انجام هورمون یواسطهبه

 مورداستفاده راهکارهای نیترمهم از بیوشیمیایی مطالعات همچنین تغییرات بیان ژن و لیوتحلهیتجز

 رونیازاباشند. می مختلف بیمارگرهای به گیاهان پاسخ در درگیر مولکولی هایمکانیسم مطالعه برای

جداسازی و شناسایی عامل بیماری پوسیدگی ریشه و طوقه در مزارع جالیز  باهدفاین تحقیق 

شاهرود، ورامین و جیرفت و سپس بررسی پاسخ مولکولی و آنزیمی گیاه خیار در پاسخ به بیمارگر 

دفاعی گیاه  یهاژنتیمار سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم بر میزان بیان  ریتأثانجام شد. همچنین 

 یابی قرار گرفت.خیار مورد ارز
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  فوزاریوم سولانی 2-8

  فوزاریوم سولانیبیمارگر   یشناسختیر 2-8-8

زاد به کدوئیان خسارت زیادی را تحمیل نموده های قارچی خاکهای اخیر، افزایش بیماریدر سال

ی ناشی از آن یکی از زاد است که پوسیدگی میوهیک قارچ خاک سولانیفوزاریوم است. بیمارگر 

ای شکل و میسلیوم جدایه شود. پرگنه این قارچ دارای ظاهر پنبههای شایع خیار محسوب میبیماری

درجه  25در دمای  PDA باشد. میزان رشد پرگنه در محیطها به رنگ سفید تا سفید مایل به کرم می

 .(8932)عراقی و همکاران متراست سانتی 5/2-2ساعت در تاریکی  72ت پس از گذش سلسیوس

دهند. پس از مدت سرعت رشد کرده و اغلب میسلیوم هوایی تشکیل میبه PDAبر روی محیط 

های شود که ممکن است به رنگکوتاهی سطح محیط کشت با اسپوردوکیوم های مخلوط پوشیده می

ها وقت به رنگ نارنجی مشاهده نخواهد شد. بعضی از پرگنهآبی یا آبی دیده شود اما هیچ-کرم، سبز

ی ضخیم و کنند. ماکروکنیدی ها به فراوانی حضورداشته و دارای دیوارهلید میهای تیره تودانهرنگ

ای هستند. ماکروکنیدی ها نسبتاً پهن، مستقیم و محکم و همچنین سه تا ظاهری استوانه

قسمتی و در میسیلیوم شکل و یک یا دو و نهایتاً سه. میکروکنیدی ها بیضیباشندیم یقسمتهفت

 (.8-2)شکل  (Leslie and Summerell 2008)شوند نی یافت میهای هوایی به فراوا

 
 

  (Leslie and Summerell 2008) فوزاریوم سولانی )ب( هایمیکروکنیدی)الف( و  : ماکروکنیدی8-2شکل 
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 نیفوزاریوم سولا نژادهای فیزیولوژیک بیمارگر 2-8-2

شده است. نژاد یک این بیماری باعث پوسیدگی تاج، میوه و تاکنون دو نژاد از این قارچ شناسایی

 فوزاریوم سولانیدر خاک، کلامیدوسپور نژاد یک  .(Snyder and Hansen 1941)شود ی گیاه میریشه

هایی که با خاک مرطوب ها در سطح میوهتواند چندین سال زنده بماند. کلامیدوسپور ها و کنیدیمی

کنند. ی دانه رشد میزنند. بعد از نفوذ به سطح و گوشت میوه، به سمت حفرهتماس دارند جوانه می

ماند. کند و بین پوشش دانه و کوتیلدون باقی میی دانه، قارچ به داخل دانه نفوذ میدر حفره

را کاهش  8کنند و زنده ماندن دانهیلدون حمله نمیبه کوت فوزاریوم سولانی کوکوربیتاطورکلی به

نژاد دو این بیمارگر را شناسایی کردند. این (Tousson ans Synder 1961) دهد. توسان و سیندر نمی

-. جدایهدکنکه نژاد یک به میوه، تاج و ریشه حمله میشود درحالینژاد تنها باعث پوسیدگی میوه می

های گیاه ایجاد بیماری ی بخشهای هر دو نژاد در صورت برداشته شدن کوتیکول گیاه، در همه

توان ماکروکنیدی ها، می یشناسختیرهای . بر اساس ویژگی(Hawthorne et al. 1994)  کنندمی

که هستند درحالی یقسمتپنج غالباًبین این دو نژاد تمایز قائل شد. در نژاد یک  ماکروکنیدی های 

 .(Matuo and Snyder 1973) قسمتی بوده و پنج میکرون عرض دارند ماکروکنیدی های نژاد دو، سه

الف( و  2-2های تمام گیاه است )شکل ی بیماری ناشی از نژاد یک، پژمرده شدن برگاولین نشانه

تر ت که پس از گذشت چند روز تیرهای بارنگ روشن و آبکی اسهای اولیه در تاج شامل ناحیهنشانه

ی گیاه، میسلیوم قارچ به رنگ سفید تا صورتی بر روی سطح خاک شود. اطراف نواحی آلودهمی

هایی که با خاک که خاک منبع آلودگی باشد، میوهب(. درصورتی 2-2است )شکل  مشاهدهقابل

 .(Lloyd et a. 2015)مرطوب در تماس هستند ممکن است علائم بیماری را نشان دهند 
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 Lloyd ))الف( میسیلیوم سفیدرنگ قارچ در اطراف گیاه آلوده )ب(  فوزاریوم سولانیی خیار در اثر بیماگر های بوته: پژمردگی برگ2-2شکل 

et al. 2015) 

فوزاریوم سولانی کوکوربیتا  محققان دانشگاه کالیفرنیا با توجه به مشکلاتی که بیمارگر 2585در سال 
ت زایی و همچنین مدیریهای اخیر ایجاد کرده بود، گزارش کوتاهی از علائم و بیمارینژاد یک در سال

 ذکرشدههای بیماری شامل این موارد . در این گزارش نشانه(Lloyd et al. 2015)آن منتشر کردند 

های روشن در تاج گیاه و های تمام گیاه و به دنبال آن مرگ گیاهچه، وجود رنگ: پژمردگی برگاست

های نزدیک به سطح شوند، گیاه علائم پوسیدگی را در قسمتنواحی مرطوب که پس از مدتی تیره می

از  دهد، جداسازی گیاهان آلوده پس از مدتی با بوی نامطبوعیهای زیرخاک نشان میخاک یا قسمت

های پوسیده های ثانویه است که در بافتگیاه همراه است که به بیمارگر مربوط نیست و در اثر باکتری

شود و میسلیوم های قارچی به رنگ سفید یا صورتی مشاهده می ، اطراف گیاهان آلودهکنندیمرشد 

علائم پوسیدگی هایی که با سطح خاک در تماس هستند خاک منبع آلودگی باشد، میوه کهیدرصورت

توانند آلوده شوند اما هر چه گیاه ها در هر سنی میدهند. گیاهان و میوهرا در سطح خود نشان می

دهد. همچنین شدت بیماری به میزان رطوبت به بیمارگر حساسیت کمتری نشان می شودیتر ممسن

اول تناوب  شده است. راهائهکار ارو غلظت مایه تلقیح بستگی دارد. برای مدیریت این بیمارگر دو راه

که بیمارگر به مدت دو تا سه سال قادر است در خاک زنده بماند زراعی است که با توجه به این

ی کدوئیان کشت ی آلوده، گیاهی از خانوادهشود به مدت چهار سال در خاک مزرعهبنابراین توصیه می

 ب
 الف
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کش ند. همچنین ضدعفونی بذر با قارچازآن بذرهای صدغفونی شده از کدوئیان کشت شونشود و پس

 (.Lloyd et al. 2015شده است )کار مقابله با بیماری معرفیعنوان دومین راهبه

 فوزاریوم سولانی در ایران 2-8-9
 فوزاریوم یهاگونهمربوط به  شودیمی کدوئیان بیمارگر که باعث پوسیدگی ریشه و ساقه نیترمهم

مزارع  یساقهجداسازی و شناسایی عامل پوسیدگی ریشه و  . با(Pivonia et al. 1997)هستند 

 F.oxysporum، F یهاگونهکدوئیان استان کرمانشاه مشخص شد که عامل بیماری مربوط به 

proliferatum ،F. Equiseti ،F. Semitectum و F. Solani  است(Chehri et al. 2011) .  شناسایی

شاهرود،  یمنطقهارع جالیزی در از مز 8913-35عوامل قارچی مولد این بیماری در سال زراعی 

 .Fusarium solani ،F. Oxysporum fشامل  زایماریب یهاگونهمیامی و بیارجمند مشخص کرد که 

Sp. Melonis ،F. Oxysporum f. Sp. Niveum ،F.equiselt (8932)عراقی و همکاران  باشدمی .

عوامل پوسیدگی  F. Acuminatum ,و  F. Solani ،F. Oxysporum ،F. Equiseti یهاقارچهمچنین 

 .(8932)تیموری و همکاران ریشه و طوقه خربزه در استان خراسان معرفی شدند 

 شناسایی بیمارگر 2-8-4
که کاری مشکل بود و به تجربه و  شدیمشناسی انجام ابتدا از روی خصوصیات ریخت هاقارچشناسایی 

یافته است. شناسایی مولکولی های دیگری برای این منظور توسعهرو روشمهارت بالایی نیاز دارد، ازاین

های ناشناخته را دارد. پیش از شده و همچنین کشف گونههای شناختهقابلیت تسهیل تشخیص گونه

-شناسی انجام میهای ریختها با استفاده از روشهای شناسایی مولکولی، شناسایی تنپیدا شدن روش

ها حتی ممکن است برای قارچ شناسان بندی گونهشناسی برای طبقههای ریختشد. استفاده از ویژگی

بندی دقیقی را در یک چارچوب تکاملی ارائه باتجربه هم مشکل باشد به این دلیل که همیشه گروه

های قارچ ازجمله ها برای شناسایی گونهژن DNAدر توالی ویژه در سطح گونه. تفاوت دهد بهنمی

منظور تشخیص و توان بهرا می DNAشود. آنالیز فیلوژنتیکی بر روی توالی استفاده می فوزاریوم

 .(Abarenkov et al. 2010)های نزدیک به هم استفاده کرد بررسی روابط ژنتیکی بین گونه

ها مورداستفاده بندی مولکولی و شناسایی قارچمنظور طبقهدر چند سال گذشته چندین ژن هدف به

 .Gräser et al)ریبوزومی  DNAاز  internal transcribed spacer (ITS)یقرارگرفته است. ناحیه

ازجمله  (Hirai et al. 2003)و کیتین سنتاز  (Rezaei-Matehkolaei et al. 2014)، بتاتوبولین (2008

( که بخشی از Tef-1α) α translation elongation factor-1ستند. توالی ژن های هدف هاین ژن

به کار گرفته شد.  فوزاریومها، اولین بار در کند، در ارتباط با قارچی پروتئین را کد میترجمه سیستم

وان عنهای مرتبط دارد بنابراین بهشکلی را در بین گونهاین ژن تک کپی بوده و میزان بالایی از چند

. مطالعات فیلوژنتیکی (O'Donnell 2000) شودریبوزومی در نظر گرفته می DNAجایگزینی برای 
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ها است یک نشانگر ژنتیکی مناسب برای تمایز بین گونه Tef-1aها ثابت کرد شده روی قارچانجام

(O'Donnell et al. 1998; Seifert and Lévesque 2004) . 

های هزینه برای شناسایی گونهای پلیمراز راهی مطمئن و کمهای مبتنی بر واکنش زنجیرهروش

هایی برای قارچی است اما نیاز به طراحی آغازگرهای اختصاصی گونه و نژاد دارد. درنتیجه تلاش

از  2557ها صورت گرفت. مهل و اپستین در سال های اختصاصی برای شناسایی قارچطراحی آغازگر

فوزاریوم ( آغازگرهای اختصاصی نژاد یک و دو Tef-1aروی توالی ژن فاکتور طویل سازی ترجمه )
ی جفت بازی و آغازگر نژاد دو، قطعه 555ی قطعه یک نژاد را طراحی و گزارش کردند. آغازگر سولانی

ها تا به امروز به فراوانی برای شناسایی نژادهای کنند. آغازگرهای آنبازی را تکثیر میجفت  425

. علیمنش و همکاران در (Mehl and Epstein 2007)است  شدهاستفادهدر تحقیقات  فوزاریوم سولانی

های فارس، خراسان ر ابتدا قارچ موردنظر را از کدوئیان استانبا استفاده از این آغازگ 2553سال 

و  RAPDها را با کمک نشانگرهایشمالی و خراسان رضوی ، شناسایی و سپس تنوع ژنتیکی آن

RFLP  بررسی کردند(Alymanesh et al. 2007) جابر و همکاران با کمک این آغازگرها اولین .

در کدوئیان کشور عراق را ارائه  فوزاریوم سولانیگزارش از جداسازی و شناسایی نژادهای یک و دو 

از روی توالی ژن  2588. علاوه بر این آریف و همکاران در سال (Juber and Hussein 2014)کردند 

فوزاریوم توان بین جفت آغازگری را طراحی کردند که می فوزاریوم سولانیفاکتور طویل سازی ترجمه 
 tefجفت بازی از ژن  451ی آغازگر قطعه تمایز قائل شد. این فوزاریومهای دیگر و گونه لانیسو

 (Arif et al. 2012)کند را تکثیر می فوزاریوم سولانیدرگونه 

 کنترل بیماری  2-8-5
سموم شیمیایی مشکل بوده و در بسیاری از مواقع  یلهیوسبهحتی  خاک زاد یهایماریبکنترل 

استفاده از ارقام مقاوم و همچنین پیوند زدن ارقام  هاآنراهکار برای کنترل  نیترمهمناموفق است. 

 .(Nagao et al. 1994) حساس به ارقام مقاوم است 

سولانی فوزاریوم ی کدوئیان به نژاد یک بیمارگر های مربوط به ارقام مقاوم خانوادهاولین بررسی
فوزاریوم شش جدایه  8337گردد. ناگااو و همکاران در سال میلادی بازمی 25به اواخر قرن  کوکوربیتا

(، یک رقم Cucurbita maximaرا به شش میزبان از کدوئیان شامل سه رقم کدوی طنبل ) سولانی

و یک  (Cucurbita moschata(، یک رقم کدوی موسچاتا )Cucurbita pepoکدوی تخمه کاغذی )

روز ، شدت بیماری بر گیاهان  45تلقیح کردند و پس از گذشت  (Cucumis sativusرقم خیار )

 .( 1994et alNagao .)برای هر یک تعیین گردید  8شد و شاخص بیماری یریگاندازه

باشد های کارآمد جهت تولید گیاهان مقاوم به بیمارگرها میاستفاده از مهندسی ژنتیک یکی از روش

(Lillemo et al. 2008)های پروتئین سنتز کنندههای ژن خصوصبههای مقاومت . در این میان ژن
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در تولید گیاهان  توانندیمو  اندکرده( بیشترین توجه را به خود جلب prs) ییزایماریبمرتبط با 

ها گروه متنوعی از  PR. (Kogel and Langen 2005) زا استفاده شوندتراریخت مقاوم به عوامل تنش

 دشدهیتول یهانیپروتئ. شوندیمهای گیاهی هستند که در پاسخ به حمله بیمارگرها بیان پروتئین

سلولی  یدر غشاهاسلول قارچی، ایجاد اختلال  یهاوارهید، موجب تخریب هاژنتوسط این دسته از 

ضد قارچی می یهانیپروتئو سنتز  ییزایماریبآن، تقویت سیستم پاسخ دفاعی میزبان، دخالت در 

اما میزانشان در  شوندبیان میدر شرایط نرمال به مقدار کم در گیاهان  معمولاًها شوند. این پروتئین

-2جدول ) (Dahleen et al. 2001)یابد. پاسخ به تنش یا حمله بیمارگرها به میزان زیادی افزایش می

. باشدیمدر مقاومت به بیمارگرهای مختلف  هاآن نیترمهماز   PR1ها، پروتئین PR همه انیدر م(. 8

دارای  و اختصاص دادهبه خود   PRهای خانواده این پروتئین بیشترین میزان را در میان سایر پروتئین

 PR ، دومین گروه ازشوندیمشناخته  PR2 اثرات ضد قارچی است. بتا گلوکانازها که تحت عنوان

مختلف  یستیز ریغهای زیستی یا که بعد از حمله بیمارگر به گیاه و یا تحت تنش باشدیمها پروتئین

. علاوه بر این، از دیگر کندیمسینرژیکی با آنزیم کیتیناز عمل  صورتبه معمولاًو  گردندیمدر گیاه القا 

های متعلق به این پروتئین. باشندمی PR5 هایپروتئین شوندیمهایی که مانع فعالیت قارچی پروتئین

،  به  Thaumatococcus danielliiخانواده به دلیل شباهت توالی و ساختاری با پروتئین گیاهی 

 .( 1991et alLinthorst .)تاماتین هم معروف هستند  های شبه پروتئین

 هانیپروتئ PR یهاخانواده: 8-2جدول 

 عملکرد هانیپروتئ انوادهخ

   

Pr-1 Pr-1 a, pr-1 b, and pr-1 c Antifungal 

Pr-2 𝛽-1,3-Glucanases Cleaves 𝛽-1,3-glucans 

Pr-3 Chitinase types I, II, IV, V,VI, and VII Endochitinase 

Pr-4 Chitinase types I and II Antifungal and chitinase 

Pr-5 Thaumatin-like proteins Antifungal 

Pr-6 Tomato proteinase inhibitor I Proteinase inhibitor 

Pr-7 Tomato endoproteinase P Endoproteinase 

Pr-8 Cucumber chitinase Chitinase III 

Pr-9 Tobacco lignin-forming peroxidase Peroxidase 

Pr-10 Parsley “PR-1”Bet v 1,Mal d 1,Api g 1,and 

Dau c 1 

Ribonuclease-like 

Pr-11 Tobacco chitinase type V Chitinase 



84 

 

Pr-12 Radish Rs-AFP3 Defensin 

Pr-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin 

Pr-14 Lipid transfer proteins Shuttling of phospholipids and fatty 

acids 

Pr-15 Barley oxoa Oxalate oxidase 

Pr-16 Barley oxolp Oxalate-like oxidase 

Pr-17 Tobacco prp27 Unknown 

 متابولیت های ثانویهو  دفاع سطحی در گیاهان 2-2
از جنس مواد لیپیدی پوشــیده  ییهاهیلاگیاهی که در معرض هــوا قرار دارند از  یهابخش یهمه

هــا و ســدی در برابر ورود باکتری عنوانبهو  شوندیمکه سبب کاهــش هدر رفتن آب  اندشده

اند از سوبرین در این پوشش عبارت یدهندهلیتشکمواد  نیتریاصل. کنندیمبیمارگر عمل  یهاقارچ

درمان  یهازخمچوبی و  یهاساقهزیرزمینی،  یهابخشدر  معمولاًهوایی گیاه و کوتین  یهابخش

 یهابرگوجود کرک و خار روی تنه و  نیچنهم. یافته. موم ها نیز همراه کوتین و سوبرین وجود دارند

 (.Taiz and Zeiger, 2002) کندیمتا حدود زیادی محافظت  هاآنگیاهان نیز از 

که هیچ نقش مستقیمی در فرایندهایی مانند فتوسنتز، متابولیت های ثانویه ترکیباتی در گیاه هستند 

یا لیپیدها ندارند و در حقیقت  هانیپروتئ، هادراتیکربوهتنفس، انتقال مواد، تمایز و یا تشــکیل 

این ترکیبات  گیاهی هستند. یهاسلولی جانبی در جریان تولید متابولیت های اولیه در داخل فرآورده

اولیه )آمینواســیدها، نوکلئوتیدها، قندها و اسیدهای چرب( انتشار محدود در برخلاف متابولیت های 

، یا گونهکیی خاص، اغلــب فقط در قلمرو گیاهــان دارند و به عبارت دیگر متابولیت های ثانویه

از؛ حمایت از  اندعبارتمهم این ترکیبات  یهانقش .شوندیمیافت  گونهآنگیاهان مرتبط بــا 

، جلوگیری از آلوده شــدن با بیمارگرهای میکروبی و ایجــاد جاذبه برای خواراناهیگن در برابر گیاهــا

 .(Taiz and Zeiger, 2002)نقش دارند  یافشانگردهو  هادانهجانورانی که در گستراندن 

ی است که بسیاری از ترکیبات حلقوی مثل های ثانویهفنلی شامل گروه کثیری از متابولیتترکیبات 

ها و حتی اسیدهای آمینه حلقوی مانند تریپتوفان، ها، لیگنینها، فلاونوئیدها، تاننترکیبات فنلی، فلاون

ها( و )تانن ولای از پلیمرهای محلها مجموعهفنل یطورکلبهشوند. تیروزین و پرولین را شامل می

های ساده مشتق از منومرها )اسیدهای فنلی و فلاونوئیدها( هستند. واژه اسید فنلی معمولاً به مولکول

ها حلالیت بیشتری در نماید. ترکیبات فنلی نسبت به ترپنوئیدبنزوئیک یا سینامیک اسیدها اشاره می

گیرد. این همان از فنیل آلانین صورت می آب دارند. بیوسنتز این ترکیبات از مسیر فنیل پروپانوئید و

از ترکیبات فنلی منشأ  بالاییباشد. درصد ها میها، اسیدهای فنلی و لیگنینمسیر بیوسنتز کومارین

ترین آنزیم این مسیر فنیل آلانین آمونیالیاز تیروزین دارند. کلیدی منشأفنیل آلانین دارند و برخی 
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هایی مبنی بر دخالت مشتقات مسیر بیوشیمیایی . با توجه به گزارش(Hussain et al. 2012) است

 ;Campbell and Ellis 1992)و غیر زیستیهای زیستی فنیل پروپانوئید در مواجهه با انواع تنش

Dixon et al. 2002) فنیل آلانین آمونیالیاز ازجملههای این مسیر به بررسی تغییرات آنزیم توانیم 

(palاشاره کرد. ژن ) pal  از طریق دخالت در مسیرهای سنتز فنیل پروپانوئیدها و ایزوفلاونوئیدها که

کند. این ژن در مسیر بیوسنتز فعالیت فیتوآلکسینی دارند، در مقاومت گیاه نقش بسیار مهمی ایفا می

دهی کلیدی برای  ت وابسته دفاعی دخیل بوده و یک ترکیب سیگنالاسید سالیسیلیک و دیگر ترکیبا

 .(Stotz et al. 2009)ها و فاکتورهای رونویسی است  وابسته دفاعی، کاتالیز کننده یهاژنسازی فعال

 (SAR8) مقاومت سیستمیک اکتسابی 2-9
بودند، مقاومت بیشتری به  شدهآلودهتوسط بیمارگرها  قبلاًگزارش شد که گیاهانی که  8358در سال 

 یدهیپدها، مطالعات بسیاری سال پس از این گزارش 95. در طول دهندیمبیمارگرهای جدید نشان 

 8399از این مطالعات در سال  یاخلاصهرا در گیاهان پیشنهاد کردند که   هایماریبالقای مقاومت به 

القای مقاومت امروزه با عنوان  یهادهیپد نیترمهم. یکی از (Chester 1933)توسط چستر تهیه شد 

. این پدیده به دنبال آلوده شدن بسیاری از گیاهان توسط شودیممقاومت سیستمیک اکتسابی نامیده 

که باعث  جادشدهیاشوند هایی که موجب نکروزه شدن بافت میبیمارگرهای مختلف بخصوص آن

گردد. گیاه در حالت مقاومت سیستمیک آلوده نشده می یهااندامممانعت از گسترش بیمارگر در 

ارتباط احتمالی بین  8335بیمارگر آمادگی دارد. از سال به  رگذاریتأثو  برای پاسخ سریع اکتسابی

 Malamy et al. 1990; Métraux)تجمع سالیسیلیک اسید و مقاومت سیستمیک اکتسابی مطرح شد 

et al. 1990).  اهمیت سالیسیلیک اسید در القای مقاومت سیستمیک اکتسابی توسط آزمایش بر روی

دادند، اثبات شد گیاهان تراریخته ای که بیان بالایی از ژن سالیسیلات هیدروکسیلاز را نشان می

(Gaffney et al. 1993; Delaney et al. 1994). 

 (SAاسید ) سالیسیلیک 2-4

سالیسیلیک اسید یک ترکیب فنولی است که در طیف وسیعی از موجودات پروکاریوت و یوکاریوت 

داروی ضد درد و تب و  عنوانبهشود. سالیسیلیک اسید و مشتقات آن بیشتر ازجمله گیاهان تولید می

عنوان های مختلف بهگیاه از خانواده 94شوند. امروزه درمان التهاب در بین مردم جهان شناخته می

های مهمی دهد که این هورمون نقششوند. مطالعات نشان میمنبعی از سالیسیلیک اسید شناخته می

کنش با زایی، برهمزنی بذر، گلها، جوانهی گیاه ازجمله بسته شدن روزنهرا در تنظیم رشد و توسعه

 Raskin)ای گیاهی ههای محیطی و همچنین القای مقاومت به بیماریموجودات دیگر، پاسخ به تنش

و مقاومت  (SAR) . در گیاهان، سالیسیلیک اسید در مقاومت اکتسابی سیستمیکبر عهده دارد (1992
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( در پاسخ به تهاجم بیمارگرهای مختلف نقش دارند. سالیسیلیک اسید یک 8LARاکتسابی موضعی )

ویژه هورمون گیاهی است و مسیر سیگنال رسانی حاصل از آن برای پاسخ سیستمی اکتسابی گیاه به

عنوان یک پیام داخل ، سالسیلیک اسید به8335علیه بیمارگرهای بیوتروف ضروری است. از سال 

. تحقیقات اولیه (Malamy et al. 1990)شده است های زنده شناختهه با تنشسلولی گیاهان در مواجه

های مرتبط با مشخص شد که بیان ژن 8338این یافته را در گیاه تنباکو اثبات کردند. سپس در سال 

گیری شده بودند در اثر تیمار سالسیلیک مقاومت سیستمیک اکتسابی که با روش نیمه کمی اندازه

ی رشد کنندهشده است که این تنظیم. امروزه مشخص( 1991et alWard .)یابد اسید افزایش می

 Gutjahr and)کند ف نقش اصلی را بازی میکنش گیاه با بیمارگرهای بیوتروگیاهی در برهم

Paszkowski 2009). 

 مرتبط با آن یرسانامیپبیوسنتز سالیسیلیک اسید و مسیر   2-4-8
عنوان به 2کوریسماتشود که هر دو به سالیسیلیک اسید از طریق دو مسیر مجزا در گیاهان سنتز می

(. ابتدا مسیر فنیل آلانین آمونیلاز است که در 9-2یک متابولیت اولیه وابسته هستند )شکل 

ترین آنزیم در مسیر فنیل پروپانوئید است که یکی از مشتقات اولین و مهم PALسیتوپلاسم قرار دارد. 

های زنده و ریک اسید، تحت تنشی بنزوآت یا کوماواسطه( را بهPheکوریسمات یعنی فنیل آلانین )

، فنیل الانین را از طریق یک واکنش دآمینه PALکند. آنزیم غیرزنده به سالسیلیک اسید تبدیل می

کند. در آرابیدوپسیس تبدیل می NH3( و t-CAسینامیک اسید ) -کردن غیر اکسیداتیو به ترانس

که در شکل  طورهمانکنند. سنتزمی را  های متنوعهایی با ویژگیوجود دارد که آنزیم palچهار ژن 

 ortho-coumaricبا  t-CAتواند از ی گیاه می، سالیسیلیک اسید بسته به گونهدیکنیممشاهده  2-9

acid  مسیر(1a( یا بنزوئیک اسید )BA 1( )مسیرb  1وc .تولید شود )T-CA  یک پیش ساز برای

سنتز ترکیبات فنولیک متنوع است که در گیاهان از طریق سه مسیر به بنزوئیک اسید، اکسیده 

(، دومین مسیر غیر اکسیداتیو از 1C-1)مسیر  cinnamoyl-coaشود. اولین مسیر بتا اکسیداسیون می

cinnamoyl-coa مسیر(1C-2 و سومین )اکسیداتیو از  ریغ ریمسt-CA  بهBA ( 1مسیرb مطالعات .)

زمینی، نخود، تنباکو آلوده به ویروس موزاییک نشان داده که سالیسیلیک اسید در آفتابگردان، سیب

. (Ribnicky et al. 1998; Jarvis et al. 2000)شود ساخته می 1c-1( و خیار با مسیر TMVتنباکو )

با  Agrobacterum tumefaciensفرنگی پس از آلوده شدن با که سالیسیلیک اسید در گوجهدرحالی

( AAO4) 4ها مشخص کردند که آرابیدوپسیس آلدهید اکسیداز گیرد. بررسیشکل می 1aمسیر 

نتظار نیست کند. این دور از ای آرابیدوپسیس کاتالیز میی دانهرا در توسعه BAتبدیل بنزوآلدهید به 

 (BA2H)هیدروکسیلاز  -2-اسید-که با فعالیت بنزوئیک BAی آروماتیک که هیدروکسیله شدن حلقه

در مواقع  BA2Hگیری سالیسیلیک اسید منجر شود. در تنباکو فعالیت شود، به شکلکاتالیز می
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شود که ییا پراکسیدهیدروژن القا مBA یا تیمار با  UV، قرار گرفتن در معرض TMVآلودگی با 

 .(Zhao, et al. 2017) است  P450کند یک مونوکسیژناز سازی جزئی آن مشخص میخالص

تواند از طریق ایزوکوریسمات در دو مرحله که با ها میکوریسمات همچنین در بعضی از باکتری

شود، به سالیسیلیک ( کاتالیز میIPLکوریسمات پیروات لیاز )( و ایزوICSایزوکوریسمات سنتتاز )

شود نقش مهمی را در دفاع اسید تبدیل شود. سالیسیلیک اسید که با مسیر ایزوکوریسمات تولید می

ی بیمارگر و همچنین علیه حمله Nicotiana benthamianaفرنگی و گیاهان آرابیدوپسیس، گوجه

 . (Ogawa et al. 2005; An and Mou 2011)دارد  UVتیمار با ازن و 

 
 .(Vlot et al. 2009): بیوسنتز سالیسیلیک اسید در گیاهان 9-2شکل 

 اختصارات شکل: 

PAL, phenylalanine ammonia lyase; BA2H, benzoic acid-2-hydroxylase; 

ICS,isochorismatesynthase; IPL, isochorismate pyruvate lyase; GH3.5, acyl-

adenylate/thioester-formingenzyme; SAGT, SA glucosyltransferase; SAMT, SA 

methyltransferase; SABP2, SA-binding protein 2; MES,methyl esterase; SAG, SAO-β-

glucoside; SGE, salicyloyl glucose ester; mesa, methyl salicylate; mesag,methyl 

salicylate O-β-glucoside. 

 



81 

 

سالیسیلیک اسید از طریق فرایندهای گلیکولیزه شدن، متیله شدن، اتصال آمینواسید، هیدروکسیله 

ها ترکیبات غیرفعالی هستند. حالت شود که اکثر آنمیشدن و غیره به مشتقات دیگری تبدیل 

صورت غالب در گیاهان حضور دارد که با فعالیت آنزیم بتا گلوکوزیداز ( بهSAGی آن )گلیکولیزه شده

صورت غیرفعال ( بهmeSAتواند به سالیسیلیک اسید آزاد تبدیل شود. سالیسیلیک اسید متیله )می

های یکی از پروتئین SABP2شود. از طریق غشا منتشر می سرعتبهاست، اما حالت فرار داشته و 

 (.Kumar 2014کند )سلولی است که به سالیسیلیک اسید متصل شده و با آن برهمکنش می

شود در پلاستید می ICS/PALی بیمارگر منجر به افزایش بیوسنتز سالیسیلیک اسید با مسیر حمله

( باعث تبدیل سالیسیلیک اسید به متیل SAMTانسفراز )(. سالیسیلیک اسید متیل تر4-2)شکل 

دوباره به سالیسیلیک  SABP2سالیسیلیک اسید شده که در سیتوپلاسم پخش و با فعالیت استرازی 

شود. افزایش میزان سالیسیلیک اسید در سیتوپلاسم باعث درهم گسیختن الیگومر اسید تبدیل می
8NPR1 شود. به منومرهایش میNPR1 وتئین با تکرار آنکرین و دمین یک پرBTB/POZ  است. این

های دفاعی پاسخ به سالیسیلیک اسید ازجمله ازآن به هسته رفته و رونویسی از ژنپروتئین پس

ی طی برهمکنش با فاکتورهای رونویسی فسفریله شده و باواسطه NPR1کند. را فعال می prهای ژن

 (.4-2)شکل  (Kumar 2014)گردد پروتئازوم تخریب می

 
 (Kumar 2014) های گیاهیرسانی سالیسیلیک اسید در سلولمسیر پیام: مدلی از فعال شدن 4-2شکل 
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ها و درنهایت مرگ سلولی پروتئین PRو درنتیجه تولید  prهای فعال شدن ژنسالیسیلیک اسید باعث 

کنند این پاسخ میزبان، به رشد و های مرده تغذیه میکه نکروتروف ها از بافتشود. با توجه به اینمی

گرفته که مستقل از کند. درنتیجه مسیر دفاعی متفاوتی در گیاهان شکلها کمک میگسترش آن

رو سالیسیلیک شود. ازاینکنش اتیلن و جاسمونیک اسید هدایت میاسید بوده و با برهم سالیسیلیک

ها پاسخ به بیمارگر خاص اسید و جاسمونیک اسید اثر آنتاگونیستی بر هم دارند که برهمکنش بین این

ن کنش این دو هورمون است که شناخته شد. این ژاولین ژن دخیل در برهم Mpk4کند. را تعیین می

بر  Mpk4شود. ها در گیاه میپروتئین PRیافته، باعث تجمع سالیسیلیک اسید و در حالت جهش

گذارد و با ممانعت از تجمع سالیسیلیک اثر می pdf1.2ی جاسمونیک اسید مانند کنندههای تنظیمژن

سیر های نشانگر برای مژنvsp2 و  pdf1.2های شود. ژنها میاسید، باعث پاسخ به نکروترف

شود که مهار می npr1 شوند. این دو ژن توسطاسید محسوب می رسانی جاسمونیکپیام

ی اصلی در مسیر سالیسیلیک اسید است. این موضوع اثر آنتاگونیستی سالیسیلیک اسید کنندهتنظیم

 .(Zarei et al. 2011)دهد های دخیل در مسیرجاسمونیک اسید را نشان میبر سطح رونویسی ژن

که طوریکند بهها بازی میاین هورمونکنش بین نقش مهمی در برهم WRKY70فاکتور رونویسی 

شود. اعمال ها و فعال شدن مسیر سالیسیلیک اسید میافزایش بیان آن منجر به پاسخ به بیوتروف

 ی گیاه با بیمارگر نکروترف با افزایش حساسیت گیاه به بیمارگرتیمار جاسمونیک اسید و سپس مواجه

کاری کنش بین دو هورمون را به نفع خود دست. بیمارگرها برهم(Li et al. 2004)همراه است 

که بیوتروف است با تولید سم کروناتین که  Pseudomonas syringaeمثال بیمارگر عنوانکنند. بهمی

مسیر سالیسیلیک اسید شده و به رشد و گسترش خود آنالوگ جاسمونیک اسید است، باعث سرکوب 

 (9و 8) –که نکروتروف است، سمی به نام بتا  Botrytis cinereaدهد. از سویی دیگر بیمارگر ادامه می

کند و این ترکیب در مسیر سالیسیلیک اسید بوده و باعث فعال گلوکان را تولید می –دی  – (4و  8)

شده تا بیمارگر بتواند به رشد خود ادامه بدهد ک اسید سرکوبشود و مسیر جاسمونیشدن آن می

(Pieterse et al. 2012). 

 فسفیت  2-5
های توجه بیماریفاده از سموم شیمیایی با اثر ضد قارچی، باعث کاهش قابلمیلادی است 8155از سال 

(. مقاومت عوامل  2006et alGianessi .گیاهی و درنتیجه افزایش تولیدات کشاورزی شده است )

شد که این اتفاق باعث کاهش تولیدات کشاورزی و میلادی گزارش 8375ها از کشبیماری به قارچ

یافته روز افزایشازآن استفاده از سموم شیمیایی روزبهپس .جبران آن شده است درنتیجه تلاش برای

میلیارد دلار از این صنعت به دست آورده است.  3/5درآمدی در حدود  8334که ژاپن در سال طوریبه

های خاکی و اثر سموم شیمیایی بر عامل بیماری موردنظر تخصصی نبوده و جانداران دیگر ازجمله کرم

وخاک را به مدت شوند و آببرند. این ترکیبات دیرتجزیه میهای مفید را هم از بین میزسازوارهری

وجود اثرات  قرارگرفته است که با موردتوجههای جایگزین رو روشازاین .کنندطولانی آلوده می
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تقویت زیست وارد سازد. استفاده و ممانعت کنندگی برای عوامل بیماری، آسیب کمتری به محیط

گرفته و تقویت های زنده شکلمنظور مقاومت به تنشهایی که در طول تکامل درون گیاه بهسیستم

ها مقاومت سیستمیک ها باشد. یکی از این سیستمتواند راهکاری مؤثر برای کنترل بیماریها میآن

ا یک بیمارگر در اکتسابی است. این مقاومت نوعی واکنش دفاعی در کل گیاه است که پس از آلودگی ب

ای از ترکیبات ازجمله سالسیلیک تواند توسط دستهشود. مقاومت سیستمی اکتسابی میگیاه ایجاد می

اسید و فسفیت در گیاه فعال شود و مقاومت حاصله در برابر دامنه وسیعی از بیمارگرها را افزایش 

 . (Stamatis et al. 2010)دهد

درصد  2/5که تمام موجودات زنده به آن نیاز دارند و این عنصر فسفر یکی از مواد غذایی ماکرو است 

شود . علاوه بر نقش آن در مسیرهای متابولیسمی، در ساختمان از وزن خشک گیاهان را شامل می

ها و ها، آنزیم، فسفولیپیدها، قند فسفاتهانیپروتئ، DNA ،RNAهای حیاتی مانند ماکرو مولکول

رسانی سلولی و فسفریله شدن حضور دارند. همچنین در پیام NADPو  ATPترکیبات پرانرژی مانند 

ها و متابولیسم اهمیت دارد. ازآنجاکه فسفر و دفسفریله شدن برای محافظت از سلول، دفاع، فعالیت ژن

شده و سرعت با عناصر دیگر ازجمله هیدروژن و اکسیژن ترکیب یک عنصر خیلی فعال است، به

ی آن فسفیت دهند. یکی از اشکال اکسیدشدهختلف اکسیداسیون را شکل میترکیباتی با درجات م

(Pi4, 
-PO2Hی موجودات زنده قادرند از ها، همهی باکتریاستثنای تعداد کمی از گونه( است. به

فسفیت برای فعالیت سلولی و متابولیسم خود استفاده کنند. فسفر در فرم فسفیت به خاطر واکنش با 

آورد که صورت غیر متحرک قرار دارد و این امکان را برای گیاه به وجود میر خاک بهکلسیم و آهن د

کنند سرعت فسفیت را به فرم آلی آن تبدیل میهای خاکزی بهبیشتر توسط گیاه جذب شود. باکتری

جذب برای گیاهان نیست؛ بنابراین اعمال فسفیت اضافه، راهکاری مؤثر برای افزایش رشد که قابل

تواند به کار گرفته شود های قارچی کشنده در کشاورزی میان است. فسفیت برای کنترل بیماریگیاه

دهد مانند بیمارگر عامل سفیدک دروغی که گیاهان زراعی و غیر زراعی مهمی را تحت تأثیر قرار می

(Cook et al. 2009) زمینی کاهش را در سیب بلایت دیررس. اسپری کردن با فسفیت، شدت بیماری

. تیمار با فسفیت همچنین از بوته میری در گیاه خیار ممانعت (Cooke and Little 1996)دهد می

برگ، عامل بیماری سفیدک دروغی در  . تیمار فسفیت به(Abbasi and Lazarovits 2005)کند می

 Plasmopara؛ و انگور )Peronosclerospora (Panicker and Gangadharan 1999))ذرت )

viticolaکند ( را مهار می(Speiser et al. 2000)ای ). بیماری پوسیدگی قهوهPhytophthora 

citrophthoraی سیتروس یعنی ( در دو گونهVolkamer citrus  وRangpur lime  پس از تیمار با

. چندین مکانیسم برای اثر ممانعت (Oren and Yogev 2002)ی مؤثری بهبود یافت فسفیت به گونه

به خاطر افزایش میزان پلی  احتمالاًها کنندگی فسفیت پیشنهادشده است. سمیت فسفیت برای قارچ

فیت ها است. فسی کلیدی برای فسفریله شدن در آنفسفات غیر آلی است که ممانعت کننده

. مطالعات بعدی نشان داد که (Griffith et al. 1990)گذارد همچنین بر آدنیلات سنتتاز تأثیر می

 .Barchietto et al)کند رقابت می Piهای فسفریله کننده با یگاه فعال آنزیمفسفیت برای اتصال به جا
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 کنند.عنوان یک جز فعال استفاده میها در آمریکا و اروپا از فسفیت بهکش. بسیاری از قارچ(1992

شود. فسفیت علاوه بر کش عالی برای کنترل بیمارگر های گیاهی شناخته میعنوان قارچفسفیت به

شود. رمضانی های دفاعی در گیاه میتأثیر مستقیم ضد قارچی احتمالاً باعث افزایش بیان برخی از ژن

افزایش بیان گزارش کردند که پیش تیمار گیاه خیار با فسفیت پتاسیم با  2587و همکاران در سال 

و دیفنسین در  protein (TLP) thaumatin-like  ،Ribosome-inactivating protein (RIP)هایژن

. علاوه بر (Ramezani et al. 2017)همراه است  Pseudoperonospora cubensisپاسخ به بیمارگر

 Phytophthoraتحت تیمار با فسفیت در حضور و عدم حضور بیمارگر pr1این افزایش بیان ژن 

cinnamomi در میزبانArabidopsis thaliana شده است مشاهده(Eshraghi et al. 2011). 

را بر چند خصوصیت گیاه آرابیدوپسیس ازجمله بیان  تأثیر فسفیت 2588اشراقی و همکاران در سال 

 Phytophthora cinnamomiهای مسیر سالیسیلیک اسید و جاسمونیک اسید در تنش بیمارگر ژن

هایی بر روی برگ گیاهان در هر دو بررسی کردند. آلوده کردن گیاه با بیمارگر ابتدا باعث ایجاد زخم

میلی مولار باعث کاهش معناداری  25ن با فسفیت با غلظت د. تیمار گیاهایرقم حساس و مقاوم گرد

شود. در رقم مقاوم این تیمار تفاوت معناداری را باحالت شاهد نشان ی زخم رقم حساس میناحیه

های شاهد رقم حساس تجمع پراکسید هیدروژن تنها محدود به نواحی اطراف زخم است نداد. در برگ

زودتر مشاهده است و در رقم مقاوم تجمع آن دورتر هم قابلاما در حالت تیمار شده در نواحی 

مشخص شد  (GUS)گلوکورونیداز  –به ژن گزارشگر بتا  pr1است. با اتصال پروموتور ژن  صیتشخقابل

که این ژن در حالت شاهد تنها در اطراف محل آلودگی اما در حالت تیمار شده با فسفیت در تمام 

( و pr5و  pr1سیلیک اسید )یسال های مسیربا بررسی کمی بیان ژنگردد. درنهایت برگ بیان می

افزایش بیان  ،با افزایش غلظت فسفیت pr1که ژن مشخص شد (pdf1.2و  th12.1جاسمونیک اسید )

برابری  9148و  548زنی با قارچ باعث افزایش دهد. همچنین تیمار گیاه با فسفیت بدون مایهنشان می

 (.Eshraghi et al. 2011) گرددیمبیان این ژن 

 Real Timeروش  2-7
 لحظهبهلحظه یمشاهدهی اولیه این روش، ابتدا توسط هیگوچی و همکاران ارائه شد که به مفهوم ایده

. باشدیم از واکنش و مشاهده و ثبت آن در یک آشکارگر شدهساطعواکنش بر اساس میزان فلورسانت 

، خطر شودیماسید نوکلئیک تکثیر یافته و مراحل تشخیص در یک محیط بسته انجام  کهییازآنجا

کلاسیک و معمولی  یهاروشای نسبت به  ملاحظهقابل طوربهبعدی را  یهاواکنشآلودگی محیطی و 

ردیابی محصول پس از پی سی  یمرحله. سرعت در انجام آزمایش، حذف دهدیمپی سی آر کاهش 

واکنش و قطع آن در هر زمان، حساسیت و اختصاصیت بالا و انجام  لحظهبهلحظهی آر، مشاهده

باعث تحول  Real Timeواکنش کمی و به دست آوردن میزان دقیق ژنوم و الگوی اولیه در روش 

ها، ها، ارزیابی درمان، تشخیص جهشعظیم در تشخیص مولکولی میکروارگانیسم ها، بررسی بیان ژن

 . (Heid et al. 1996)یاری از کاربردهای دیگر شده است افتراق آللی و بس
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 Real Timeدر  یگذارنشانه یهاروش 2-7-8
کلی  یدودستهدر  توانیمرا  ردیگیمقرار  مورداستفاده Real Timeکه در  یگذارنشانه یهاروش

و   نیاوا گر، نیگر بریسا یهارنگو بررسی قرار داد. اولین روش، مبتنی بر استفاده از  موردمطالعه

YO-PRO-1  با اتصال و جایگزین شدن در شیار کوچک  هارنگاست. اینDNA  اتصال و  یمرحلهدر

و توسط  کنندیم، نور فلورسنت ساطع DNAبا افزایش دورشته ای شدن  زمانهم DNAتکثیر 

قادر به تمایز بین محصولات اختصاصی و  ییتنهابه هارنگ. ازآنجاکه این شودیم یریگزهاندادستگاه 

نیست، باید منحنی ذوب با توجه به هر نمونه رسم گردد. روش دوم استفاده از  یراختصاصیغ

یابد. تفاوت شناساگر در این است که شناساگرها است که میزان حساسیت و اختصاصیت افزایش می

. شودیمتعبیه  کنندهخاموشیک رنگ فلورسنت به نام گزارشگر و رنگ فلورسنت دیگری به نام 

)در حالت عادی شناساگر(،  دارندنزدیکی از هم قرار  یفاصلهدر  کنندهخاموشهنگامی که گزارشگر و 

جدا شدن این دو  محضبه، ولی گرددینم و ثبت شدهجذب کنندهخاموشاگر نوری ساطع شود توسط 

نیست  جذبقابل کنندهخاموشتوسط  شدهساطعتکثیر و شکسته شدن شناساگر( نور  جهیدرنترنگ )

 .(8934)کشاورز و همکاران  است یریگاندازهفلورسنت قابل ارزیابی و  صورتبهو توسط دستگاه 

 Real time PCRآشنایی با مفاهیم تخصصی در روش  2-7-2

2-7-2-8 CT  کنترل داخلی و 
ترسیم  پی سی آر هایبرحسب چرخه پی سی آر یا Real Time در محصول ریتکثمیزان  یاگر منحن

، فاز 8فاز خطی :توان دریافت که این منحنی شامل سه فاز است که عبارت است ازگردد، می

شود، ای در هر چرخه دو برابر میمیزان محصول دو رشته . در فاز لگاریتمی9و فاز سکون 2لگاریتمی

ای که توافقی چرخه صورتبهتوان یابد. حال مینمایی افزایش می صورتبهبنابراین میزان محصولات 

 کیدر تکنسیکل مرجع درنظرگرفت.  عنوانبهشود را وارد فاز نمایی می Real Timeدر آن واکنش 

Real Time  سیکل آستانه یا اصطلاحهببه این سیکل مرجعCT 4 .گویندCT   به این مفهوم است که

 .(Schmittgen and Livak 2008)رود در چه سیکلی محصولات از یک حد آستانه فراترمی

کمتر به معنای بیان بیشتر است؛ اما باید به این نکته توجه کرد که  Real time PCR، CTدر واکنش 

استخراج  RNAیکسان بودن کیفیت  ازجملهدرست بودن این شرط به شرایط بسیاری وابسته است 

. شدهساخته cDNAدر واکنش و  یکسان بودن کیفیت  مورداستفاده cDNAشده، یکسان بودن حجم 

                                                 
8 Linear 

2 Log liner phase 

9 Plateau phase 

4 Cycle of threshold 
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عنوان یک پارامتر جهت مقایسه دو نمونه به CT شود که نتوان بهبروز خطاهای آزمایشگاهی سبب می

شده است بیان  هایی استفاده کنیم که اثباتتوانیم از ژناعتماد نمود. برای حل مشکل فوق ما می

ها درتمام بیان این ژن کهییازآنجاهای اکتین و توبولین. ها یکسان است مانند ژنها درتمام نمونهآن

های مختلف اختلافی مشاهده ها در نمونهاین ژن  CT بین کهیدرصورتباید یکسان باشد  هانمونه

ها ها یکسان نبوده و با توجه به این ژنگردد، به این معنی است که شرایط آزمایش برای همه نمونه

ی )ژن های کنترل داخلها، ژنمربوط به ژن مورد بررسی خود را اصلاح نمود. به  این ژن Ctتوان می

 .(Rebrikov et al, 2006) مرجع( گویند

ی های یکسانی دارند، در همهها تعداد کپیی سلولاند از:  در همههای ژن کنترل داخلی عبارتویژگی

شوند، بیان ژن مرجع و ژن هدف باید متناسب باهم باشند، اگر ژن موردنظر به میزان ها بیان میسلول

ی یک ی را انتخاب کنیم که بیان آن زیاد است، در این صورت مقایسهشود نباید ژن مرجعکم بیان می

شود و در نهایت این که از تیمارگرهای واکنش مقدار زیاد با یک مقدار کم باعث افزایش خطای کار می

 . (Wong et al 2005) نباید تأثیر پذیرد

  Real time PCRهای داده لیوتحلهیتجز 2-7-9

که تعداد  8وجود دارد. کمیت سنجی مطلق Real Timeهای داده لیوتحلهیتجزدو روش مختلف برای 

است که تغییرات  2کند. روش دوم کمیت سنجی نسبیها را مشخص میی رونوشتهای اولیهکپی

کمیت سنجی کند. در حال حاضر روش گیری میاندازه مرجعهای هدف را نسبت به ژن بیان ژن

تغییرات بیان ژن است. در این روش تعداد مهم نیست و فقط ترین روش برای بررسی دقیقنسبی 

مقایسه  مرجعکاهش یا افزایش بیان ژن مهم است. این کاهش یا افزایش را با یک استاندارد یا ژن 

 9دارشود. این ژن عموماً یک ژن خانهکنترل داخلی در نظر گرفته می عنوانبهکنند این استاندارد می

 .(Livak and Schmittgen 2001)است 

 تغییرات بیان ژن دفاعی گیاه در برابر بیمارگر 2-7
 .Iqbal et al)و گیاه سویا را بررسی کردند  سولانی فوزاریوم( برهمکنش 2554ایکبال و همکاران )

کنند و باعث مرگ . این بیمارگر مانند میزبان خود، در کدوئیان نیز به ریشه گیاه حمله می(2005

زنی کردند و فراوانی بیمارگر مایهها دو رقم حساس و مقاوم را با شود. آندر آن می (SDS)4ناگهانی

( را در پنج زمان مختلف بعد از مواجهه با بیمارگر ESTی برچسب دار )شدهتوالی بیان 838رونوشت 

                                                 
8 Absolute quantification 
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9 Housekeeping 
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( مرتبط با مقاومت است QTLمورد بررسی قرار دادند. رقم مقاوم حاوی شش مکان ژنی صفات کمی )

های ی آلودگی کاهش سطح رونوشتراحل اولیهها در مباشد. بیشتر ژنها میکه رقم حساس فاقد آن

های . ژنداشتندهای دفاعی گیاه افزایش بیان زنی، ژن. در روز هفتم پس از مایهدادندخود را نشان 

که اولین آنزیم مسیر فنیل پروپانوئید یعنی فنیل  palژن  ازجملهمرتبط با پاسخ متابولیکی به بیمارگر 

که حاکی از  دادد، در مراحل اولیه پس از آلودگی افزایش بیان نشان کنآلانین آمونی لیاز را کد می

های ی شناسایی بیمارگر است. پروتئینی آلوده شدن گیاه ازجمله مرحلهنقش آن در مراحل اولیه

در  pr5و  pr1که درحالی دادندتوجهی را نشان زایی در رقم مقاوم افزایش بیان قابلمرتبط با بیماری

 .شتندیری ندارقم حساس تغی

از نظر پروتئین مورد بررسی قراردادند  راسولانی  فوزاریومکنش سویا و ( برهم2584ایکبال و همکاران )

(Iqbal et al. 2016)زنی و با استفاده از الکتروفورز . دو رقم حساس و مقاوم سویا را با بیمارگر مایه

گیری کردند. تفاوت رقم حساس و مقاوم در لوکوس دوبعدی تغییرات پروتئومیک را اندازه

Rhg1/Rfs2 ازجملهپروتئین  81شود. درمجموع است که باعث مقاومت نسبی به بیماری می  PR1  با 

مسیرهای در ها مشخص کرد که بیان متفاوت در دو رقم شناسایی شدند. آنالیز عملکرد این پروتئین

شامل مسیرهای مقاومت به بیماری، تحمل استرس و  هستندرسانی که تحت تأثیر قارچ پیام

هم در سطح رونویسی و هم در سطح پروتئین، در  pr1. بنابراین ژن باشندخیل میدمتابولیسم 

که در برهمکنش سازگار در هیچ سطحی درحالی کنش ناسازگار با این بیمارگر افزایش بیان داردبرهم

 شود.بیان نمی

یک محرک مقاومت اکتسابی  عنوانبه 8متیل -اس -گیاه خیار با اسیبنزولا یهابرگپیش تیمار 

تیمار گیاه و تلقیح با قارچ همراه است و همچنین پیش pr1عمومی، با افزایش بیان ژن 

Colletotrichum orbiculare افزایش بیان ژن باعث pr1  و pal1 شد(Cools and Ishii 2002). 
است. در  با القای مقاومت در گیاه همراه (BABA) پیش تیمار گیاه خیار با بتا آمینوبوتیریک اسید

در گیاه خیار  Pseudoperonospora cubensisتحقیقی القای مقاومت توسط این ترکیب علیه قارچ 

-قادر به کاهش معناداری در شدت بیماری از طریق القای مقاومت میبررسی شده است. این ترکیب 

است  pr1 بیانگر افزایش بیان ژن پی سی آرکمی  با روش lox1 و pr1 یهاژنبررسی کمی بیان  باشد.

-های کیتیناز و بتاکه دلالت بر القای مسیر مقاومت وابسته به سالیسیلیک اسید دارد. بررسی بیان ژن

شود که پس ها میباش در بیان این ژن باعث ایجاد حالت آماده BABA نشان داد که گلوکاناز-8و  8

)علیزاده و سالاری دهد ها افزایش معناداری نسبت به شاهد نشان میاز تلقیح بیمارگر بیان این ژن

8939). 

فنیل آلانین  ازجملهو تغییرات چند آنزیم  هاژنعدادی از در تحقیق دیگری اثر کیتوزان در بیان ت

مورد بررسی قرار  Pythium aphanidermatum آمونیالیازدر بیماری بوته میری خیار آلوده به قارچ

 مورداستفادهبرگی  اسپری پی پی ام به روش کاربرد 455و  855صفر،  یهاغلظتگرفت. بدین منظور 

                                                 
8 acibenzolar-S-methyl 
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در گیاهان تیمار شده با کیتوزان  ییزایماریبقرار گرفت. بررسی پیشرفت بیماری نشان داد که شدت 

آنتی اکسیدانت در  یهامیآنزیابد. ارزیابی تغییرات فعالیت کاهش می یمعنادار طوربهنسبت به شاهد 

باعث  یدارینمع طوربهپی پی ام کیتوزان  455و  855 یهاغلظتگیاهان تحت تنش نشان داد که 

. بررسی شودیم یزنهیماساعت بعد از  72و  41،  24در  موردمطالعه یهامیآنزافزایش فعالیت 

های در بازه شدهاستفادهنشان داد که هر دو غلظت کیتوزان  کمیپی سی آر تغییرات بیان ژن با روش

. نتایج این شودیمدفاعی  یهاژنساعت بعد از آلودگی باعث افزایش سطح بیان  41و  24زمانی 

یک راهکار مدیریتی کارآمد، سالم و  عنوانبه تواندیمنشان داد که استفاده از کیتوزان  وضوحبهتحقیق 

قرار گیرد  مورداستفادهبرای محیط زیست برای کنترل بیماری بوته میری خیار در گلخانه  خطریب

 (. 8934)صباغ و همکاران 

 Pseudoperonospora cubensisکنش گیاه خیار و بیمارگر برهم 2587رمضانی و همکاران در سال 

رونویسی از نتایج نشان داد که . (Ramezani et al. 2017)را بررسی کردند  پتاسیم و تیمار فسفیت

کند. توجهی پیدا میساعت پس از تلقیح افزایش قابل 72در حالت پیش تیمار و پس تیمار،  pr1ژن 

ساعت پس  41کند. همچنین ژن دیفنسین ساعت پس از تلقیح، بیان این ژن افت می 34که درحالی

-تیمار، نشان میپس برابر در مورد 87و برابر در مورد پیش تیمار  83توجهی، از تلقیح افزایش قابل

ها  یک از نمونهدهد. در گیاهانی که فقط با قارچ تلقیح شده بودند، افزایش بیان ژن دیفنسین در هیچ

 توجهی را نشان داد.در حالت پیش تیمار افزایش قابل PALمیزان فعالیت آنزیم  دیده نشد.

زنی کردند و واکنش حساسیت مایه وزاریوم اکسیسپورومف رقم خیار را با بیمارگر 25مولوی و همکاران 

زنی، شاخص شدت بیماری به همراه وزن تر و ها مقایسه کردند. ده روز پس از مایهو مقاومت را در آن

روز  95ها( ارقام مختلف ارزیابی شد. همچنین آماربرداری تا ریشه و اندام هوایی )ساقه و برگخشک

، Ayat ،FD-C101 ،Festival ،Jakie ،Khassib، 2120118فت. درنهایت ارقام زنی ادامه یابعد از مایه

PSR36-45007 ،SR36-456642 وStorm  232متحمل و ارقام-PV ،8-Ayat ،CB61688222 ،

Janette ،Nasco ،Negeen ،Nicoo 100 2 ،PSR3647112 ،2Rubah-l ،Rubah-s  وSoltan  حساس

 .(8911)مولوی و همکاران تا نیمه حساس به بیماری شناخته شدند 
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 ها: مواد  و روش 9فصل 

 

 

 

 

 



21 

 

 بیمارگر جداسازی 9-8

از مزارع جالیز )هندوانه، خیار و کدو( اطراف شاهرود  8935طی بازدیدهایی که در فصل پاییز سال 

های تمیز قرارگرفته و به آزمایشگاه منتقل گردید. علاوه بر این های هر مزرعه در پاکتانجام شد، نمونه

برداری از گیاهان دارای علائم نمونه ی ورامین و جیرفت به آزمایشگاه منتقل شدند.هایی از ناحیهنمونه

شده به آوریهای جمعپژمردگی، زردی، پوسیدگی ریشه و طوقه انجام شد. پس از انتقال نمونه

های آلوده گیاه شامل ریشه، طوقه و ساقه گیاهان بیمار در زیر جریان ملایم آب آزمایشگاه، قسمت

افت آلوده و سالم تهیه شد و پس از متری از حدفاصل بشستشو شدند. سپس قطعات یک سانتی

دقیقه، سه بار با آب مقطر سترون  9تا  2ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت سدیم یک درصد به مدت 

 PDAشستشو داده شدند و روی کاغذ صافی سترون در زیر هود خشک و روی محیط کشت 

 Sinclair) داری شدندی سلسیوس نگهدرجه 25زمینی دکستروز آگار( قرار گرفته و در دمای )سیب

and Dhingra 2017). 

 سازی بیمارگر، شناسایی و نگهداری آنخالص  9-2

با روش  هانمونه یسازخالصهای دارای اسپور است، یکی از گونه فوزاریوم سولانیکه توجه به اینبا 

ابتدا با لوپ اسپورها را از سطح محیط کشت . (8932ی و همکاران )عراقتک اسپور انجام گرفت 

آب مقطر سترون بود، ریخته و سپس هم زده و  تریلیلیم 3آزمایشی که حاوی برداشته و در لوله

لیتر آب میلی 3لیتر از ایـن سوسپانـسیون بـه سوسپانسیون اسـپور تهیـه شـد و دوباره یک میلی

آزمایش دیگر اضافه شــد و بعــد از هــم زدن، محیط یکنواختی تهیه مقطر سترون در داخل لوله

نازکی از محـیط از آن با لوب در سـطح پتری، محتوی لایهشد. بعـد از تهیـه سوسپانسیون، چند قطره 

درجه سلسیوس قرار داده  25کـشت آب آگار دو درصد پخش شد. سپس در داخل انکوبـاتور در دمای 

زده مــشخص ها زیـر میکروسـکوپ نـوری بررسی شــد. اسپورهای جوانهساعت بعد پتری 24شد و 

  PDAزده به پتری حـاوی محیط ه حــاوی اسپورهای جوانهگردیدند. با ســوزن ســترون، قطعــ

های مدت، تشتکصورت کوتاهداری شد. برای نگهداری بهانتقال داده و در انکوباتور بـرای رشـد نگه

 شده در یخچال نگهداری شدند.پتری جدایه های کشت

 شناسایی مقدماتی جدایه های قارچی 9-9

شود مانند شکل، اندازه و رنگ پرگنه و استفاده می فوزاریومارچ هایی که در شناسایی قبرخی از ویژگی

قرار  موردتوجهجدایه ها  یهیاولشناسایی  منظوربهماکروکنیدی ها  یشناسختیر یهایژگیوهمچنین 

 گرفتند. 
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 شناسایی مولکولی قارچ 9-4

های  جدایه روزههفت، چند قرص آگار از کشت DNAمنظور تهیه میسلیوم قارچی برای استخراج به

لیتر میلی 855لیتری حاوی میلی 255های ارلن مایر به ظرف PDAشده روی محیط قارچی رشد داده

های حاوی قارچ به مدت هفت روز در انکوباتور شیکردار منتقل شد. ارلن PDBمحیط کشت مایع 

آمده با دستدرجه سلسیوس( قرار داده شدند. سپس میسلیوم به 25دور در دقیقه، دمای  895)

وشو داده شدند تا باقیمانده استفاده از کاغذ صافی و پمپ خلأ جدا شد و با آب مقطر سترون شست

های استریل های میسلیومی قارچ در فالکونمحیط مایع از روی سطح میسلیوم شسته شود. بافت

داری شد های بعدی نگهدرجه سلسیوس برای استفاده 25شده و در فریزر در دمای منفی آوریجمع

 .(8938)آشنگرف 

 از قارچ DNAاستخراج  9-4-8

بتدا انجام شد. ا (Safaei et al. 2005)ها مطابق روش صفایی و همکاران ژنومی جدایه DNAاستخراج 

شده و ی میسیلیومی فریز شده هر یک از جدایه ها، درون هاون چینی قرار دادهگرم از توده 55تا  45

 پس از افزودن نیتروژن مایع، ساییده شد. سپس مراحل زیر به ترتیب انجام شد:

میلی مولار، سدیم کلرید  EDTA 5میلی مولار،  855میکرو لیتر بافر استخراج )تریس  455مقدار  -8

 مولار( به میسیلیوم پودر شده اضافه شد. 4/8

 محتویات میکروتیوب به خوبی مخلوط شد -2

درجه سلسیوس قرار داده شدند.  45دقیقه در حمام آب گرم در دمای  85میکروتیوب ها به مدت  -9

 .شوندیمآرامی تکان داده  ها بهدر طول این مدت دو تا سه بار میکروتیوب

پس از انتقال میکروتیوب ها بر روی یخ )به مدت پنج تا ده دقیقه(، محتویات میکروتیوب با سرعت  -4

 دقیقه سانتریفیوژ شد. 85درجه سلسیوس و به مدت  4دور در دقیقه در دمای  85555

حجم بافر استخراج، شده و هممحلول رو نشین به میکروتیوب تمیز و سترون دیگری منتقل -5

 وپروپانول سرد اضافه گردید.ایز

دور در دقیقه سانتریفیوژ شد و فاز بالایی دور  89555دقیقه با سرعت  85میکروتیوب به مدت  -4

 ریخته شد.
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 95ی الکل تبخیر شود. سپس رسوب حاصل در معرض هوای اتاق قرار گرفت تا باقیمانده -7

در  DNAدر یخچال نگهداری شد تا شب اضافه و یک DNAمیکرولیتر آب دیونیزه سترون به رسوب 

 آب حل گردد.

درصد  1/5روی ژل آگارز  DNAاستخراج شده پنج میکرولیتر از محلول  DNAبرای بررسی کیفیت 

 شده از دستگاه نانودراپ استفاده شد.استخراج DNAمنظور بررسی کمیت الکتروفورز شد. همچنین به

 PCRقارچ با استفاده از  TEF-1αی تکثیر قطعه 9-4-2
 5/82میکرولیتر شامل:  25با حجم نهایی  TEF-1αتکثیر ژن  منظوربهای پلیمراز واکنش زنجیره

میکرولیتر آغازگر پیشرو، یک میکرولیتر آغازگر معکوس، دو میکرو لیتر  8میکرولیتر مخلوط واکنش، 

DNA  ی پلیمراز باامانده آب دیونیزه انجام شد. واکنش زنجیرهنانوگرم و حجم باقی 55الگو با غلظت 

 اند.آورده شده 8 -9استفاده از آغازگرهای اختصاصی انجام گرفت. این آغازگرها در جدول 

 (Arif et al. 2012)ای پلیمراز ها و برنامه واکنش زنجیرهشناسایی مولکولی جدایه منظوربه مورداستفاده: آغازگرهای 8-9جدول 

طول  ژن (5´-9´توالی آغازگر ) آغازگر

قطعه
(bp) 

 برنامه واکنش اختصاصیت

      

TEF-Fs4f 

TEF-Fs4r 

ATCGGCCACGTCGACTCT 

GGCGTCTGTTGATTGTTAGC 

 

 

TEF-1α 658 F. Solani 45  34چرخه شامل 

درجه سلسیوس 

برای یک دقیقه، 

درجه  51

سلسیوس برای 

 72یک دقیقه و 

درجه سلسیوس 

 برای دو دقیقه

Fc-1 

Fc-2 

CATACCACTTGTTGCCTC 

ATTAACGCGAGTCCCACC 

ITS 315 F. Oxysporum  

                                                                                                                                             

           

 فوزاریوم سولانیشناسایی نژاد قارچ  9-4-9

شناسی و مولکولی استفاده شد. های ریختاز روش فوزاریوم سولانیبه منظورشناسایی نژادهای قارچ 

 Matuo and Snyder)بندی ماتوو و اسنایدر تفکیک نژادهای یک و دو این قارچ بر اساس طبقه

، با استفاده از شکل ماکروکنیدی ها انجام شد. شناسایی مولکولی با استفاده از آغازگرهای (1973
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 Mehl)و توسط مهل و اپستین   TEF-1αاین آغازگرها برای ژن اختصاصی نژاد یک و دو انجام شد. 

and Epstein 2007) اند.شدهمعرفی 2-9اند. آغازگرهای مورداستفاده در جدول شدهطراحی 

 

 

  فوزاریوم سولانیبرای شناسایی مولکولی نژاد یک و دو قارچ   مورداستفادهآغازگرهای  2-9جدول 

طول  ژن (5´-9´توالی آغازگر ) آغازگر

قطعه 
(bp) 

 برنامه واکنش نژاد

Fsc1-EF1 GCTAACAATCATCTACAGAC TEF-1α 555 95درجه سلسیوس برای ده دقیقه و  34 یک 

درجه سلسیوس  34چرخه شامل 

درجه سلسیوس  55برای یک دقیقه، 

درجه  72برای یک دقیقه و 

 سلسیوس برای یک دقیقه

Fsc1-EF-2 GACGGATGAGAGAGCAAC 

Fsc2-EF1 GTTGGTGACATATCTCCC TEF-1α 425 دو  

Fsc2-EF3 GAGTGAGAGACATGACGG 

 

 طرح آماری  9-5
تصادفی با سه تکرار انجام شد. در این آزمایش از  کاملاًاین آزمایش در قالب فاکتوریل به طریق طرح 

و فسفیت  )با یک غلظت( سالیسیلیک اسید ریتأثدو رقم حساس و مقاوم استفاده شد. برای بررسی 

شده با قارچ، برای هر تیمار سه تکرار در نظر  یزنهیماپتاسیم )با دو غلظت متفاوت( بر گیاهان شاهد و 

 گرفته شد. 

 گیاه خیاری بذرهای تهیه 9-7
بذرهای گیاه خیار رقم حساس )نگین( و مقاوم )خسیب( به ترتیب از شرکت سبزگستر کرج و 

بهرویش اصفهان تهیه شد. این بذرها وارداتی بوده و رقم نگین محصولی از شرکت انزازادن هلند 

(Enza Zaden( و همچنین رقم خسیب محصول شرکت رکزوان هلند )Rijk Zwaan.است ) 

 گیاهانبستر کشت  9-7
ی کشاورزی دانشگاه صنعتی شاهرود ی دانشکدهی بستر کشت گیاهان، ابتدا خاک از مزرعهبرای تهیه

برداشته شد. سپس این خاک الک شد تا مواد زائد آن جداشده و خاک یکدست باقی بماند. درنهایت 
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دو بار اتوکلاو منظور استریل شدن، تهیه و به 8:8:8های ترکیب خاک + پرلیت + کوکوپیت به نسبت

 کوچک توزیع شد. یهاگلدانازآن ترکیب ذکرشده در شد. پس

 کاشت مواد گیاهی  9-1
دقیقه ضدعفونی  85ابتدا بذرهای خیار )رقم نگین و خسیب( با هیپوکلریت سدیم یک درصد به مدت 

 و چند بار با آب مقطر شستشو داده شد. پس از استریل کردن تشتک پتری و کاغذ صافی، بذرها در

های دار در گلدانتشتک پتری های حاوی یک ورق کاغذ صافی مرطوب قرار گرفتند. بذرهای جوانه

ها در بودند، کشت شدند. گیاهچه 8: 8: 8پلاستیکی که حاوی خاک، پرلیت و کوکوپیت با نسبت 

ساعت روشنایی/ هشت  84درجه سلسیوس و تناوب نوری  25شده دما اتاقک رشد در شرایط کنترل

 (.8-9تاریکی کشت داده شدند )شکل  ساعت

 
 شده ها در اتاقک رشد در شرایط کنترل: پرورش گیاهچه8-5 شکل

 تهیه ترکیب شیمیایی فسفیت پتاسیم 9-3
 مولار اسید فسفرو تهیه 5محلول  cc25و  KOHمولار  85محلول  cc45جهت تهیه این ترکیب ابتدا 

و  ph=9/4( با 3PO2KHشده و درنهایت فسفیت پتاسیم )های معین باهم ترکیبشد. سپس با نسبت

 .(8934 حیدرزاده و همکاران)میلی مولار جهت اسپری برگی تهیه شد  94و  25های غلظت
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 تهیه ترکیب شیمیایی سالیسیلیک اسید  9-81
سالیسیلیک  ی نیم لیتر محلول( تهیه شد. برای تهیهMerckسالیسیلیک اسید محصول شرکت مرک )

شد و سپس تا  اتانول حل تریلیلیمگرم سالیسیلیک اسید در یک  891/5اسید دو میلی مولار، ابتدا 

 به آن آب مقطر استریل اضافه شد. تریلیلیم 555حجم 

 تهیه زاد مایه قارچ عامل بیماری 9-88
 منظوربهدرصد  25ای بیمارگر با آب مقطر استریل حاوی توئین هفته های حاوی کشت یکابتدا پتری

ها شستشو داده شدند. تعداد اسپورها در مایه تلقیح قارچ با استفاده از لام نئوبار آوری کنیدیجمع

 Bourbos)درصد تنظیم شد  25لیتر محلول آب توئین اسپور در هر میلی 2×485شمارش و در حدود 

et al. 1997). 

های خیار در اتاقک رشد و آزمون زنی گیاهچهمایه  9-82

 زاییبیماری
زنی مورد آزمایش قرار گرفت. در روش زایی جدایه های قارچی، سه روش مایهبرای بررسـی بیماری

اول بذرهای استریل شده در تشتک پتری که کف آن با کاغذ صافی استریل پوشیده شده بود قرار 

زنند. گرفت. پس از مرطوب کردن کاغذ صافی، پتری ها در محل تاریکی قرار داده شد تا بذرها جوانه ب

زده اسپری شدند. این کار دو بار تکرار شد و سپس سوسپانسون قارچی بر روی بذرهای تازه جوانه

. درروش دوم، دو هفته پس از (Navi and Yang 2005)ها کشت شدند ازآن بذرها داخل گلدانپس

چکی در نواحی ابتدایی ساقه و طوقه زنی گیاهان، با استفاده از تیغ اسکارپل استریل خراش کوجوانه

ایجاد شد. سپس سوسپانسیون قارچ به محل خراش تزریق شد و این محل با پارافیلم بسته شد 

(Rajput et al. 2008)ت و پرلیت زده در داخل مخلوط خاک، کوکوپی. در روش سوم، بذرهای جوانه

ها به خاک اضافه های آناستریل کاشته شدند و پس از دو هفته، سوسپانسیون قارچ در محل ریشه

 .(Bourbos et al. 1997)شد 

داری درجه سلسیوس نگه 25پس از تلقیح قارچ، گیاهان در اتاقک رشد به مدت چهل روز در دمای 

های تیمـار شـده بعــد از گذشت این مدت موردبررسی قــرار گرفــت. شدند. علائم آلودگی در بافت

روی  %8زنی شده پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت سدیم مایههای گیاهان علاوه براین ریشه

 .کشت داده شدند PDA محیط
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تغییرات بیان ژن و فعالیت  کاشت گیاهان برای بررسی 9-89

 آنزیمی
گیاه  851زنی در کاغذ صافی، به تعداد کافی )با مشخص شدن بهترین روش تلقیح، بذرها پس از جوانه

میلی مولار  94و  25های ها کشت شدند. تیمار فسفیت پتاسیم با غلظتبرای هر رقم( در گلدان

(Eshraghi et al. 2011)  میلی مولار  2سه روز قبل از تلقیح قارچ و تیمار سالسیلیک اسید با غلظت

(Abo-Elyousr et al. 2009) بر روی برگ گیاهان اسپری شدند. برای هر تیمار ، دو روز قبل از تلقیح

زنی بذرها، سوسپانسیون قارچ به خاک سه تکرار در نظر گرفته شد. درنهایت دو هفته پس از جوانه

 گیاهان اضافه شد.

 گیری مواد گیاهینمونه  9-84
اهد، گیری از گیاهان در روزهای سوم، هفتم و دهم صورت گرفت. گیاهان شپس از تلقیح قارچ، نمونه

های ذکرشده با تیغ اسکارپل استریل از اوایل ساقه برش داده شد و تلقیح شده با قارچ در زمان

ازاین که در داخل پاکتی از فویل آلومنیومی قرار گرفت، در ازت مایع نگهداری شد. پس از پس

 داری شدند.نگه  -15ها داخل فریزر گیری از تمام گیاهان، نمونهنمونه

 کل RNAاستخراج   9-85
انجام شد.  (Oñate-Sánchez and Carbajosa 2008 )با روش سانچس و کارباجوزا  RNAاستخراج 

ع کاملاً خرد شد. بافت خردشده به گرم از نمونه گیاهی در هاون کوچک حاوی ازت مایمیلی 95ابتدا 

 سدیم سیترات ،SDS %2میکرو لیتر از بافر شماره یک ) 955لیتری منتقل و میلی 5/8میکرو تیوپ 

68 mm ، 132 سیتریک اسید mm  ،1mm EDTA به آن اضافه شد. سپس به مدت کوتاهی ورتکس )

میکرولیتر از بافر  855در ادامه دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد.  5شد تا همگن شود و به مدت 

آرامی مخلوط و به ( اضافه و بهM nacl ،16 mm sodium citrate ،32 mm citric acid 4شماره دو )

 85دقیقه در دمای چهار درجه سلسیوس نگهداری شد. پس از این، محلول حاصل به مدت  85مدت 

یوس سانتریفیوژ گردید. سپس دور در دقیقه در دمای چهار درجه سلس 89555دقیقه با سرعت 

میکرولیتر ایزوپروپانول سرد به آن اضافه گردید و به  955رونشین به میکروتیوب جدید انتقال یافت و 

دور  89555مدت پنج دقیقه بر روی یخ نگهداری شد. میکروتیوب ها به مدت چهار دقیقه با سرعت 

 75نشین حذف گردید. رسوب با اتانول در دقیقه در دمای چهار درجه سلسیوس سانتریفیوژ شد و رو

 یهایآلودگحذف  منظوربهحل گردید.  DEPCمیکرولیتر آب  25درصد شستشو داده شد و در 

DNA به میزان سه میکرولیتر بافر ،(dnase (10x  و دو میکرو لیترdnase  97اضافه گردید و در دمای 

،  DEPSمیکرو لیتر آب  75ه میزان دقیقه نگهداری شد. پس  از این ب 95درجه سلسیوس به مدت 
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 RNAمیکرو لیتر  95درصد به  855میکرو لیتر اتانول  455میکرو لیتر محلول آمونیوم استات و  55

دور در دقیقه در دمای چهار درجه سلسیوس  89555دقیقه با سرعت  25اضافه گردید و به مدت 

شستشو صورت گرفت و بر روی  درصد 75لیتر اتانول سانتریفیوژ شد. در پایان با یک میلی

 حل گردید. DEPCمیکرولیتر آب  25کاغذی استریل خشک شد و در دستمال

 شدهاستخراج RNAبررسی کمیت و کیفیت  9-85-8

 الکتروفورز  9-85-8-8
همراه با  RNAهای میکرولیتر از نمونه 5  شده، با انجام الکتروفورز تعیین شد.استخراج RNAکیفیت 

آمیزی با درصد الکتروفورز گردید. رنگ 1/5جفت باز، بر روی ژل آگارز  855نشانگر با اندازه مولکولی 

برداری ژل، آمیزی، با استفاده از دستگاه عکساستفاده از اتیدیوم بروماید صورت گرفت. پس از رنگ

 باندهای موردنظر بررسی شدند. 

 ده با نانودراپشاستخراج RNA بررسی کیفیت و کمیت 9-85-8-2
موج یک واحد جذب نانومتر است. در این طول 245، حداکثر جذب آن در RNAبا توجه به ساختار 

(OD8 معادل )میکروگرم  45RNA  260در هر میکرو لیتر است. نسبتOD 280 بهOD ، درجه خلوص

 RNA را مشخص می( 260/280نماید که این نسبتA تقریباً باید در محدوده )شد. در صورت با 1/8-2

میزان آلودگی به مواد   230ODبه  260ODیابد. نسبت های پروتئینی این نسبت کاهش میوجود آلودگی

1دهد. در این روش از رقت فنلی و پلی ساکارید را نشان می

25
در آب مقطر و دستگاه  RNAنمونه  

 نانودراپ استفاده شد.

 cDNAسنتز  9-87

ی جنوبی انجام شد. سه میکرو لیتر از کشور کره Gene Allبا استفاده از کیت شرکت  cDNAسنتز 

RNA شده را در سه میکرولیتر آب تیمار شده با استخراجDEPC  میکرولیتر آغازگر  5/5همراه

oligo(dt)  میکرو لیتر  5/5وdntp  میکرو لیتر( و به  7در یک میکروتیوب مخلوط کرده )حجم نهایی

یوس در دستگاه ترموسایکلر نگهداری شد. پس از پایان زمان درجه سلس 45دقیقه در دمای  5مدت 

ازآن مواد لازم طبق جدول زیر شدند و پس یدارنگهدقیقه بر روی یخ  5ها به مدت انکوباسیون، تیوب

 (9-9به هر تیوب اضافه گردید )جدول 

 

                                                 
8-Optical Density 
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 cDNAترکیبات واکنش ساخت رشته اول  9-9جدول 

 غلظت مادهنام و  (µlمقدار برای هر واکنش )

8 10x rtase reaction buffer 

8 0.1 M DTT 

5/1 Hyperscripttm Reverse Transcriptase (200 U/㎕) 

5/1 Zymalltm rnase Inhibitor 

 

شدند. پس از پایان زمان  یدارنگهدرجه سلسیوس  55دقیقه در دمای  95ها به مدت تیوب

دقیقه در  5ها به مدت ، تیوبReverse transcriptase منظور غیرفعال کردن آنزیمانکوباسیون، به

درجه سلسیوس  -25حاصل تا زمان مصرف در  CDNAدرجه سلسیوس قرار گرفتند.   15دمای 

 نگهداری گردید. 

 طراحی آغازگر 9-87
انجام  exon-exon junctionدر این تحقیق، طراحی آغازگر برای بررسی تغییرات بیان ژن به روش 

عنوان ژن مرجع استفاده گردید. برای طراحی آغازگر از دار آلفا توبولین بهشد. همچنین از ژن خانه

 Oligo analyzer (IDT)( و https://www.ncbi.nlm.nih.gov) NCBIافزار پرایمر بلاست سایت نرم

(https://www.idtdna.com/site/account/login returnurl=/site/home/home استفاده شد و )

 شده، برای سنتز به شرکت پیشگام فرستاده شدند. های طراحیتوالی

 داستفاده جهت بررسی تغییرات بیان ژنمشخصات آغازگرهای مور 4-9جدول 

 (5´-9´) توالی (bp) طول قطعه تکثیری
 

 آغازگرنام 

838 CGTCTTGTATCCCAGGTCAT TUB-F 

 GTGATTTCAGCCACTGAGAG TUB-R 

875 TGCCTTGTGATGAAGTAGGA PR1-F 

 AAGTCTTGAGGTGAGTCTGT PR1-R 

854 CACTCTACTTCAGGTTTTGGAT PAL1-F 

 TAAGGGCATAGCGATCTTGT PAL1-R 

 

https://www.idtdna.com/site/account/login%20returnurl=/site/home/home
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 Real time PCRواکنش  9-81
، سپس مخلوط واکنش، آغازگرها و آب تیمار شده با شدههیتهپیکومول  5ابتدا آغازگرها با غلظت 

DEPC های آماده استفاده شدند، استریپ 8به دمای محیط رسانیده و بعد از یک سانتریفیوژ کوتاه

بر روی یخ در زیر هود قرار  Real Timeهم( مخصوص دستگاه بهمیکرو لیتری متصل 855های )تیوب

میکرو لیتر آب اضافه  2میکرو لیتر از هر آغازگر و  5/5میکرو لیتر مخلوط واکنش،  5ها گرفت و به آن

د از یک سانتریفیوژ کوتاه آماده شد و به هر روی یخ ذوب گردید و بع cDNAشد. در این مرحله 

طبق  PCRها را در دستگاه قرار داده و (، استریپ5-9میکرو لیتر اضافه گردید )جدول  2استریپ 

 انجام شد. 4-9در جدول  شدهارائهبرنامه دمایی 

 

 Real time PCRاجزاء مخلوط واکنش   5-9جدول 

 ماده (µlمقدار ) غلظت

 Maxima SYBRمخلوط واکنش  5 -

Green/high ROX qpcr  (2X) 

0.15 µm 5/5 رفت آغازگر 

0.15 µm 5/5 برگشت آغازگر 

100 ng≥ 2  الگوDNA 

 آب عاری از نوکلئاز 2 -

 جمع 85 -

   

 

 

 Real time PCR: برنامه دمایی 4-9جدول 

 سیکل زمان دما )درجه سلسیوس( مرحله واکنش

 8 دقیقه 85 35 اولیهسازی و واسرشته سازی فعال

 95 ثانیه 85 35 واسرشته سازی

  95 51 اتصال

  95 72 بسط

 

                                                 
8 short spin 
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 Real time PCRهای داده لیوتحلهیتجز 9-81-8
( هر Mean normalized expression) MNEی میزان بیان ژن در تیمارهای مختلف، برای مقایسه

Q- افزارنرمبا استفاده از فایل اکسل مربوط به  8ی هر ژن. بیان نرمال شدهمحاسبه شد هاآنیک از 

gene .محاسبه شد 

 هاآنزیم فعالیت بررسی تغییرات 9-83

 آنزیم کاتالاز 9-83-8
 ,Aebi et al)بررسی فعالیت آنزیم کاتالاز ابتدا محلول آنزیمی مطابق روش ابی و همکاران  منظوربه

 گرمیلیم از ده اندعبارتبافر استخراج  یهیته برای ازیموردن یهامحلول و ، استخراج شد. مواد(1984

 یک  متابایسولفیت و سدیم 7ph=با  مولار میلی 55 پتاسیم فسفات  (،2PVP)  پیرولیدین وینیل پلی

 مولار. میلی

 شده نگهداری - C ˚ 15 فریزر در که برگی بافت گرم یک و داده قرار یخ روی را سرد در این روش هاون

 برگ بافت اینکه از بعد  شد. ساییده برگی بافت مایع نیتروژن کردن اضافه با و قرار گرفت هاون در بود

شد.  ساییده دوباره حاصل مخلوط و نموده اضافه  پیرولیدون وینیل پلی گرمیلیم 855 شد، خرد کمی

 گیاهی عصاره شدند، له خوبی به هانمونه اینکه از شد. پس اضافه بافر استخراج لیتریلیم سه سپس

 در دقیقه 95 مدت درجه سلسیوس به چهار دمای و rpm 85555 در و فالکون منتقل به حاصل

جدا شد.   بالایی شفاف فاز کردن سانتریفیوژ از بعد .شدند سانتریفیوژرومیزی،  سانتریفیوژ دستگاه

عبارت بود از:  واکنش شد. مخلوط یریگاندازه 5(8314فعالیت آنزیم کاتالاز به روش ابی و همکاران )

میکرولیتر آب مقطر استریل و  555(، ph=7) میلی مولار 855 پتاسیم فسفات میکرو لیتر بافر 255

 پراکسید هیدروژن. رلیتیلیم 255

 نانومتر 245 موجطول در اسپکتروفتومتر آن یلهوسبه و شده ریخته سل کوارتزی یک در مخلوط سپس 

 زمانمدت در کاتالاز آنزیم فعالیت  و اضافه شد آن به آنزیمی یعصاره میکرولیتر 25 شد. سپس بلنک

 و ثبت شد. یریگاندازهثانیه  45

                                                 
8 Normalized Expressions 

2 Polyvinil pirolidin 
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 PALآنزیم  9-83-2
و با کمی تغییرات انجام شد.  (Qin et al. 2003)با روش کین و همکاران  PALآنزیم  یریگاندازه

میلی مولار با  55میکرولیتر بافر بورات سدیم  555گرم برگ با  8/5آنزیمی  یعصارهجهت استخراج 

ph=8.8  گرم پلی وینیل پیرولیدین در داخل هاون  58/5و حاوی پنج میلی مولار بتامرکاپتواتانول و

دور در  3555مخلوط یکنواخت درآمد. مخلوط حاصل بلافاصله در  صورتبهچینی سرد خرد شد و 

بافر بورات  تریلیلیمی سلسیوس سانتریفیوژ شد و روشناور به همراه یک درجه 4ی دقیقه و در دما

میلی مولار در یک میکروتیوب  25فنیل آلانین  -میکرولیتر ال 255و  ph=8.8میلی مولار،  55سدیم 

ی سلسیوس قرار گرفت. سپس واکنش با درجه 97ریخته شد و به مدت یک ساعت در حمام آب گرم 

با تولید سینامیات تعیین  PALاسید کلریدریک شش نرمال متوقف شد. فعالیت آنزیم  تریلیلیم 8/5

نانومتر توسط دستگاه  235 موجطولجذب محلول در  یریگاندازه. میزان تولید سینامات با شودیم

عصاره آنزیمی استخراج  جزبهاسپکتروفتومتر صورت گرفت. نمونه شاهد حاوی تمام محتویات محلول 

 شده بود.

 فعالیت آنزیم یهاداده لیوتحلهیتجز 9-21
شده با قارچ و همچنین گیاهان شاهد )تمام  یزنهیماهای تیمار شده و فعالیت آنزیم در تمام نمونه

 یریگاندازهمورد بررسی قرار گرفته بود(  Real time PCRها در آزمایش هایی که بیان ژن آننمونه

انجام شد.  MSTAT-C افزارنرمی میانگین با استفاده از ها و مقایسهی واریانس دادهشد. آنالیز تجزیه

مربوط به فعالیت آنزیمی با استفاده از آزمون دانکن انجام شد. در نهایت  یهادادهمیانگین  یسهیمقا

 رسم شد.  EXCEL افزارنرمهای آنزیمی با استفاده از نمودار فعالیت
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 : نتایج و بحث 4فصل 
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 ی عامل بیماری های آلوده و شناسایی اولیهآوری نمونهجمع 4-8
جدایه جداسازی شد. جدایه های جمع آوری شده  55در مجموع از گیاهان دارای علائم آلودگی، 

های دارای کنیدی آلترناریا(. جنس 8-4بود )شکل  فوزاریومو  رایزوکتونیا، آلترناریاهای شامل جنس

و بیضوی و همچنین دارای  یمرغتخمکروی،  یهاشکلدار و به ای روشن تا تیره، صاف تا زگیلقهوه

(. 8934ی آلترناریا زیتونی تیره است )اقبالی و همکاران ی عرضی است. رنگ پرگنهیک یا دو دیواره

کرم رنگ است و با  باًیتقررنگ و در ابتدا بی PDAحیط کشت در م رایزوکتونیاهای جنس پرگنه

فوزاریوم های جنس (. گونه8932)عراقی و همکاران  کندیمای تغییر گذشت زمان به زرد و قهوه
کنند که دارای سلول انتهایی نوک تیز رنگ با چندین دیواره عرضی تولید میهای بیماکروکنیدی

ز داشته باشد. رشد پرگنه جنس فوزاریوم بر روی محیط کشت است و ممکن است میکروکنیدی نی

PDA  های هوایی . این جنس میسیلیومرسدیمسریع بوده و پس از ده روز به بیشتر از هفت سانتیمتر

شدن ممکن است رنگ آن تغییر کند  ترمسنکند که ابتدا سفید رنگ بوده و با فراوانی تولید می

 (.8914)عظیمی و همکاران 

 

 
 خیار آلوده در تحقیق حاضر  یهاوهیم)ج و د(، جداسازی شده از  فوزاریومو  آلترناریا)الف( ،  رایزوکتونیاهای : قارچ8-4 شکل

سازی جدایه های بیشترین فراوانی را به خود اختصاص داد. خالص فوزاریومها، جنس از بین جدایه

با توجه به اسپوردار بودن این قارچ، به روش تک اسپور انجام گرفت. جدایه ها با استفاده از  فوزاریوم

 ب الف

 د ج
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قرار گرفتند. این  فوزاریوم اکسیسپورومو  سولانی فوزاریومهای متمایزکننده در دو گروه ویژگی

آبی و آبی در -شناسی ماکروکنیدی و پرگنه های کرم، سبزهای متمایزکننده شامل ریختویژگی

جدایه اولیه،  55ترتیب از بین این. به(Leslie and Summerell, 2008)بودند  PDAمحیط کشت 

 (.8-4جدایه( بود )جدول  29درصد ) 44 بیشترین جنس  مربوط به فوزاریوم با 

 جدایه عامل بیماری جداسازی شده از مزارع جالیز 55: فهرست 8-4جدول 

 میزبان منطقه کد شماره  میزبان منطقه کد شماره

 خیار شاهرود 4-1 24  کدو شاهرود 8-8 8

 خیار شاهرود 5-1 27  کدو شاهرود 8-2 2

 خیار شاهرود 4-1 21  کدو شاهرود 8-9 9

 خیار شاهرود 7-1 23  کدو شاهرود 8-4 4

 خیار شاهرود 3-1 95  کدو شاهرود 8-5 5

 خیار شاهرود 85-1 98  کدو شاهرود 8-4 4

 خیار شاهرود 88-1 92  کدو شاهرود 8-7 7

 خیار شاهرود 82-1 99  هندوانه شاهرود 2-8 1

 خیار شاهرود 89-1 94  هندوانه شاهرود 2-2 3

 خیار شاهرود 84-1 95  هندوانه شاهرود 2-9 85

 خیار شاهرود 85-1 94  هندوانه شاهرود 2-4 88

 خیار شاهرود 84-1 97  هندوانه شاهرود 2-5 82

 خیار شاهرود 87-1 91  هندوانه شاهرود 2-4 89

 خیار شاهرود 81-1 93  هندوانه شاهرود 2-7 84

 خیار شاهرود 83-1 45  هندوانه شاهرود 2-1 85

 کدو شاهرود 8-3 48  هندوانه شاهرود 2-3 84

 کدو شاهرود 2-3 42  خیار جیرفت 5-8 87

 کدو شاهرود 9-3 49  خیار جیرفت 5-2 81

 کدو شاهرود 4-3 44  خیار ورامین 4-8 83

 کدو شاهرود 5-3 45  خیار ورامین 4-2 25
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 کدو شاهرود 4-3 44  خیار ورامین 4-9 28

 کدو شاهرود 7-3 47  خیار ورامین 4-4 22

 کدو شاهرود 1-3 41  خیار شاهرود 1-8 29

 کدو شاهرود 3-3 43  خیار شاهرود 1-2 24

 کدو شاهرود 85-3 55  خیار شاهرود 1-9 25

 

 فوزاریوم جنس   یهاگونهشناسایی مولکولی  4-2
و  TEF-Fs4f ژنومی هر جدایه و با استفاده از آغازگرهای DNAای پلیمراز بر روی واکنش زنجیره

TEF-Fs4r  انجام شد. الکتروفورز محصولاتPCR  ی جدایه قطعه 3بر روی ژل آگارز نشان داد که در

 (. 2-4)شکل  باشدیم فوزاریوم سولانی جفت بازی تکثیر شد که اختصاصی گونه 451

 
روی ژل آگارز یک درصد. خط کش ژنومی یک کیلو جفت بازی  TEF-Fs4rو  TEF-Fs4fبا آغازگرهای  PCR: الکتروفورز محصول 2-4 شکل

(Mنمونه ) ی کنترل منفی(N) (84تا  8های و جدایه های مطالعه شده )چاهک 

DNA فوزاریوم اکسیسپورومی مربوط به این جدایه ها با آغازگرهای اختصاصی گونه (Fc-1  وFc-2) 

ها باندی تکثیر نکردند. با توجه به مشخص کدام از آنند و هیچای پلیمراز قرار گرفتدر واکنش زنجیره

 شدن گونه، این نه جدایه برای مطالعات بعدی انتخاب شدند.
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 فوزاریوم سولانیشناسایی مولکولی نژاد جدایه های  4-9
با استفاده از آغازگرهای اختصاصی هر نژاد انجام شد.  فوزاریوم سولانیشناسایی مولکولی نژاد یک و دو 

با  جدایه ی ژل آگارز، الکتروفورز شدند. این دوبر روجدایه  3از جدایه  دومربوط به  PCRمحصول 

ی ر محدودهد یاقطعه، PCRدر واکنش  Fsc1 EF1/Fsc1 EF2استفاده از آغازگر مربوط به نژاد  یک 

گونه است )شکل دهد این جدایه مربوط به نژاد یک اینکه نشان می داشتند  جفت بازی تکثیر 555

4-9 .) 

 

 
: Mدرصد.  2/8( بر روی ژل آگارز Fsc1 EF1/Fsc1 EF2) 8با استفاده از آغازگرهای اختصاصی نژاد  PCR: الکتروفورز محصول 9-4 شکل

 جدایه های مورد بررسی در این تحقیق. 2و8: کنترل منفی، Nخط کش ژنومی یک کیلو جفت بازی، 

این جدایه و آغازگر اختصاصی نژاد دو  DNAبا  PCRنتایج بدست آمده، واکنش  دیتائ منظوربه

(Fsc2-EF1/ Fsc2-EF3 نیز انجام شد، اما )تکثیر نشد.   یاقطعه 

نژاد یک با استفاده از  سولانیفوزاریوم شناسایی جدایه ی  4-4

 شناسیخصوصیات ریخت
عنوان نژاد یک، از پرگنه آن شده بهشناسی ماکروکنیدی جدایه ی شناساییمنظور بررسی ریختبه

آمیزی شدند. اسلایدها در زیر میکروسکوپ نوری اسلاید تهیه و با استفاده از لاکتوفنول کاتن بلو رنگ

بررسی شد. نژاد یک این قارچ  (Matuo and Snyder 1973)اساس منابع ها بر قرارگرفته و ویژگی آن

مشاهده  4-4که در شکل  طورهمانتمایز است. قسمتی از نژاد دو آن قابلبا ماکروکنیدی های پنج
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 یهایبررس. نتایج باشندیمغالب  صورتبهدر این جدایه  یقسمتپنجماکروکنیدهای  شودیم

 مولکولی مطابقت دارند.  یهایبررسبا نتایج  یشناسختیر

 
 برابر )ب( 855برابر )الف(  و  45نمایی قسمتی نژاد یک فوزاریوم سولانی با بزرگ 5: ماکروکنیدی های 4-4 شکل

 نژاد یک فوزاریوم سولانیزایی بیمارگر آزمون بیماری 4-5
، تلقیح گیاه با بیمارگر به سه روش انجام شد. در ییزایماریبتعیین بهترین روش برای آزمون  منظوربه

زده اسپری شدند و بذرها در خاک قرار روش اول سوسپانسیون قارچی بر روی بذرهای تازه جوانه

روش . نتایج این (Navi and Yang 2005)ر علائم بیماری ارزیابی شدندگرفتند و چهل روز بعد از نظ

شده با گیاهان شاهد تفاوت نداشتند. برای بررسی  یزنهیمانشان داد که خصوصیات ظاهری گیاهان 

ی گیاهان تلقیح شده با قارچ پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت بیشتر قطعات کوچکی از ریشه

 قرار گرفتند و به مدت یک هفته در انکوباتور در دمای PDAدرصد، در محیط کشت  5/5سدیم 

درجه سلسیوس نگهداری شدند، اما پرگنه قارچ پس از یک هفته نیز اطراف قطعات ریشه  8±25

تشکیل نشد. نتایج نشان داد که این روش تلقیح مؤثر واقع نشده است. روش دوم نیز که با ایجاد 

، مانند روش اول (Rajput et al. 2008) ی گیاه و تلقیح از این محل همراه بود خراش در ابتدای ساقه

 در ایجاد بیماری مؤثر نبود. 

 ایهفتهدر روش سوم یعنی اضافه کردن سوسپانسیون اسپور به خاک اطراف ریشه گیاهچه های دو

(Bourbos et al. 1997)دادند )شکل هایشان نشان ، گیاهان پس از چهل روز علائم بیماری را در ریشه

که گیاهان الف( درحالی 4-4ای درآمده بود )شکل ی گیاهان در اثر بیمارگر به رنگ قهوه(. ریشه4-5

 ب(.  4-4شاهد این تغییر را نشان ندادند )شکل 

 ب الف
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 و گیاه شاهد )ب(. )الف( فوزاریوم سولانی ساقه در اثر بیمارگرهای پایینی در ریشه و قسمت بیماری علائم 5-4 شکل

 

 

 الف ب

 الف

 رقم نگین

 رقم خسیب
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ای شدن ریشه و ابتدای ساقه در قهوه صورتبهعلائم بیماری  ی گیاهان تلقیح شده )الف( و شاهد )ب(.بیماری در اطراف ریشه علائم 4-4 شکل

 است. شدهمشخصگیاه تلقیح شده با فلش 

درصد در محیط  5/5ی این گیاهان پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت سدیم علاوه براین ریشه

قرار   (Juber and Hussein 2014)گرم بر لیتر( میلی 255حاوی تتراسایکلین )باغلظت  PDAکشت 

(. 7-4های سفیدرنگ قارچ تشکیل شدند )شکل گرفتند. پس از یک هفته اطراف بافت گیاهی پرگنه

ی اسلاید، مشاهده در زیر آمیزی اسپورهای این قارچ با لاکتوفنول کاتن بلو و تهیهپس از رنگ

فوزاریوم  کینژاد متعلق به  یقسمتپنجمیکروسکوپ نشان داد که این قارچ دارای ماکروکنیدی های 
 است. سولانی

 

 
ها در اطراف ی گیاهان تلقیح شده رقم خسیب )الف( و رقم نگین )ب( و عدم رشد آن: رشد قارچ فوزاریوم سولانی در اطراف ریشه7-4شکل 

 گیاهان شاهد رقم خسیب )ج( و نگین )د(. یهاشهیر

 ب

 الف

 ج

 ب

 د

 رقم نگین

 رقم خسیب
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 مولکولی بررسی 4-7

 از برگ RNAاستخراج  4-7-8
 با آن مقایسه و درصد 1/5 آگارز ژل روی بر شده استخراج RNA یهانمونه بررسی از حاصل نتایج

 برگ بافت یهانمونه از شده استخراج های RNAخط کش ژنومی یک کیلو جفت بازی نشان داد که 

بود)شکل  مشاهدهقابل S rrna 81و   S rrna21و باندهای  هستندمناسب برخوردار   کیفیت از خیار،

4- 1 .) 

 
 یهانمونه( و Mخط کش ژنومی یک کیلو جفت بازی )درصد.  1/5 آگارز ژل روی بر تیمارها برخی از شده استخراج RNAی : نمونه1-4 شکل

RNA (7تا  8های )چاهک 

 cDNAپلیمراز با  یارهیزنجانجام واکنش  4-7-2
انجام  palو  pr1های آلفا توبولین، پلیمراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن یارهیزنجواکنش 

و  cDNAشد. جهت رسیدن به شرایط تکثیر مطلوب، پارامترهای واکنش مانند دمای اتصال، غلظت 

ای پلیمراز با ژل آگارز یک درصد مورد شدند. محصولات واکنش زنجیره یسازنهیبهغلظت آغازگر 

 (. 3-4بررسی قرار گرفتند )شکل 
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جفت  838ی با تکثیر قطعه ژن آلفا توبولینهای مکمل با استفاده از آغازگرهای DNAپلیمراز با  یارهیزنج یهاواکنش: محصول 3-4 شکل

)ج(. خط کش ژنومی یک کیلو جفت بازی جفت بازی  875ی با تکثیر قطعه  pr1)ب( و جفت بازی  854ی با تکثیر قطعه pal)الف(،  بازی

(Mنمونه ) ی کنترل منفی(N) چاهک شماره یک محصول ،PCR  باcDNA  و چاهک شماره دو محصولPCR  باDNA .ژنومی 

 

 الف

 ج

 ب الف

 ج
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  pr1بررسی تغییرات بیان ژن  4-7-9

در اثر تیمار با   رقم حساس نگین در pr1بررسی تغییرات بیان ژن  4-7-9-8

 با قارچ یزنهیماسالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم و 
شود تیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید باعث افزایش بیان مشاهده می 85-4که در شکل  طورهمان

در روز سوم و هفتم  نسبت به حالت شاهد )تیمار شده با آب مقطر( شد و در روز دهم به  pr1ژن 

( ph20میلی مولار ) 25بیش از شش برابر گیاهان شاهد رسید. در گیاهان تیمارشده با فسفیت پتاسیم 

م با میزان بیان این ژن در روز سوم نسبت به شاهد چهار برابر افزایش یافت و پس از آن در روز هفت

برابر  75/3کاهش بیش از سه برابری مواجه شده و در روز دهم به بیشترین میزان خود رسیده است )

به میزان  pr1با افزایش بیان ژن  (ph36)میلی مولار  94حالت شاهد(. تیمار گیاهان با فسفیت پتاسیم 

زایش بیان در روزهای برابر گیاهان شاهد همراه بود. پس از اوج میزان بیان در روز سوم، اف 4/854

 (. 85-4شد )شکل  مشاهده یترفیخفهفتم و دهم با میزان 

تا روز هفتم تغییر  (sa+ph20میلی مولار ) 25سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأمتیمار 

این تیمار با کاهش بیان ژن در  کهیدرحالدر مقایسه با شاهد نشان نداد  pr1در بیان ژن  یتوجهقابل

برابر گیاهان شاهد افزایش  1/7همراه بود )نصف حالت شاهد( و پس از آن در روز دهم به  روز هفتم

( باعث افزایش سطح sa+ph36میلی مولار ) 94سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأمیافت. تیمار 

در روز سوم شد و پس از آن در روز هفتم تا سطح گیاهان شاهد کاهش یافت و  prژن  یهارونوشت

(. بیان ژن در گیاهان تحت تیمار 85-4برابر گیاهان شاهد رسید )شکل  14در نهایت در روز دهم به 

-میلی مولار در مقایسه با تیمار سالیسیلیک اسید در روز 25سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأم

 توأمتیمار  کهیدرصورتبرابر کاهش یافت  4/8و  3/2، 7/8هفتم و دهم به ترتیب  های سوم،

میلی مولار بیان ژن را در روزهای سوم، هفتم و دهم به ترتیب  94سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم 

-4برابر نسبت به گیاهان تیمار شده با سالیسیلیک اسید افزایش داد )شکل 5/7و  9/8، 4/9به میزان 

85.) 

نشان داد که  فوزاریوم سولانی در رقم حساس نگین در تعامل با بیمارگر pr1بررسی الگوی بیان ژن 

برابر نسبت به گیاهان   7/2و  4/43با قارچ به ترتیب  یزنهیمابیان این ژن در روز سوم و هفتم پس از 

، کاهش اندکی در میزان شده با آب مقطر( افزایش یافته است. درحالی که در روز دهم یزنهیماشاهد )

 (.85-4بیان ژن نسبت به گیاهان شاهد مشاهده شد )شکل 

مشابه  یزنهیمادر گیاهان پیش تیمار شده با سالیسیلیک اسید تا روز دهم پس از  pr1الگوی بیان ژن 

 5/97ژن نسبت به حالت شاهد  یهارونوشتشده با قارچ بود اما در روز دهم سطح  یزنهیماگیاهان 

میلی مولار در  25برابر افزایش یافت. همچنین بیان ژن در گیاهان پیش تیمار شده با فسفیت پتاسیم 

برابر  1/88در سطح گیاهان شاهد باقی ماند و تنها در روز دهم  یزنهیماروز سوم و هفتم پس از 

میلی مولار  94گیاهان با فسفیت پتاسیم  (. پیش تیمار85-4نسبت به شاهد افزایش پیدا کرد )شکل 
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تغییری در میزان بیان ژن نسبت به گیاهان شاهد ایجاد نکرد و تنها در  یزنهیماتا روز هفتم پس از 

 برابر گیاهان شاهد رسید. 3/2به بیش از  یزنهیماروز دهم پس از 

میلی مولار در  25اسیم الگوی بیان ژن درگیاهان پیش تیمار شده با سالیسیلیک اسید و فسفیت پت

 کهیدرحالرا نسبت به گیاهان شاهد نشان نداد  یتوجهقابلافزایش  یزنهیماروز سوم و هفتم پس از 

 pr1ژن  یهارونوشت(. سطح 85-4برابر حالت شاهد رسید )شکل  2/23در روز دهم بیان این ژن به 

میلی مولار سه روز پس از  94در گیاهان پیش تیمار شده با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم 

در روز هفتم تا سطح  کهیدرصورتبرابر افزایش یافت  1/1نسبت به گیاهان شاهد  یزنهیما

برابر گیاهان شاهد( یافت.  5/3در روز دهم افزایش ) مجدداً گیاهان شاهد کاهش و  یهارونوشت

را در بین پیش تیمارهای مختلف بر  ریتأثپیش تیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید بیشترین  یرکلطوبه

 هارونوشتسالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم سطح  توأمپیش تیمار  کهیطوربهبیان ژن داشته است 

 است.( کاهش داده 85- 4در مقایسه با پیش تیمار سالیسیلیک اسید )شکل  یتوجهقابل صورتبهرا 
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 .ی با قارچزنهیمادر اثر تیمار با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم و   رقم حساس نگین در pr1: بررسی تغییرات بیان ژن 85-4 شکل

 . باشندیخطای استاندارد م دهندهنشان. بارها بیولوژیک است تکرارسه  حاصل هانیانگیم

: fungiمیلی مولار،  94، فسفیت پتاسیم ph36میلی مولار، 25سیم ، فسفیت پتاph20: سالیسیلیک اسید، sa: کنترل، Cاختصارات شکل: 

 : روز دهم10d: روز هفتم، 7d: روز سوم، 3dقارچ، 

 

 

Days after treatment 

 

https://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=PMC2238752_1472-6793-7-12-2&req=4
https://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=PMC2238752_1472-6793-7-12-2&req=4
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در اثر تیمار با   رقم مقاوم خسیب در pr1بررسی تغییرات بیان ژن  4-7-9-2

 با قارچ یزنهیماسالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم و 
در گیاهان تیمار شده با سالیسیلیک اسید بیانگر این بود که در  pr1نتایج حاصل از بررسی بیان ژن 

و در روز هفتم  شودینمدر سطح بیان این ژن نسبت به شاهد مشاهده  یتوجهقابلروز سوم تغییر 

میزان بیان نسبت به حالت شاهد ده برابر کاهش یافته و در نهایت در روز دهم با افزایش بیان این ژن 

 25(. در گیاهان تیمار شده با فسفیت پتاسیم 88-4ان شاهد رسیده است )شکل برابر گیاه 7/2به 

نسبت به گیاهان شاهد داشته )ده برابر( و  یتوجهقابلمیلی مولار میزان بیان ژن در روز سوم افزایش 

پس از آن در روز هفتم نسبت به گیاه شاهد کاهش یافته و در نهایت در روز دهم به سه برابر گیاه 

میلی مولار الگوی بیان ژن  94رسیده است. همچنین در گیاهان تیمار شده با فسفیت پتاسیم شاهد 

در  pr1میلی مولار بود. بیان ژن  25مشابه با الگوی بیان ژن در گیاهان تیمار شده با فسفیت پتاسیم 

 میلی مولار فقط در روز هفتم افزایش 25سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأماثر تیمار 

برابر حالت شاهد( و پس از آن در روز دهم به سطح بیان در گیاه شاهد  7/9را نشان داد ) یتوجهقابل

میلی مولار ، سطح  94رسید. همچنین در گیاهان تیمار شده با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم 

در روز برابر کاهش یافت پس از آن  82در روز سوم نسبت به گیاهان شاهد  pr1ژن  یهارونوشت

سالیسیلیک اسید و فسفیت  توأم(. تیمار 88-4هفتم و دهم به سطح گیاهان شاهد رسید )شکل 

میلی مولار در روزهای سوم و دهم بیان ژن را در مقایسه با تیمار سالیسیلیک اسید به  25پتاسیم 

 صورتبهد. برابری ش 45در روز هفتم باعث افزایش   کهیدرصورتبرابر کاهش داد،  5/2و  4/1ترتیب 

میلی مولار در مقایسه با تیمار سالیسیلیک  94مشابهی تیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید و فسفیت 

برابر کاهش و در روز هفتم  4/8و  4/7ژن را در روزهای سوم و دهم به میزان  یهارونوشتاسید سطح 

 (.88-4برابر افزایش داد )شکل  7/4

در  pr1شود، در گیاهان تلقیح شده با بیمارگر، بیان ژن مشاهده می 88-4که در شکل  طورهمان

 برابر کاهش 4/24برابر و  1/7نسبت به گیاهان شاهد به ترتیب  یزنهیماروزهای سوم و هفتم بعد از 

برابر حالت شاهد( را نشان داده است.  2/82) یتوجهقابلدر روز دهم افزایش بیان  کهیدرحالیافت 

در روز دهم پس از  یتوجهقابل صورتبهپیش تیمار شده با سالیسیلیک اسید در گیاهان  pr1بیان ژن 

در گیاه شاهد( یافت. پیش تیمار گیاهان با فسفیت پتاسیم  هارونوشتبرابر سطح  82افزایش ) یزنهیما

 یزنهیمابرابری بیان ژن نسبت به گیاهان شاهد در روز سوم پس از  89میلی مولار باعث افزایش  25

شد. نرخ بیان ژن پس از روز سوم کاهش یافت و در روز هفتم و دهم تا میزان بیان در گیاهان شاهد 

میلی مولار میزان بیان ژن در روز  94رسید. همچنین در گیاهان پیش تیمار شده با فسفیت پتاسیم 

شاهد( و پس برابر کمتر از گیاهان  895را نسبت به گیاهان شاهد نشان داد ) یتوجهقابلسوم کاهش 

در روز دهم به چهار برابر حالت شاهد  کهیدرحالگیاهان شاهد رسید  پنجمکیاز آن در روز هفتم تا 

 افزایش یافت. 
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میلی مولار در  25سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم  توأمدر گیاهان پیش تیمار شده  pr1بیان ژن 

برابر کمتر از گیاهان شاهد( و در روز  15) نسبت به گیاه شاهد کاهش یافته یزنهیماروز سوم پس از 

هفتم به سطح بیان ژن در گیاه شاهد رسید و پس از آن در روز دهم افزایش پنج برابری را نسبت به 

 94سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأمپیش تیمار  کهیدرحالگیاهان شاهد نشان داده است. 

نسبت به گیاهان شاهد شده و در روز  یزنهیماس از میلی مولار باعث کاهش بیان ژن در روز سوم پ

برابر گیاهان شاهد( رسیده است. نرخ بیان ژن در روز دهم پس از  1/5هفتم به بیشترین میزان خود )

سالیسیلیک  توأمبرابر سطح گیاهان شاهد رسیده است. پیش تیمار  9/2در این گیاهان به  یزنهیما

گیاهان با سالیسیلیک اسید  توأممشابه پیش تیمار  صورتبهمیلی مولار و  25اسید با فسفیت پتاسیم 

میلی مولار با کاهش بیان ژن در روزهای سوم و دهم و افزایش بیان در روز  94و فسفیت پتاسیم 

 یهارونوشترکلی سطح ( همراه بودند. به طو88-4هفتم در مقایسه با تیمار سالیسیلیک اسید )شکل 

میلی مولار در  25با قارچ در گیاهان پیش تیمار شده با فسفیت پتاسیم  یزنهیماژن سه روز پس از 

 (. 88-4بالاترین میزان خود قرار داشت )شکل 
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ی با قارچ. زنهیمادر اثر تیمار با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم و   رقم مقاوم خسیب در pr1بررسی تغییرات بیان ژن . : 88-4 شکل

 . باشندیخطای استاندارد م دهندهنشان. بارها بیولوژیک است تکرارسه  حاصل هانیانگیم

میلی مولار،  94، فسفیت پتاسیم ph36میلی مولار، 25، فسفیت پتاسیم ph20: سالیسیلیک اسید، sa: کنترل، Cاختصارات شکل: 

fungi ،3: قارچd ،7: روز سومd ،10: روز هفتمdروز دهم : 
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Days after inoculation 
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  palبررسی تغییرات بیان ژن  4-7-4

در اثر تیمار با  رقم حساس نگین در palبررسی تغییرات بیان ژن  4-7-4-8

 با قارچ یزنهیماسالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم و 

میلی  25در روز سوم مشخص شد که سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  palبا بررسی بیان ژن 

تیمار فسفیت پتاسیم  کهیدرصورت، اندشدههای ژن نسبت به شاهد مولار باعث کاهش میزان رونوشت

(. 82-4برابر نسبت به گیاهان شاهد افزایش داده است )شکل  8/2را  هارونوشتمیلی مولار سطح  94

سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم )با هر دو غلظت( با کاهش فعالیت ژن  توأمهمچنین کاربرد 

 (. 82-4نسبت به گیاهان شاهد در روز سوم همراه بود )شکل 

 کهیطوربهگیاهان با قارچ میزان بیان ژن نسبت به گیاهان شاهد کاهش یافت  یزنهیماسه روز پس از 

شده با قارچ بود.  یزنهیمادر این نقطه زمانی، میزان بیان ژن در گیاهان شاهد شش برابر گیاهان 

 عنوانبهمیلی مولار   94میلی مولار و فسفیت پتاسیم  25کاربرد سالیسیلیک اسید، فسفیت پتاسیم 

شد. همچنین  یزنهیماپیش تیمار، باعث کاهش بیان ژن در مقایسه با حالت شاهد در روز سوم پس از 

ژن را در  یهارونوشتمیلی مولار سطح  25سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم  توأمپیش تیمار 

سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم  توأمپیش تیمار  کهیدرحالمقایسه با گیاهان شاهد کاهش داد 

 میلی مولار باعث شد بیان این ژن به دو برابر گیاهان شاهد افزایش یابد.  94

 یتوجهقابلشده با قارچ کاهش  یزنهیمادر گیاهان تیمار شده و  palدر روز هفتم میزان بیان ژن 

در اثر تیمار سالیسیلیک اسید در مقایسه با  هارونوشتنسبت به گیاهان شاهد داشت. کاهش سطح 

برابر از  4/8های ژن در این نقطه زمانی در گیاهان شاهد بود )سطح رونوشت ترفیخفدیگر تیمارها 

 (.82-4گیاهان تیمار شده با سالیسیلیک اسید بیشتر بود( )شکل 

در روز دهم مشخص شد که گیاهان تیمار شده با سالیسیلیک اسید و  palبا بررسی فعالیت ژن 

 کهیدرحالمیلی مولار افزایش بیان ژن را نسبت به گیاهان شاهد نشان ندادند  94فسفیت پتاسیم 

برابری بیان ژن نسبت به گیاهان شاهد شد.  87میلی مولار باعث افزایش  25تیمار فسفیت پتاسیم 

 توأممیلی مولار با افزایش پنج برابری و تیمار  25سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم  توأمتیمار 

نسبت به  هارونوشتمیلی مولار باعث افزایش دو برابری سطح  94سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم 

 یتوجهقابلگیاهان با قارچ میزان بیان ژن کاهش  یزنهیماشد. همچنین ده روز پس از حالت شاهد 

برابری  83نسبت به گیاهان شاهد داشت و تنها پیش تیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید باعث افزایش 

 بیان ژن نسبت به شاهد شد. 

 توأمدر اثر تیمار  palژن  یهارونوشت،  سطح شودیممشاهده  82-4که در شکل  طورهمان

میلی مولار در مقایسه با تیمار سالیسیلیک اسید، در روزهای  25سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم 

برابر میزان بیان ژن در  49در روز دهم افزایش نشان داد ) کهیدرصورتسوم و هفتم کاهش یافته 

میلی مولار  94ید و فسفیت پتاسیم سالیسیلیک اس توأمگیاهان تیمار شده با سالیسیلیک اسید(. تیمار 
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باعث افزایش  بیان ژن در مقایسه با تیمار سالیسیلیک اسید در روزهای سوم و دهم به ترتیب با میزان 

 برابر در روز هفتم شد. 25برابر و همچنین کاهش بیان ژن به میزان  25و  2/2

بود که پیش تیمار سالیسیلیک اسید و همچنین پیش تیمار  یاگونهبهپیش تیمارها بر بیان ژن  ریتأث

شده با قارچ در هر  یزنهیمامیلی مولار باعث افزایش بیان ژن نسبت به گیاهان  94با فسفیت پتاسیم 

روز  مولار باعث کاهش میزان بیان ژن درمیلی 25سه نقطه زمانی شد، اما پیش تیمار فسفیت پتاسیم 

 (.82-4ل سوم، هفتم و دهم شد )شک
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. با قارچ یزنهیمادر اثر تیمار با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم و  رقم حساس نگین در palبررسی تغییرات بیان ژن  82-4شکل 

 . باشندیمخطای استاندارد  دهندهنشان. بارها بیولوژیک است تکرارسه  حاصل هانیانگیم

، ph36میلی مولار، 25 ، فسفیت پتاسیمph20: سالیسیلیک اسید، sa: کنترل، Cاختصارات شکل: 

 : روز دهم10d: روز هفتم، 7d: روز سوم، 3d: قارچ، fungiمیلی مولار،  94فسفیت پتاسیم 

در اثر تیمار با  رقم مقاوم خسیب در palبررسی تغییرات بیان ژن  4-7-4-2

 با قارچ یزنهیماسالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم و 
در گیاهان رقم مقاوم خسیب در روز سوم مشخص شد که سه تیمار  palبا بررسی تغییرات بیان ژن 

میلی مولار و همچنین کاربرد  94میلی مولار و فسفیت پتاسیم  25سالیسیلیک اسید، فسفیت پتاسیم 

(. سه روز 89-4این تیمارها با کاهش فعالیت ژن  نسبت به حالت شاهد همراه بوده است )شکل  توأم

برابر نسبت به حالت شاهد کاهش یافت.  پیش  98 ژنا قارچ نیز فعالیت گیاهان ب یزنهیماپس از 

برابر گیاهان شاهد همراه  5/8به میزان  هارونوشتتیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید با افزایش سطح 

پیش تیمار با فسفیت پتاسیم )با هر دو غلظت( باعث کاهش بیان ژن نسبت به شاهد  کهیدرحالبود 

میلی مولار در روز  25گیاهان با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأمشد. علاوه بر این پیش تیمار 

میلی  94سوم منجر به کاهش فعالیت ژن و پیش تیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم 

 لار منجر به افزایش ناچیز بیان ژن نسبت به گیاهان شاهد شد.مو

میلی مولار باعث کاهش بیان ژن  25در روز هفتم، تیمارهای سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم 

میلی مولار افزایش  94گیاهان تیمار شده با فسفیت پتاسیم  کهیدرحالنسبت به گیاهان شاهد شدند 

سالیسیلیک اسید با فسفیت  توأمبه شاهد نشان دادند. همچنین تیمار ده برابری بیان ژن را نسبت 

نسبت به شاهد در روز هفتم شد  هارونوشتبرابری سطح  275میلی مولار منجر به افزایش  25پتاسیم 

را در مقایسه با  هارونوشتمیلی مولار سطح  94سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم  توأماما تیمار 

گیاهان با قارچ نیز فعالیت ژن افزایش ناچیزی داشت،  یزنهیماهفت روز پس از شاهد کاهش داد. 

پیش تیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید باعث افزایش پنج برابری و پیش تیمار گیاهان با  کهیدرحال

میلی مولار باعث افزایش بیان نه برابری نسبت به گیاهان شاهد شد. پیش تیمار  25فسفیت پتاسیم 

 توأمپیش تیمار  نیچنهمبر بیان ژن نداشت  یتوجهقابل ریتأثمیلی مولار  94یت پتاسیم با فسف

میلی مولار، بیان ژن را تا ده برابر گیاهان شاهد در  25گیاهان با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم 

 94سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم  توأمروز هفتم افزایش داد. این در حالی است که پیش تیمار 

 در مقایسه با شاهد همراه بود.  یزنهیمامیلی مولار با کاهش بیان ژن در روز هفتم پس از 

 94میلی مولار و فسفیت پتاسیم  25در روز دهم، تیمار گیاهان با  سالیسیلیک اسید، فسفیت پتاسیم 

یان ژن در مقایسه با گیاهان شاهد همراه بود. با کاهش ب هاآن توأممیلی مولار و همچنین کاربرد 

 کهیدرحالبرابری بیان ژن نسبت به گیاه شاهد شد.  5/8گیاهان با بیمارگر باعث افزایش  یزنهیما

گیاهان پیش تیمار شده با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم )با هر دو غلظت( و همچنین گیاهان 
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ژن را  یهارونوشتاسید و فسفیت پتاسیم کاهش سطح سالیسیلیک  توأم صورتبهپیش تیمار شده 

 در مقایسه با حالت شاهد نشان دادند.

سالیسیلیک اسید و فسفیت  توأمنشان داد که تیمار  palتیمارها بر روی بیان ژن  ریتأث یطورکلبه

برابر به ترتیب در  3/8و  135، 8/4به میزان  هارونوشتمیلی مولار باعث افزایش سطح  25پتاسیم 

شود. این در حالی است که تیمار روزهای سوم، هفتم و دهم در مقایسه با تیمار سالیسیلیک اسید می

میلی مولار با کاهش میزان بیان ژن در سه نقطه زمانی  94سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأم

 اسید شد.نسبت به گیاهان تحت تیمار سالیسیلیک 

بود که پیش تیمار با سالیسیلیک اسید و همچنین پیش  یاگونهبهپیش تیمار بر الگوی بیان ژن  ریتأث

میلی مولار باعث افزایش در روزهای سوم و هفتم و کاهش بیان ژن در روز  25تیمار با فسفیت پتاسیم 

شده با قارچ شد. این در حالی است که بیان ژن در اثر پیش تیمار با  یزنهیمادهم نسبت به گیاهان 

گیاهان با قارچ باعث کاهش بیان ژن در هر سه  یزنهیمامیلی مولار در مقایسه با  94فسفیت پتاسیم 

 (. 89-4نقطه زمانی شده است )شکل 
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. با قارچ یزنهیمادر اثر تیمار با سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم و  رقم مقاوم خسیب در palتغییرات بیان ژن  89-4شکل 

 . باشندیمخطای استاندارد  دهندهنشان. بارها بیولوژیک است تکرارسه  حاصل هانیانگیم

میلی مولار،  94، فسفیت پتاسیم ph36میلی مولار، 25، فسفیت پتاسیم ph20: سالیسیلیک اسید، sa: کنترل، Cاختصارات شکل: 

fungi ،3: قارچd ،7: روز سومd ،10: روز هفتمdروز دهم : 
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 یبررسی فعالیت آنزیم 4-7

گیاهان رقم حساس  در لازفعالیت آنزیم کاتاتغییرات بررسی  4-7-8

 نگین 

تیمارهای مختلف ( در P ≤ 0.01فعالیت آنزیم کاتالاز در گیاهان رقم حساس نگین تفاوت معناداری )

مربوط به فعالیت آنزیمی در روز سوم مشخص  یهادادهمیانگین  یسهیمقا(. با 84-4نشان داد )شکل 

. بیشترین دهندیمشد که گیاهان تیمار شده اختلاف معناداری را نسبت به گیاهان شاهد نشان 

شده  یزنهیمامیلی مولار  25فعالیت آنزیم در روز سوم در گیاهان پیش تیمار شده با فسفیت پتاسیم 

فعالیت آنزیم در این گیاهان چهار برابر گیاهان شاهد بود. این در حالی  کهیطوربهبا قارچ مشاهده شد 

 یزنهیمامیلی مولار  25ت پتاسیم سالیسیلیک اسید و فسفی توأماست که فعالیت آنزیم با پیش تیمار 

 الف(. 84-4شده با قارچ نیز نسبت به شاهد کاهش یافت )شکل 

میلی مولار، گیاهان پیش تیمار  94در روز هفتم فعالیت آنزیم در گیاهان تیمار شده با فسفیت پتاسیم 

 توأمیمار شده شده با قارچ و همچنین گیاهان پیش ت یزنهیمامیلی مولار  25شده با فسفیت پتاسیم 

یت را ل، بیشترین افزایش فعابا قارچشده  یزنهیمامیلی مولار  94سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم 

برابر گیاهان شاهد(. گیاهان  2/5برابر و  8/5برابر،  7/5نسبت به گیاهان شاهد نشان دادند )به ترتیب 

میلی  25سیلیک اسید با فسفیت پتاسیم سالی توأمتیمار شده با سالیسیلیک اسید، گیاهان تیمار شده 

 توأممیلی مولار و گیاهان پیش تیمار شده  94مولار، گیاهان پیش تیمار شده با فسفیت پتاسیم 

میلی مولار تغییر معناداری را نسبت به گیاهان شاهد نداشتند  25سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم 

 ب(. 84-4)شکل 

در روز دهم، بالاترین فعالیت آنزیم در گیاهان پیش تیمار شده با سالیسیلیک اسید و همچنین در 

میلی مولار مشاهده شد )به  25سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم  توأمگیاهان پیش تیمار شده 

که آنزیم کاتالاز در گیاهان پیش تیمار شده با  یدر حالبرابر گیاهان شاهد(  9/9برابر و  4/9ترتیب 

میلی مولار فعالیت کمتری نسبت به گیاهان شاهد داشت )فعالیت آنزیم در گیاه  94فسفیت پتاسیم 

 ج(. 84-4برابر از فعالیت آنزیم در این تیمار بیشتر بود( )شکل  4/9شاهد
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تکرار و  سهحاصل  هانیانگیم. گیاهان رقم حساس نگین. الف: روز سوم، ب: روز هفتم، ج: روز دهم در لازفعالیت آنزیم کاتاتغییرات  84-4شکل 

مجزا مقایسه و حروف  طوربهمتفاوت  یهازماناست.  دانکن درصد بـر اساس آزمون یکدار در سطح حروف غیر مشترک نشانه اختلاف معنی

 .اندگذاری شده

 : قارچ.fungiمیلی مولار،  94، فسفیت پتاسیم ph36میلی مولار، 25، فسفیت پتاسیم ph20: سالیسیلیک اسید، sa: کنترل، Cاختصارات شکل: 
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گیاهان رقم مقاوم  در لازفعالیت آنزیم کاتا تغییرات  بررسی 4-7-2

 خسیب
در گیاهان رقم خسیب، تیمارهای مختلف از نظر فعالیت آنزیم کاتالاز در سطح یک درصد با هم 

شده با قارچ  یزنهیمااختلاف معناداری داشتند. در روز سوم بیشترین افزایش فعالیت آنزیم در گیاهان 

میلی مولار مشاهده شد به  94سالیسیلیک اسید با فسفیت پتاسیم  توأمو گیاهان پیش تیمار شده 

ای که آنزیم کاتالاز در این گیاهان  چهار برابر گیاهان شاهد فعالیت داشت. گیاهان تیمار شده با گونه

میلی  94سالیسیلیک اسید + فسفیت پتاسیم  توأممیلی مولار، گیاهان تیمار شده  25فسفیت پتاسیم 

میلی مولار،  25سالیسیلیک اسید + فسفیت پتاسیم  توأمن گیاهان پیش تیمار شده  مولار و همچنی

-4تغییر معناداری را در فعالیت آنزیم کاتالاز در روز سوم نسبت به گیاهان شاهد نشان ندادند )شکل 

 الف(. 85

 94سیم سالیسیلیک اسید + فسفیت پتا توأمدر روز هفتم، فعالیت آنزیم در گیاهان پیش تیمار شده 

 9/5میلی مولار بیشترین افزایش را نسبت به گیاهان شاهد نشان داد )فعالیت آنزیم در این گیاهان 

میلی مولار و گیاهان تیمار  94برابر از گیاهان شاهد بیشتر بود(. گیاهان تیمار شده با فسفیت پتاسیم 

ری را در فعالیت آنزیم نسبت میلی مولار تغیر معنادا 94سالیسیلیک اسید + فسفیت پتاسیم  توأمشده 

ب(. در روز دهم، گیاهان تیمار شده افزایش یا کاهش  85-4به گیاهان شاهد نشان ندادند )شکل 

 ج(. 85-4معناداری را در فعالیت آنزیم نسبت به گیاهان شاهد نشان ندادند )شکل 
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 سهحاصل  هانیانگیم. گیاهان رقم مقاوم خسیب. الف: روز سوم، ب: روز هفتم، ج: روز دهم در لازفعالیت آنزیم کاتاتغییرات بررسی  85-4شکل 
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گیاهان رقم حساس  در PALفعالیت آنزیم  تغییرات بررسی 4-7-9

 نگین
در گیاهان رقم حساس  PALدر روز سوم مشخص شد که فعالیت آنزیم  هادادهمیانگین  یسهیمقابا 

میلی مولار افزایش معناداری  94سالیسیلیک اسید با  فسفیت پتاسیم  توأمنگین تنها در اثر تیمار 

برابر از گیاهان شاهد  9/9گیاهان در این  PALفعالیت آنزیم  کهیطوربهنسبت به شاهد داشته است 

الف(. این در حالی است فعالیت آنزیم در روزهای هفتم و دهم در اثر   84 -4بیشتر بوده است )شکل 

ب  84-4از تیمارها افزایش یا کاهش معناداری را نسبت به شاهد نشان نداده است )شکل  کدامچیه

 و ج(.

 

 

 

 
 

b
b

b
b

b
b

a

b b b b
b

0
0/1
0/2
0/3
0/4
0/5
0/6
0/7
0/8

a a

a

a a
a

a
a

a

a

a a

0
0/05
0/1

0/15
0/2

0/25
0/3

a a a a

a

a
a

a
a a a

a

0

0/1

0/2

0/3

0/4

0/5

 تیمارها

 الف

 ب

 ج

م 
زی

 آن
ت

الی
فع

(u
n
it

/m
g
 p

ro
te

in
)

 



41 
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گیاهان رقم مقاوم  در PALفعالیت آنزیم  تغییرات بررسی   4-7-4

 خسیب
از گیاهان تیمار  کدامچیهدر رقم خسیب مشخص شد که در روز سوم،  PALبا بررسی فعالیت آنزیم 

در روز هفتم  کهیدرحالالف(،  87-4)شکل  اندندادهشده تغییر معناداری را نسبت به شاهد نشان 

اند. در روز هفتم گیاهان پیش تیمار تیمارهای مختلف، تغییر معناداری را در فعالیت آنزیم باعث شده

برابر  4/2اند )شده با سالیسیلیک اسید بیشترین میزان فعالیت آنزیم را نسبت به شاهد نشان داده

یلی مولار و همچنین گیاهان م 94بیشتر از گیاهان شاهد(. گیاهان تیمار شده با فسفیت پتاسیم 

شده با قارچ نیز در روز هفتم تغییر معناداری را نسبت به گیاهان شاهد نشان ندادند )شکل  یزنهیما

 ب(.  4-87

از تیمارها باعث تغییر  کدامچیهدر روز دهم مشخص شد که  PALی میانگین فعالیت آنزیم با مقایسه

 ج(. 87-4است )شکل  ن شاهد نشدهمعناداری در فعالیت آنزیم نسبت به گیاها
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 بحث 4-1
زیستی مختلفی مانند حشرات و بیمارگرها مواجه  یهاتنشگیاهان در محیط زیست خود همواره با 

در گیاهان به وجود آمده است.  هاتنشدفاعی چندلایه برای مقابله با این  یهاستمیس. شوندیم

. کنندیمگیاهان با استفاده از سازوکارهای ساختاری و قابل القا در برابر بیمارگرها از خود دفاع 

سازوکارهای ساختاری شامل پوششی ضخیمی از کوتیکول است که از دسترسی بیمارگرها به 

-. سازوکارکندیمد بیمارگرها ممانعت و متابولیت های ثانویه که از رش کندیمزنده ممانعت  یهاسلول

آغاز  2های شناسایی الگوگیرندهتوسط  8بیمارگروابسته به  یمولکولالگوهای های قابل القا با شناسایی 

مجدد رونویسی  یزیربرنامهکه در نهایت به  شودیم. پس از آن آبشار کینازی در سلول ایجاد شودیم

 .(Boller and Felix 2009) شودیممنجر  9هاژناز 

و  کندیمدیواره را تولید  یکنندهتجزیه  یهامیآنزگیاهی،  یزنده یهابافتبیمارگرهای بیوتروف، در 

کند. گیاهان پس از شناسایی های خود مواد غذایی را جذب میپس از آن با استفاده از هیف

کنند که سالیسیلیک اسید را فعال می یرسانامیپمقاومت، مسیر  یهاژنبیمارگرهای بیوتروف توسط 

است تا از پیش روی بیمارگر جلوگیری شود  هاسلولی آن ایجاد پاسخ فوق حساسیت و مرگ نتیجه

(Jones and Dangl 2006) کارآمد جهت تولید گیاهان  یهاروشدسی ژنتیک یکی از مهن. استفاده از

های پروتئین سنتز کنندههای ژن خصوصبههای مقاومت در این میان ژن. باشدیممقاوم به بیمارگرها 

در تولید  هاآنتوان از که می اندکردهبیشترین توجه را به خود جلب ( prs) ییزایماریبمرتبط با 

توسط این دسته از  دشدهیتول  PR هایپروتئینزا استفاده کرد. تنشگیاهان تراریخت مقاوم به عوامل 

سلولی آن، تقویت سیستم  یدر غشاهاهای سلول قارچی، ایجاد اختلال ، موجب تخریب دیوارههاژن

بیان این  .شوندمیهای ضد قارچی و سنتز پروتئین ییزایماریبپاسخ دفاعی میزبان، دخالت در 

 .Thomma et alد )شوصی انجام میااختص صورتبهها در گیاه در برابر بیمارگرهای مختلف پروتئین

ژن  عنوانبهرا  pr1است. مطالعات بسیاری  شدهییشناسا pr یهاژنخانواده از  87تاکنون   (.1998

 ;Eshraghi et al. 2011) اندکردهوابسته به سالیسیلیک اسید معرفی  یرسانامیپشاخص مسیر 

Betsuyaku et al. 2017) . 

یک بیمارگر همی بیوتروف است که بسته به شرایط محیطی ممکن است  فوزاریوم سولانیبیمارگر 

رفتار بیوتروف یا نکروتروف از خود نشان دهد. در بررسی حاضر، در گیاهان حساس و مقاوم تیمار شده 

لیسیلیک نشان نداد. پیش تیمار گیاهان با سا یتوجهقابلافزایش  pr1با سالیسیلیک اسید، بیان ژن 

در رقم حساس نگین شد. سالیسیلیک اسید خاصیت ضد قارچی  pr1اسید باعث افزایش بیان ژن 

 Durrant) شودیم ییزایماریبمرتبط با  یهانیپروتئندارد بلکه باعث فعال شدن مسیرهای دفاعی و 

                                                 
8 Pathogen-associated molecular patterns 

2 Pattern recognition receptors 

9 transcriptome reprogramming 
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and Dong 2004) سالیسیلیک اسید بر بیان ژن  ریتأث. ضغیمی نژاد و سیرچی با بررسیpr1  در

تا  24حداکثر بیان ژن مورد نظر در که و بیان کردند گیاه کد–  Podosphaera xanthiپاتوسیستم 

. همچنین حکمتی (8932 یرچیس ونژاد ضغیمی ) شودیمبا قارچ مشاهده  یزنهیماساعت پس از  72

( با بررسی برهمکنش بین گیاه برنج و بیمارگر عامل بلاست گزارش کردند که بیان 8939و همکاران )

رقم  کهیدرحال کندیمساعت پس از تیمار افزایش پیدا  41و  24تنها در رقم مقاوم )خزر( در  pr1ژن 

. در گیاهان توتون پیش تیمار شده با دهدینمرا نشان  یتوجهقابلحساس )هاشمی( افزایش بیان 

 Pseudomonasساعت پس از  مواجهه با بیمارگر بیوتروف  pr1 ،41سالیسیلیک اسید بیان ژن 

syringae pv. Tabaci (8937 ی و همکاران)فرج اللهافزایش یافت  یتوجهقابل صورتبه. 

بر بیان  یتوجهقابل ریتأثبیان ژن نشان داد که تیمار گیاهان با فسفیت پتاسیم  یهاداده لیوتحلهیتجز

میلی مولار،  94و  25دارد. در رقم مقاوم خسیب، سه روز پس از تیمار با فسفیت پتاسیم   pr1ژن 

میلی  94در رقم حساس نگین فقط فسفیت پتاسیم  کهیدرحالبیان ژن بیش از ده برابر افزایش یافت، 

هفتم و دهم میزان بیان ژن در  یهاروزمولار باعث افزایش بیان اندکی در روز سوم شد. پس از آن در 

مثبت  ریتأثدر اثر تیمار فسفیت پتاسیم بیانگر  pr1گیاهان هر دو رقم کاهش یافت. افزایش بیان ژن 

 توأماین ماده در فعال کردن سیستم دفاعی گیاه برای مقابله با بیمارگرها است. در این تحقیق تیمار 

 یزنهیمافقط در رقم حساس نگین، ده روز پس از  میلی مولار و سالیسیلیک اسید 94فسفیت پتاسیم 

میلی  25باعث افزایش میزان بیان ژن شد. پیش تیمار گیاهان رقم مقاوم خسیب با فسفیت پتاسیم 

تیمارها و  یهمهدر بین  pr1را بر بیان ژن  ریتأثگیاه با بیمارگر بیشترین  یزنهیمامولار و سپس 

( همخوانی دارد. در 2588جه با نتایج اشراقی و همکاران )داشت. این نتی یریگنمونه یهازمان

با بیمارگر  یزنهیماها، پیش تیمار گیاهان آرابیدوپسیس با فسفیت پتاسیم و سپس ی آنمطالعه

Phytophthora cinnamomi  با افزایش چشمگیر بیان ژنpr1  در روز سوم همراه بود(Eshraghi et 

al. 2011)یهاستمیسه است که فسفیت پتاسیم علاوه برفعال کردن . همچنین مطالعات نشان داد 

 پتاسیم فسفات و فسفیت آزمایشی در ( نیز2555) دفاعی در گیاه، خود اثر ضد قارچی دارد. لاندسکوت

 از پتاسیم فسفیت که داد نشان هاآن نتایج کردند، داشت، اضافه قرار پیتیوم قارچ که کشتی محیط به را

  (Landschoot 2005).کندمی جلوگیری قارچ رشد

آنزیم اولیه در مسیر فنیل پروپانوئید است که با حذف آمونیاک  PAL، شدهانجام بر اساس مطالعات

در فعالیت متابولیکی بسیاری   PAL. شودیمسینامیک  -سمنجر به تبدیل فنیل آلانین به اسید تران

ها و نقش دارد و آنزیم کلیدی در سنتز چندین ترکیب ثانویه مرتبط با دفاع، مانند فنول از گیاهان

در رقم  palبیان ژن  یهاداده لیوتحلهیتجز. در بررسی حاضر با (Hemm et al. 2004) لیگنین است

ژن  یهارونوشتسطح  تواندیمحساس نگین مشخص شد که پیش تیمار گیاهان با سالیسیلیک اسید 

در روز سوم، هفتم و دهم افزایش دهد.  اندشده یزنهیمارا  در مقایسه با گیاهانی که تنها با قارچ 

میلی مولار و همچنین پیش  94مشابه نتایج نشان داد که پیش تیمار با فسفیت پتاسیم  صورتبه

در مقایسه  palمیلی مولار، موجب افزایش بیان ژن  25سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأمتیمار 
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ب بیان ژن در گیاهان رقم مقاوم خسی یهاداده یسهیمقاشده با  قارچ شد. با  یزنهیمابا گیاهان 

 یزنهیمادر روز دهم پس از  palبیان ژن  توجهقابلبا قارچ باعث افزایش  یزنهیمامشخص شد که 

میلی  25، این در حالی است که پیش تیمار با سالیسیلیک اسید و همچنین فسفیت پتاسیم شودیم

-در مقایسه با گیاهانی که تنها با قارچ مایه یزنهیمامولار، بیان ژن را در روزهای سوم و هفتم پس از 

. با توجه به نتایج، سالیسیلیک شوندیم، اما در روز دهم باعث کاهش آن دهندیمافزایش  اندشدهزنی 

ی تحقیق . این نتیجه با نتیجهباشدیم مؤثربعد از مواجهه با بیمارگر  palاسید در القای بیان ژن 

گیاه ریحان در اثر تیمار سالیسیلیک اسید  pal( بر روی بررسی بیان ژن 8939عبدخانی و همکاران )

سوم و هفتم در رقم حساس در  یروزهادر گیاهان شاهد در  palهمخوانی دارد. سطح بالای بیان  ژن 

 هاآننداشت.  ینخواهم( 8937بررسی مظاهری لقب و همکاران ) یجهینتمقایسه با رقم مقاوم با 

در گیاهان ذرت رقم مقاوم نسبت به رقم ذرت حساس را گزارش کردند. علاوه  palسطح بالای بیان ژن 

پس از زمان صفر، ابتدا  palمشخص شد که ژن  هاآنبر این بر خلاف نتایج تحقیق حاضر، در بررسی 

نسبت به گیاهان  یترنییپااما در نهایت در سطح  شودیمدر رقم حساس بیشتر از رقم مقاوم بیان 

ناشی از اختلاف بیمارگر و همچنین اختلاف  تواندیم. این نتایج متناقض ردیگیمرقم مقاوم قرار 

 میزبان باشد. 

وابسته به  یرسانامیپمسیر نشانگر برای  عنوانبه pr-1، ژن شدهانجامدر مطالعات مختلف که تاکنون 

بسیاری از مطالعات نشان . همچنین است شدهگزارشو یا مقاومت اکتسابی عمومی  سالیسیلیک اسید

اولین و  palژن  یابد.می در گیاهانی که با بیمارگر مواجه هستند افزایش palژن داده که فعالیت 

سازهای ها، پیشترین آنزیم مسیر فنیل پروپانوئیدی است که منجر به بیوسنتز فیتوالکسینکلیدی

یکی از دو مسیر مرتبط با سنتز سالیسیلیک اسید را  PALآنزیم  شود.می فنولی و ترکیبات لیگنین

وابسته به  یرسانامیپو مسیر  pr-1( و با توجه به ارتباط ژن Vlot et al. 2009) کندیمکاتالیز 

گیاهان با بیمارگر بیوتروف افزایش بیان را  یزنهیمااین دو ژن در اثر  رودیمسالیسیلیک اسید، انتظار 

 نشان دهند. 

در گیاهان شاهد رقم خسیب در مقایسه با گیاهان شاهد رقم  pr-1نتایج این تحقیق نشان داد که ژن 

در گیاهان شاهد هر دو رقم در روز سوم بیان  palنگین بیان بالاتری دارد، این در حالی است که ژن 

در روز هفتم در رقم نگین و در روز دهم در رقم خسیب بیان بالاتری را  برابری داشت و پس از آن

گیاهان رقم نگین با قارچ در روز سوم و هفتم افزایش بیان داشت  یزنهیمادر اثر  pr-1نشان داد. ژن 

اما در روز دهم کاهش یافت و به میزان بیان در گیاه شاهد رسید. اما بر خلاف این مشاهده، رقم مقاوم 

، کاهش بیان و در روز دهم افزایش بیان را نسبت به شاهد یزنهیماب در روز سوم و هفتم پس از خسی

با قارچ نسبت  یزنهیمادر رقم حساس نگین در روزهای سوم و هفتم و دهم پس از  palنشان داد.  ژن 

هش در رقم خسیب در روز سوم نسبت به شاهد کا کهیدرحالبه گیاهان شاهد کاهش بیان داشت، 

در روز دهم افزایش بیان  تاًینهادر روز هفتم اندکی نسبت به شاهد بیشتر شده و  جیتدربهیافته و 

از روز سوم تا دهم پس از  pr-1را نسبت به شاهد نشان داده است. افزایش بیان ژن  یتوجهقابل
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-نیز در این بازه palهماهنگ ژن  صورتبهگیاهان رقم خسیب نسبت به شاهد مشاهده شد و  یزنهیما

در اثر افزایش سالیسیلیک اسید  تواندیم pr-1ی زمانی افزایش بیان داشت. بنابراین، افزایش بیان 

 باشد.  palسنتز شده در اثر افزایش فعالیت ژن 

 آزاد اکسیژن یهاکالیراد تولید سبب زنده غیر و زنده یهاتنش شامل محیطی مختلف یهاتنش

 یهامیآنز فعالیت لهیوسبه هستند، اکسیداتیو تنش وقوع عامل که هیدروکسیلی یهاکالیراد .شوندیم

 فعال یهاگونه یسازپاک در مهمی نقش یدانیاکسیآنت یهامیآنز. شوندیم کنترل دانیاکسیآنت

 مولکولی به اکسیژن تبدیل شامل هاواکنش این کنند.ایفا می پیچیده یهاواکنشطریق  از اکسیژن

 لهیوسبه دروژنیه پراکسید زدایی سمیت و دیسموتاز سوپراکسید آنزیم توسط هیدروژن پراکسید

 de)است  ردوکتاز گلوتاتیون و کاتالاز پراکسیداز، پراکسیداز، آسکوربات ازجمله متعددی یهامیآنز

Azevedo Neto et al. 2006) با بررسی فعالیت آنزیم کاتالاز مشخص شد که تیمار سالیسیلیک اسید .

در رقم  کهیدرحالبر میزان فعالیت این آنزیم در رقم حساس نگین نداشته است،  یتوجهقابل ریتأث

را در روز سوم باعث شده  است. در گیاهان تیمار شده با فسفیت  یتوجهقابلمقاوم خسیب افزایش 

را در رقم نگین نشان داد. در  یتوجهقابلمیلی مولار، فعالیت آنزیم در روز سوم افزایش  25پتاسیم 

با بیمارگر  یزنهیماتحقیقی مشخص شد که پیش تیمار گیاهان خیار با فسفیت پتاسیم و سپس 

Fusarium oxysporum f. Sp. Radicis-cucumerinum لاز اباعث افزایش چشمگیر فعالیت آنزیم کات

. در بررسی حاضر مشاهده شد سه روز پس از (8934 و همکاران یدرزاده)ح شودیمدر روز پنجم 

در رقم  کهیدرحال، کندیمقارچ، فعالیت آنزیم کاتالاز در رقم خسیب افزایش چشمگیری پیدا  یزنهیما

( 8934تحقیق خاکساری و همکاران ) یجهینتکمتری مشاهده شد. این یافته با  ریتأثحساس نگین 

در مواجهه با  لیموترش لایم کوآت حساس رقمهمخوانی ندارد زیرا در بین سه رقم مرکبات، تنها 

افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز را نشان داد. اختلاف در نتایج  Pseudomonas syringaeبیمارگر بیوتروف 

 ناشی از اختلاف گیاه میزبان و بیمارگر نیز باشد. تواندیماین تحقیق و تحقیقات گذشته 

 94سالیسیلیک اسید و فسفیت پتاسیم  توأمدر رقم حساس نگین در اثر تیمار  PALفعالیت آنزیم 

معناداری بر فعالیت این  ریتأث مارهایتناداری را نشان داد، اما دیگر میلی مولار در روز سوم افزایش مع

آنزیم نداشت. در رقم مقاوم فعالیت آنزیم در روز هفتم اختلاف معناداری را در بین تیمارهای مختلف 

میانگین فعالیت آنزیمی در روز هفتم مشخص شد که تیمار  یسهیمقانشان داد. با توجه به نتایج 

سالیسیلیک اسید و  توأممیلی مولار و تیمار  25سالیسیلیک اسید و همچنین تیمار فسفیت پتاسیم 

با قارچ،  یزنهیمافسفیت پتاسیم منجر به افزایش معنادار فعالیت آنزیم شده است. همچنین در اثر 

زایش داشت و این افزایش فعالیت در پیش تیمار سالیسیلیک اسید به فعالیت آنزیم در روز هفتم اف

است که سالیسیلیک اسید باعث افزایش فعالیت  شدهمشخصگذشته  یهایبررساوج خود رسید. در 

 Podosphaeraسوم، هفتم و دهم پس از آلودگی گیاه کدو با بیمارگر  یروزهادر  PALآنزیم 

fuliginea همچنین در اثر آلودگی گیاه کنجد با بیمارگر (2589 یرچیس نژاد وضغیمی) شودیم .

Sesame .sp.fFusarium oxysporum  فعالیت آنزیم ،PAL  دو، چهار، شش،  یبردارنمونهدر روزهای



74 

 

افزایش معناداری را در رقم مقاوم به بیماری در مقایسه با رقم حساس  زنییهمابعد از  82هشت، ده و 

فلاح ) نشان داد. بیشترین اختلاف فعالیت آنزیم در دو رقم حساس و مقاوم در روز چهارم مشاهده شد

 .(8932 ی و همکارانپور

از  یدشدهتولهای اولیه شوند. رونوشتی ابتدایی بیان ژن )رونویسی( تنظیم میها در مرحلهاکثر ژن

های پردازش بسیاری قرار های عملکردی باید تحت واکنش RNAهای یوکاریوتی جهت ایجاد ژن

ها و فرایند ترجمه بر میزان بیان ژن  micrornaاولیه، خروج از هسته،  RNAگیرند. علاوه بر پردازش 

با میزان  palدر این تحقیق مشاهده شد که میزان بیان ژن . (Lodish et al, 2008) هستند یرگذارتأث

و  جیااز ژن باشد. از تغییرات پس از رونویسی  تواند ناشیندارد. این می یخوانهم PALفعالیت آنزیم 

های در بافت هاآنهای مربوط به ها و فراوانی پروتئینهای ژنمیزان رونوشت( 2587همکاران )

های ها نشان داد که میزان رونوشت ژننتایج بررسی آن کردند. وتحلیلیهتجزرا مختلف گیاه ذرت 

  (81 -4های مختلف دارد )شکل های مربوطه در بافتپروتئینمختلف همبستگی متفاوتی با فراوانی 

  
همبستگی مثبت بین  :PC .(Jia et al, 2017) های مختلف گیاه ذرتها در بافتها با فراوانی پروتئینهمبستگی رونوشت ژن 81-4شکل 

ها و بین رونوشت ژنهمبستگی منفی : NCها ها و فراوانی پروتئین: همبستگی پایین بین رونوشت ژنLCها، ها و فراوانی پروتئینژن رونوشت

 .هافراوانی پروتئین

تنها   های انسانی مشخص شد کهها در سلولو فراوانی پروتئین mrnaهمچنین با بررسی ارتباط بین 

 Vogel and) (83-4)شکل  باشدیمها  mrnaها ناشی از درصد واریانس فراوانی پروتئین 45تا  95

, 2012)Marcotte 
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با قابلیت  Aspergillus niger ZRS14جداسازی و شناسایی سویه بومی قارچی "( 8938) مآشنگرف 

 "تحمل پذیری بالا به یون روی و کاربرد سوپرناتانت آن در سنتز خارج سلولی نانو ذره اکسید روی.

 .44-23(: 7)2میکروارگانیسم ها  یشناسستیز

قارچی همراه با  یهاگونه ییزایماریبشناسایی و بررسی  " (8934) م ارزنلو ا. بابای اهری ف. اقبالی

کاربردی در  یهاپژوهش. " خیار در استان آذربایجان شرقی .Cucumis sativus L بیماری لکه برگی

  89 -8(: 8) 4 گیاهپزشکی

ژرم پلاسم کنجد  25ارزیابی مقاومت " (8932) ح. صاحبانی ن. اسمعیل زاده ع امینیانا.  پوریفلاح 

در استان یزد و  Fusarium oxysporum f. Sp. Sesamiنسبت به بوته میری فوزاریومی با عامل 

در ژرم پلاسم های مقاوم و حساس به این  PAL)بررسی فعالیت آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز )

  (.4)43بیماریهای گیاهی  ".بیماری

زایی شناسایی، پراکنش و بیماری"( 8932ک. حاجیان شهری م. افضلی ح ) رهنما س. تیموری

دو  "قارچ فوزاریوم جدا شده از ریشه و طوقه ی طالبی و خربزه در استان خراسان رضوی. یهاگونه

 .44-95(: 4)8فصلنامه تحقیقات بیماریهای گیاهی 

بررسی تغییرات آنزیمی و بیوشیمیایی " (8934)  حیدرزاده س. قرنجیک ش. دهستانی د. شهریاری د

. Fusarium oxysporum f. Spدر گیاه خیار تیمارشده با فسفیت پتاسیم در شرایط تنش قارچ 
Radicis-cucumerinum."  488-458:  (9)41علوم باغبانی ایران. 

 بررسی اثر اسید سالیسیلیک بر الگوی بیان برخی از" (8939) حکمتی ژ، اعلمی ع و سوهانی م

  972-949(: 9)3ژنتیک نوین  "مرتبط با سازوکارهای دفاعی در برنج. یهاژن

بررسى بیان نسبى ژن پراکسیداز و فعالیت "( 8934بابایی زاد و. رحیمیان ح. بیگی ف ) م.  خاکساری

 Pesudomonas syringaeآنزیمى در سه گونه و رقم مرکبات در برابر باکتری عامل بلاست مرکبات 

pv. Syringae."  45-48:  (9)3مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. 

 خیار در سیستمیک مقاومت القاء بر تأثیرکیتوزان"( 8934) مصطفوی ف ,صباغ ا، آبخو ج, ک صباغ

 .223-283(: 2)95گیاهان  حفاظت مطالعات ".Pythium aphanidermatumاز  ناشی میری بوته به

 مؤثر یهامیآنزمرتبط به بیمارگر و فعالیت  یهاژنبررسی بیان "(. 8932)سیرچی غ،  ر. نژادضغیمی 

مجله بیوتکنولوژی کشاورزی  "در القای مقاومت به سفیدک پودری کدو توسط اسید سالیسیلیک.

5(8 :)37-885. 

قبل از مواجهه  PR-1و  PALهای تجمع رونوشت ژن"( 8937) ح. مساوات ا سلطانلو. مظاهری لقب ح

مجله بیوتکنولوژی  "در مقاومت به قارچ فوزاریوم. مؤثروسیدگی بلال در ذرت، عاملی با آلودگی پ

 .844-845(: 2)85کشاورزی 

های اسید جیبرلیک، اسید جاسمونیک و تأثیر هورمون"( 8939) س. سلوکی م. شیری ی عبدخانی

 Ocimum. ( در مراحل مختلف رشدPALآمونیالیاز )آلانیناسید سالیسیلیک بر بیان ژن فنیل

basilicum L."  95-28(: 1)4فصلنامه علمی ـ پژوهشی زیست فناوری گیاهان زراعی. 



71 

 

عوامل قارچی پوسیدگی  ییزایماریبشناسایی و "( 8932) ز. رهنما ک. ممرآبادی م. امتی ف عراقی

 82-8(: 2)2 .2تحقیقات بیماریهای گیاهی  "ریشه و طوقه برخی گیاهان جالیزی در منطقه شاهرود.

فوزاریومهای  ییزایماریبشناسایی و بررسی " (8914ع ) موسوی جرف ر. فرخی نژاد ص. عظیمی

    842 -843(: 8)21  .گیاه پزشکی ". همراه با طوقه و ریشه باقلا در استان خوزستان

( علیه بیماری BABAالقای مقاومت توسط بتا آمینوبوتریک اسید )"( 8939) خ سالاری ح. علیزاده

  .957-233(: 2)45دانش گیاهپزشکی ایران  "فوزاریومی ساقه و ریشۀ خیار.پوسیدگی 

زایی در گیاه القای بیان چند ژن مرتبط با بیماری"( 8937) و. رحیمیان ح زادفرج اللهی ف. بابایی

های اسید سالیسیلیک و جاسمونیک اسید به دنبال آلودگی با باکتری توتون تیمار شده با هورمون

Pseudomonas syringae pv. Tabaci."  855-823(: 4)3مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. 

مروری بر انواع  "(8934) کچویی محققی یعقوبی ع. کیوانی ح. توکلی ا .کربلایی نیا م. کشاورز م

-74(: 9)28 قزوین پزشکی علوم دانشگاه علمی مجله ."آن یسازنهیبهو  time PCR -Realیهاروش

38 

بررسی مقاومت ارقام خیار گلخانه ای به "( 8911), ح. اعتباریان ح. شهریاری د امینیان ا. مولوی

-Fusarium oxysporum f. Sp. Radicisبیماری پوسیدگی فوزاریومی ساقه و ریشه )

cucumerinum.)"  813-877(: 8)88کشاورزی.  
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Abstract 
Fusarium solani f. Sp.cucurbitae is the causal agent of root, crown and fruit rot of 

Cucurbitaceae and was considered as an economic problem for growers in recent years. 

In this study, we aimed to isolate and identification of Fusarium solani f. Sp. 

Cucurbitae causes root, crown and fruit rot of Cucurbitaceae and study of the molecular 

and enzymatic response of susceptible (Negin) and resistance (Khasib) cultivars of 

cucumber to this pathogen. Result revealed that F. Solani f. Sp.cucurbitae is dominant 

species and race 1 is the dominant race in studied region. Analysis of gene expression 

data revealed that level of pr-1 expression in control plants of resistance cultivar is more 

than that of susceptible cultivar (123.5, 4.11 and seven times higher at 3, 7 and 10 dpi 

days respectively), whereas  Phenylalanine ammonia-lyase (pal) gene was more up-

regulated in susceptible cultivar than resistance cultivar (1.19, 64.15 and 1.14 times 

higher at 3, 7 and 10 dpi respectively). Ten days after inoculation of fungi, pr1 and pal 

were upregulated compared to control plants in Khasib cultivar (1.5 and 12.28 times 

higher for pal and pr1, respectively). Pretreatment of plants by salicylic acid causes 

increase in the level of pal and pr1 transcripts  as compared to inoculated plant by fungi, 

so that in Khasib cultivar up-regulated dramatically three days after inoculation (22.12 

times higher for pr1 and 53.66 times higher for pal) and in Negin cultivar they were up-

regulated dramatically ten days after inoculation (53.5 times higher for pr1 and 173 

times higher for pal). It is demonstrated that catalase activity was increased in Khasib 

and Negin, three and seven days after fungi inoculation (4.05 and four times higher in 

Khasin and 2.33 and 1.9 times higher in Negin as compared to control plants). The 

salicylic acid treatment causes increase in enzyme activity in Khasib cultivar especially 

at 3 dpi day (2.85 times higher than control plants) and phosphite potassium (20 mm) 

treatment increased catalase activity in Negin cultivar especially at 3 dpi (3.4 times 

higher than control plants). The activity of pal enzyme had no significant changes in 

Negin cultivar after treatments and inoculation of fungi, whereas it was activated 

significantly after some of treatments and inoculation of fungi only at 7 dpi especially 

with pretreatment of the plant by salicylic acid (2.49 times higher than control plants). 

Results revealed that salicylic acid (2 mm) and phosphite potassium (20 mm and 36 

mm) increase defense genes expression and activity of the related enzyme to biotic 

stresses and subsequently increase resistance to F. Solani f. Sp. Cucurbitae. 

Keywords: Cucumis sativus, Salicylic acid, phosphite potassium, gene expression, 

enzyme activity 
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