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  چكيده
. برنـد  كـار مـي   ي زيسـتي بـه  هـا  از راهكارهايي است كه گياهان براي مقابله با تنشها  مقاومت نسبت به پاتوژن يالقا

سنتز  ،توسط گياه زا بيماريالقاء هستند كه در پاسخ به عوامل  ي قابلها پروتئينگلوكاناز جزء  3و1-ي كيتيناز و بتاها آنزيم
ي اسيدي و بازي اين دو آنزيم در سطح مولكولي در گياه نخـود زراعـي مـورد    ها در اين تحقيق، بيان ژن ايزوفرم. شوند مي

ارشـده و شـاهد، در ژنوتيـپ نخـود     ي تيمهـا  ي مـذكور در نمونـه  هـا  ترتيب كه سـطح تظـاهر ژن   اين به. مطالعه قرار گرفت
) Ascochyta rabiei(زدگـي   برققارچ  شش نسبت به آلودگي با نژاد MCC496و ژنوتيپ مقاوم  MCC403حساس

حاكي  ،نتايج. بررسي شد RT-PCRساعت بعد از آلودگي با استفاده ازروش ارزيابي نيمه كمي72و  48، 24، 12، 0،6در 
سـاعت  24هـردو ژن مـذكور در   . گلوكاناز پس از آلودگي بـود  3و1-ر دو ژن كيتيناز و بتااز افزايش بيان ايزوفرم اسيدي ه

اين در حالي است كه در ژنوتيپ حساس در ساعات اوليه  .حداكثر بيان را در ژنوتيپ مقاوم نشان دادند ،اوليه پس از تلقيح
سطح بيان در هردو ژنوتيـپ بـه    ،عد از آلودگيساعت ب72رسد و تا  مي تظاهر دو ايزوفرم اسيدي به حداكثر ،بعد از آلودگي

  و ايزوفـرم بـازي   شـد   ميـزان بيشـتري بيـان    بازي كيتينـاز در ژنوتيـپ حسـاس بـه     ايزوفرم. رسد ميكمترين سطح تظاهر 
 ي كيتيناز و گلوكانـاز ها ي اسيدي ژنها ايزوفرم توان نتيجه گرفت كه احتمالاً مي ،در كل. گلوكاناز تظاهر پيدا نكرد3و1-بتا

   .نخود نقش دارند زدگي برقدر اعطاي مقاومت در برابر بيماري 
 

 RT-PCRي مرتبط با پاتوژن، كيتيناز، ها پروتئينزدگي نخود،  گلوكاناز، برق 3و1-بتا :ي كليديها واژه
  

   1 مقدمه
ي هـا  بيمـاري  تـرين  مهـم نخود يكـي از   زدگي برقبيماري 

 مل آن قارچاست كه عا (Cicer arietinum)شايع نخود زراعي 
Ascochyta rabiei (Pass) Labrnsse باشد  مي)Maden et 

al., 1975 .(كنـد و   ميي هوايي گياه حمله ها اين قارچ به اندام
خصوص در هواي خنك و بارندگي زياد  هموجب خسارت شديد ب

در حـال حاضـر   ). Yonesi, 2003(گردد  ميدر طي فصل رشد 
كشـت   كننـده  محـدود عامـل   تـرين  مهـم  عنـوان  بهاين بيماري 

اين ). Shokouhifar et al., 2006(زمستانه نخود مطرح است 
ي زيسـتي اسـت كـه باعـث     هـا  تـنش  ترين مهمبيماري يكي از 

بهبـود مقاومـت    .ملكرد اين گياه در ايران شـده اسـت  كاهش ع
ي هـا  پلاسم گياهي، راهكار مناسبي براي مقابلـه بـا بيمـاري    ژرم

گياهـان در پاسـخ بـه    ). Kavousi et al., 2009(گياهي است 
كنند  مياي را فعال  ي دفاعي پيچيدهها مكانيسمها  حمله پاتوژن
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واكـنش فـوق   . شـود  ميكه باعث مقاومت گياه نسبت به پاتوژن 
، ساخت ديواره سـلولي  ها تجمع موضعي فيتوالكسينحساسيت، 

ــال    ــين و فع ــين، ليگن ــلولز، پكت ــخيم از س ــير   ض ــازي مس س
 Kavousi et(باشند  ميها  ه اين مكانيسمپروپانوئيد از جمل فنيل

al., 2009 .(ي مرتبط بـا  ها پروتئين ،در تعداد زيادي از گياهان
هايي كه بعد از آلودگي گياهان  پروتئين عنوان به را12ييزا بيماري

 ,.Bol et al(شناسند  مييابند،  ميي مختلف تجمع ها با پاتوژن
در طـول حملـه    وند باش ـ مـي پـذير   القاءها  اين پروتئين). 1990
شـوند و فعاليـت    مـي القاء  ،زاي مشابه و يا شرايط تنشها  پاتوژن

اي  مجموعهداراي ها  اكثر اين پروتئين ،علاوه هب. ضدقارچي دارند
تـوان بـه وزن مولكـولي     ميباشند كه  ميخصوصيات مشترك  از

پـايين   pHپايين، مقاومت به پروتئازها و پايداري در بافرهاي با 
بـر  هـا   پـروتئين Van Loon et al., 1999 .(PR( رداشـاره ك ـ 

ي ها ي آمينه، روابط سرولوژيك و يا فعاليتها اساس تشابه اسيد
ــوژيكي ــه  ،آنزيمــي بيول ــ17ب  شــوند بنــدي مــي هخــانواده طبق

                                                 
1 Pathogen related proteins 
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)Gorjanovic, 2009.( PRــروتئين ــا  پ ــه   ه ــه نقط ــته ب بس
بنـدي   ايزوالكتريك خود به دو ايزوفرم اسيدي يـا بـازي تقسـيم   

يابد  ميدر فضاهاي آپوپلاستي تجمع  نوع اسيدي غالباً. وندش مي
در درون سلول و در درون واكوئـل قـرار دارد    و نوع بازي عمدتاً

)Van Loon, 1997.( دو خـانواده  ،در مكانيسم دفاعي گياهان 
PR-2 و  PR-3ي هـا  نقش مهمي در مقاومت گياهان به بيماري

گلوكانـاز   -3وβ-1 شـامل  عمـدتاً  PR-2خـانواده   .قارچي دارند
كـه   را پليمرهـاي گلوكوزيـدي   و توانـايي هيـدروليز  باشـند   مي

 ،اند به يكديگر متصل شده گلوكان 3و1واحدهاي آن با پيوند بتا 
 نيــز در بردارنــده PR-3خــانواده  ).Simmons, 1994(دارنــد 

ي گليكوزيـدي كيتـين را بـه    هـا  باشند كه پيونـد  كيتينازها مي
ــا واحــد ــيه ــومري، م ــان جــزء   .شــكنند ي مون ــين و گلوك كيت
ي قـارچي  هـا  ديـواره سـلولي بسـياري از پـاتوژن     ةدهند تشكيل

در بسـياري از گياهـان در   ). Saikia et al., 2005( باشـند  مـي 
شده و باعث ايجـاد   ءالقا ،پاسخ به آلودگي، فعاليت اين دو آنزيم

كيتينازهـا و گلوكانازهـا در تخريـب ديـواره     . شـود  مـي مقاومت 
 ,.Saikia et al(بـا يكـديگر همكـاري دارنـد     هـا   چسلولي قـار 

نشـان   ،شده در مـورد بيـان ايـن ژن    مطالعات انجام در .)2005
برابـر   چنـدين  ،بعد از آلودگي به پـاتوژن  ها كه بيان آن داده شد
در تحقيقي كه بر روي تنبـاكوي   ،مثال عنوان به .يابد ميافزايش 
ــوده ــاكتري  آل ــه ب ــده ب  Pseudomonas syringae pvش

syringae گلوكانـاز  3و1-بتـا ي آنزيم ها تعداد نسخه ،انجام شد 
ي هـا  واريتـه ). Alonso et al., 1995( برابر افزايش يافت21تا 

القاي بيان ژن  نيز Meloidogyne incogntiaسوياي مقاوم به 
   برابر نشـــان دادنـــدميـــزان ســـه تـــا چهـــار كيتينـــاز را بـــه

Cao et al., 1997).(  
ي هـا  ايزوفـرم  تغييرات الگـوي بيـان ژن   ،در مطالعه حاضر

هاي  گلوكاناز در زمان 3و1-ي كيتيناز و بتاها اسيدي و بازي ژن
در دو ژنوتيـپ   زدگي برقپس از آلودگي با قارچ بيماري  مختلف

   بــه روش در نخــود زدگــي بــرقحســاس و مقــاوم بــه بيمــاري 
RT-PCR نيمه بررسي شد تا واكـنش گيـاه بـه آلـودگي      يكم
 . مورد ارزيابي قرار گيرد ،برداري سطح نسخهقارچي در 

  
  ها مواد و روش

در گـروه   1389اين تحقيق در سال :مواد گياهي و شرايط رشد
نـژادي گيـاهي دانشـكده كشـاورزي دانشـگاه       بيوتكنولوژي و به
از دو ژنوتيـپ نخـود    ،در ايـن تحقيـق   .شد ارفردوسي مشهد اج

 زدگـي  بـرق به بيماري  MCC402 و حساس MCC496مقاوم 
بـذرها از  . اسـتفاده شـد  ) Shokouhifar et al., 2006(نخـود  

تهيـه   دانشگاه فردوسي مشهدبانك بذر پژوهشكدة علوم گياهي 

قبـل از كشـت توسـط هيپوكلريـت سـديم       ،سطح بذور .گرديد
از شستشو با  بذور پس. دقيقه ضدعفوني شد15مدت  درصد به2

بعـد از  . ندشـد انتقـال داده   ديـش  به پتريبراي رشد  ،مقطر آب
 هـــايي بـــه در گلـــدان ،زده ســـاعت رشـــد، بـــذور جوانـــه36

 متـر حـاوي مخلـوط خـاك، ماسـه و كـود دامـي        سانتي20قطر 
متري كاشـته   سانتي5/2در عمق ) 1:1:3ي ها ترتيب با غلظت به(

تحقيــق  ايــن .بـذر كشــت گرديـد  پــنج  ،در هــر گلـدان . شـدند 
 امـل ك هـاي  بلـوك  طـرح  قالـب  در فاكتوريـل  آزمايش صورت هب

 ژنوتيـپ  دو منظـور  اين براي. شد انجام تكرار چهار در تصادفي
ــاوم، و حســاس ــازه در مق ــا ب ــاني يه  و 48 ،24 ،12 ،6 ،0( زم

  .ندگرفت قرارمطالعه  مورد) قارچ با آلودگي از بعد ساعت72
نـژاد   :سازي نمونه قـارچ و تهيـه سوسپانسـيون اسـپور     آماده
كشــت جامــد در محــيط  Ascochyta rabieiقــارچ  6ةشــمار

درجـه  18كشت گرديد و در شرايط دمايي  CDA1عصاره نخود 
 روز،10تـا  7 ساعت روشنايي نگهداري و پس از14گراد و  سانتي

براي توليـد اسـپور بـه داخـل      مترمربع از نمونه قارچ سانتي5/0
بعـد از  . منتقـل شـدند   2CDBويال حاوي محيط كشت مـايع  

 ـ  باشند و مي اسپورها آماده تكثير ،روز سه ش روز بعـد نيـز   تـا ش
سوسپانسيون  ،در اين مرحله. يي دارندزا بيمارياسپورها توانايي 

كشت از پارچـه ملمـل دولايـه عبـور داده شـد و غلظـت        محيط
ــا اســتفاده از لام  ــوري ب ــول عب ــول  محل ــه غلظــت   گلب شــمار ب

  .ليتر رسانده شد اسپور در هر ميلي2/1×106
ي هـا  پـاش  بـا آب سوسپانسـيون اسـپور    :تلقيح گياهـان نخـود  

 روزه نخـود 14ي ها به طور يكنواخت بر روي گياهچه پلاستيكي
عمل اسپري تا مرحله ريزش اولين قطـره از سـطح    .اسپري شد

روز در زيـر پلاسـتيك   5بـه مـدت   هـا   برگ ادامه يافت و گلدان
سـه   و روزانه نددرصد نگهداري شد90منظور حفظ رطوبت تا  به

و پـس از آن   شـد سـتيك انجـام   پاشـي در زيـر پلا   بار آب تا پنج
شته شـد و رطوبـت گلخانـه در    تدريج بردا هپوشش پلاستيكي ب

  .درصد تنظيم گرديد70سطح
ي هـا  كـل از بـرگ   يcDNA: RNAو ساخت  RNAاستخراج 

ساعت بعد از 72و  48، 24، 12  ،6، 0ي زماني ها در بازه گياهان
شـركت  ( RNX™ plusآلودگي قـارچي بـا اسـتفاده از كيـت     

ــرانســيناژن ــد مطــابق دســتورالعمل) ، اي ــده شــركت تولي  كنن
بـرگ و سـاقه    يهـا  نمونه RNAقبل از استخراج . استخراج شد

ي كــل RNA. گياهــان هــر تيمــار بــاهم مخلــوط شــدند     
بـا اسـتفاده از   ) ميكروگرم بـراي هـر واكـنش   30(شده  استخراج

 يDNAتيمار شـد تـا   ) IDNase )Fermentas, USAآنزيم 
ي هـا  اسـتفاده از نـانودراپ غلظـت نمونـه     حذف شود و با ميژنو

                                                 
1 Chickpea Dextrose Agar  
2 Chickpea Dextrose Broth 
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RNA  با يكديگر يكسان شدند و سپسRNA بـا غلظـت    هـاي
بـا اسـتفاده از    cDNAبراي سـاخت   نانوگرم در ميكروليتر250

مطــــابق  (Fermentas, USA)ســــنتتاز  cDNAكيــــت 
. ، مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    كننـده  دستورالعمل شركت توليد

cDNA گــراد نگهــداري شــد درجــه ســانتي-20سنتزشــده در .
 الگـو  عنـوان  بهكل  يRNAي ها همچنين براي اطمينان، نمونه

تكثيرنشـدن ژن  . براي تكثير ژن يوبي كـويتين اسـتفاده شـدند   
كــل بــا  يRNAعــدم آلــودگي  كننــده ييــدتأيــوبي كــويتين، 

DNAي مورد مطالعه بودها در نمونه ميژنو ي.  
وح براي بررسي نيمه كمـي سـط   :RT-PCR ميبررسي نيمه ك

كـردن مقـدار    ي مورد نظر، ابتدا يك مرحلـه متـوازن  ها بيان ژن
cDNAي ها واردشده به واكنش يPCR   انجام گرفت تا بتـوان

شدت بانـد تكثيرشـده در هـر واكـنش را مـلاك مقايسـه بـين        

كردن باند يوبي كوئيتين  منظور از متوازن بدين. قرار دادها  نمونه
اي از  تكثيـر قطعـه   بـراي  PCRي مكـرر  ها واكنش. استفاده شد

cDNA    ي كدكننده پروتئين عمومي يوبي كـوئيتين همـراه بـا
انجام  PCRدر هر نمونه در هر سري  cDNAسازي مكرر  رقيق
 ايجاد شد cDNAي ها يي از استوكها غلظت ،در نهايت .گرفت

ي هر نمونـه  cDNAكه در صورت واردنمودن مقادير مساوي از 
يـوبي كـوئيتين همـه     ، بانـد تكثيرشـده  PCRي هـا  به واكـنش 

ــه ــا  نمون ــد  ه ــوردار گرديدن ــاني برخ ــمي يكس ــت چش . از غلظ
ي اختصاصـي بـا اسـتفاده از    هـا  يي براساس تـوالي ژن ها آغازگر

 1طراحي شد كه در جدول )Primer Permier V5.0(افزار  نرم
ي روي ژل و هـا  كردن بانـد  ميدر ادامه براي ك .آورده شده است

افـزار   ها، از نرم ژن ةثيرشدتكDNAي ها بندي شدت باند شاخص
Lab Work (version 3.0.2) استفاده گرديد. 

  
  هاي اختصاصي كيتيناز و گلوكاناز و ژن خانگي يوبي كوئيتين توالي آغازگرهاي ژن -1جدول 

Table 1. The sequence of gene-specific chitinase and gluconase primers and Ubiquitin house keeping 
 

  رهاي برگشتآغازگ
Reverse primers 

  آغازگرهاي رفت
Forward primers 

  آغازگرهاي اختصاصي
gene-specific primers 

5 ́-TACCAGCCGCACGATCAGAA-3 ́ 5 ́- ACAAGCTGGTGGTGCGTTGT-3 ́ Basic chitinase 
5 ́- CCGTAGTTGCATTGAAGTCATCG-3 5 ́- GGTGGCTCTTCTTGGCTTGC-3 Basic glucanase 

5 ́- GCATCAGAAGCAGGCACACC-3 5 ́- TGCTGGCCATTGTGATCCAT-3 Acidic chitinase 
5 ́- ACCACTTGCAGCGTCGCTAA-3 5 ́- GGTGCACAATCTGTTGGTGT-3 Acidic glucanase 
5 ́- CCAAAGCCACGGCACAAGTT-3 5 ́- CGACAACGTCAAGGCGAAGAT-3 Ubiquitin  

 
 

 نتايج و بحث

نمونـه  12كـل از   يRNAپـس از اسـتخراج    :RNAاستخراج 
ــد قــوي   ــاهي و مشــاهده دو بان ريبــوزومي كــه 28Sو  18Sگي

 ،اسـتخراج شـده بـود    هـاي RNAب وكيفيـت خ ـ  دهنـدة  نشان
cDNAپـس از موازنـه   ها  هريك از نمونه يcDNA   اسـتاندارد

  . يوبي كوئيتين ساخته شد
، a -1شـكل   :استاندارد يـوبي كـوئيتين   يcDNAموازنه باند 

بـا   PCRي هـا  ن تكثيريافتـه در واكـنش  باندهاي يوبي كـوئيتي 
را هـا   همه نمونـه  يcDNAي نهايي ها مقادير مساوي از غلظت

، تـوازن مقـداري آنهـا    PCRچرخه 28 دهد كه پس از نشان مي
يك پـروتئين   عنوان بهپروتئين يوبي كوئيتين . شود مشاهده مي

 يmRNAي گياهي شناخته شده است كـه  ها خانگي در سلول
به يـك   ي مختلف، تقريباًها و اندامها  مام بافتكدكننده آن در ت

غلظـت   بعـد از اسـتانداردكردن   .شـوند  برداري مـي  اندازه نسخه
cDNAي ها ، با واردكردن غلظتcDNAي مختلـف  ها نمونه ي

از  cDNA، در حقيقت مقـادير يكسـاني از   PCRهاي به واكنش

 Zolala et(وارد شده است  PCRنمونه متفاوت به هر واكنش 
al., 2008.(  

كـه مقـادير مسـاوي از     در صورتي: ها بيان ژن  ميمقايسه نيمه ك
cDNAاي  ي مقايسـه هـا  ي مختلـف بـه واكـنش   ها كل نمونه ي

PCR اي از  بــراي تكثيــر قطعــهcDNAژن مــورد نظــر وارد  ي
 عنوان بهي تكثيرشده در هر نمونه را ها توان غلظت باند شود، مي

يي هـا  نمونـه . ظر گرفتشاخص ميزان بيان ژن مورد مطالعه درن
ســهم نســبي  ،تــري را نشــان دهنــد شــده قــويكــه بانــد تكثير

cDNAمورد نظر در  يcDNA  ي كل آنها بيشتر است كه ايـن
 نسبت داد mRNAتوان به غلظت  طور مستقيم مي هتناسب را ب

)Salzer et al., 2000(. سازي غلظـت   پس از همسانهcDNA 
ئيتين و همچنين طـي  بر اساس غلظت يوبي كوها  كل در نمونه
براي  PCRي مناسب واكنش ها سازي تعداد چرخه مرحله بهينه

ي هـا  ايزوفـرم چرخـه بـراي   24 و نسـبي، تعـداد    مـي سنجش ك
ي بـازي  هـا  چرخه بـراي ايزوفـرم  28گلوكاناز و  3و1اسيدي بتا 
  . چرخه براي ژن كيتيناز اسيدي انتخاب شد24كيتيناز و 
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گيري بيان  نتايج اندازه :نازبررسي بيان ايزوفرم اسيدي ژن كيتي
مبين غلظت ) b -2شكل(نيمه كمي ايزوفرم اسيدي ژن كيتيناز

 MCC496 كيتيناز اسيدي در دو ژنوتيـپ  يmRNAمتفاوت 
طـور كـه مشـاهده     همان .باشد ، بعد از آلودگي ميMCC403و 
ميزان بيان اين ژن در هر دو ژنوتيپ در ساعات بعـد از   ،شود مي

در ژنوتيـپ حسـاس در سـاعات    . دارنـد  آلودگي روند عكس هم
سـاعت   6شـود و در   ميبيشترين ميزان بيان ژن مشاهده  ،اوليه

رسـد و بعـد از    مـي مقدار آن به بيشترين ميزان  ،بعد از آلودگي
 ،در ژنوتيـپ مقـاوم   .شـود  مـي اين ساعت از شدت بيان كاسـته  

طور چشمگيري افزايش  هميزان بيان ب ،ساعت بعد از آلودگي48
كند سپس كاهش چشمگيري در سطح تظاهر ايـن ژن   ميپيدا 

دو ژنوتيپ نيـز   صفر در زمان بيان اين ژن در البته .دهد رخ مي
  .شود ميبه مقدار كم مشاهده 

  
 

        1         2       3        4        5        6        7        8        9       10      11      12  

)a(  

)b(  

)c(  

)d(  
؛ چرخه24در گلوكاناز  3و1- ايزوفرم اسيدي ژن بتا :c؛ چرخه 24ايزوفرم اسيدي ژن كيتيناز در  :b؛ چرخه28در  شده يوبي كوئيتين يكسان :a - 1 شكل

d: چرخه28در  ايزوفرم بازي ژن كيتيناز  
  ، ساعت بعد از آلودگي با قارچ72و  48، 24، 12، 6 ،0ي ها در زمان ترتيب به ) MCC403( در ژنوتيپ حساسها  بيان ژن ةدهند نشان ،6و  5، 4، 3، 2، 1ي ها چاهك

  .باشند مي ساعت بعد از آلودگي با قارچ72و  48، 24، 12، 6 ،0ي ها ترتيب در زمان به) MCC496( در ژنوتيپ مقاومها  بيان ژن ةدهند نشان 12و  11، 10، 9، 8، 7ي ها چاهك و
 

Fig. 2. a: Equilibrated ubiquitin in 28 cycle; b: acidic isoform of chitinasein 24 cycle; c: acidic isoform of β-1,3-
glucanasein 24 cycle; d: basic isoform of chitinasein 28 cycle 

Lanes 1-6 were load correspond to the expression level in sensitive genotype (MCC403) at times 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after infection 
with A. rabiei and Lanes 7-12 were load correspond to the expression level in resistant genotype (MCC496) at times 0, 6, 12, 24, 48 and 72 

hours after infection with A. rabiei 
 

تغييـرات   :گلوكانـاز  3و1-بررسي بيان ايزوفرم اسيدي ژن بتـا 
ــا  ــان ژن بتـ ــپ  3و1-بيـ ــازدر دوژنوتيـ و  MCC496 گلوكانـ

MCC403 1شـكل ( مشهود بود- c.(     بيـان ايـن ژن در هـر دو
سـاعت پـس از تلقـيح بـه حـداكثر مقـدار خـود        24در ژنوتيپ،

ساعت بعـد از آلـودگي   72اين ژن تا  بيان ،رسد و پس از آن مي
لـي در  و ؛يابد ميادامه  در حد بالا MCC496 مقاوم در ژنوتيپ

ي ايـن  هـا  از ميزان نسـخه  تدريج به ،MCC403ژنوتيپ حساس
رسـد بيـان ايـن ژن در ژنوتيـپ      مـي نظر  به. شود ميژن كاسته 

  .روند بهتري نسبت به ژنوتيپ حساس دارد  مقاوم
 بيـان ايـن ژن در دو  : بررسي بيان ايزوفرم بـازي ژن كيتينـاز  

 ژنوتيــپ مــورد مطالعــه رونــدي متفــاوت داشــت و در ژنوتيــپ
MCC403 بيــان ايــن ژن بيشــتر از ژنوتيــپ MCC496  ــ   ود ب

  سـاعت بعـد از آلـودگي   MCC403 ،24در ژنوتيپ. )d-1شكل(
رسـيد و  بيان ايزوفرم بازي ژن كيتيناز به بيشترين مقدار خـود  

بيـان   MCC496اما در ژنوتيپ  شد از ميزان آن كاسته  تدريج به

ــزايش يا ــن ژن افـ ــتايـ ــا   فـ ــه بـ ــدار آن در مقايسـ ــا مقـ  امـ
رسد ايزوفـرم بـازي ژن    مينظر  به. بود كمتر MCC403ژنوتيپ
نخود نداشته  زدگي برقمقاومت به بيماري  رابطه اي با كيتيناز،

  .باشد
كـه   اين باوجود :گلوكاناز 3و1-بررسي بيان ايزوفرم بازي ژن بتا
 يDNAگلوكانــاز در  3و1 -حضــور ايزوفــرم بــازي ژن بتــا   

ي هـا  كدام از نمونـه  در هيچ ، وليييد شدأت PCRنخود با  ميژنو
 Pozo et al, (1999). اين ژن بياني را نشان نداد ،مورد مطالعه
 Phytophthoraفرنگـي آلـوده بـه     اي بر روي گوجه در مطالعه

parasitica گلوكاناز  3و1 -مشاهده كردند كه ايزوفرم بازي بتا
 .به مقدار اندكي در نمونه شاهد بيان شده است

دهـد كـه دو    نشـان مـي  هـا   ن ايـن ژن تجزيه و تحليل بيـا 
ي متفاوتي را نسـبت  ها پاسخ MCC403و  MCC496ژنوتيپ 

ايزوفرم اسـيدي ژن كيتينـاز   . دهند به آلودگي قارچي نشان مي
بــه ميــزان بيشــتري القــاء شــده اســت  MCC496در ژنوتيــپ 
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ساعت اوليه، اين ژن به حداكثر بيان خـود  48و در  )a -2شكل(
ميـزان بيـان   . فـت يا از آلودگي كاهش ساعت بعد 72و در  رسيد

نسـبت بـه    MCC496ژن كيتيناز اسـيدي در ژنوتيـپ مقـاوم    
توجه به  با. برابر شده است سه تقريباً MCC403حساسژنوتيپ 

باشد،  ميكه در حد پاييني  MCC403بيان اين ژن در ژنوتيپ 
ايـن ژن در ايجـاد    توان چنـين نتيجـه گرفـت كـه احتمـالاً      مي

 ايزوفـرم بيـان   الگـوي . زدگـي نخـود نقـش دارد    مقاومت به برق
به بيشترين  MCC496گلوكاناز نيز در ژنوتيپ -3و1اسيدي بتا 

 رسد ميكردن گياه با قارچ،  ساعت بعد از آلوده24مقدار خود در 
و در ادامه نيز اين روند مقدار بالاي بيـان را حفـظ   ) b -3شكل(

شـتر از  بي MCC496مقدار بيـان در ژنوتيـپ مقـاوم     كند و مي

در  ايــن ژن هــم احتمــالاً. اســت MCC403ژنوتيــپ حســاس
كـه   بـا توجـه بـه ايـن    . بيماري نقـش دارد مقاومت به  مكانيسم

 MCC403 ايزوفرم بازي ژن كيتيناز كـه در ژنوتيـپ حسـاس   

و ) c -2شـكل ( بيـان شـده   MCC496 بيشتر از ژنوتيپ مقاوم
ا، كـدام از آنه ـ  گلوكانـاز بـازي در هـيچ   -3و1عدم بيـان ژن بتـا   

ثيري در مقاومت گيـاه نخـود بـه بيمـاري     أاين دو ژن ت احتمالاً
  .نخود ندارند زدگي برق

 ژنوتيـپ  ي مـورد مطالعـه در  هـا  با توجه به بيان بالاي ژن
شـاخص  هـا   ايـن ژن رسـد كـه    مـي نظـر   بـه  MCC403حساس

  .مناسبي براي حساسيت نيستند

  

  

 
   ايزوفرم بازي ژن كيتيناز :c ؛گلوكاناز 3و1-ايزوفرم اسيدي ژن بتا :b؛ ينازايزوفرم اسيدي ژن كيت :aي ها الگوي بيان ژن - 2شكل

  A. rabiei نخود بعد از آلودگي با قارچ ي حساس و مقاومها در ژنوتيپ
Fig. 3. Gene expression patterns a: acidic isoform of chitinase; b: acidic isoform of β-1,3-glucanase; c: basic isoform of 

chitinase in sensitive and resistant chickpea genotype after infection by A. rabiei 
  
نيز بايد گفت كه چون  MCC496مورد ژنوتيپ مقاوم  در

داري بيـان   طـور معنـي   هدو ژن ايزوفرم اسيدي در اين ژنوتيپ ب
اين ژنوتيـپ يـك ژنوتيـپ مقـاوم بـه بيمـاري        احتمالاً ،اند شده
در گيـاه شـاهد   هـا   همچنين بيان اين ژن. نخود است زدگي برق

كه با پاتوژن قارچي مـورد   دهد كه گياه قبل از اين ميهم نشان 

در  .كنـد  ميخود بيان  حدي در ها را تا حمله قرار گيرد، اين ژن
 ـهـا   مشاهده شده است كه كيتيناز ،در نيشكر اي مطالعه طـور   هب

ي و غيرزيسـتي  ي زيسـت هـا  دائمي حضور دارند و توسط محرك
 ,.Viswanathan et al)شـوند  طور سيستماتيكي القـاء مـي   هب

ــت ژن      .(2001 ــه فعالي ــد ك ــزارش ش ــري گ ــي ديگ در بررس
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ــاز ــا    ΙΙΙكيتينـ ــيح بـ ــس از تلقـ ــود پـ ــاوم نخـ ــم مقـ   در رقـ
Fusarium oxysporum f. sp. Cicer بـيش از چهـاربرابر    به

 يmRNAي هـا  تعداد نسخه ).Sephri, 2009(يابد  افزايش مي
فرنگـي آلـوده بـه     ي گوجـه هـا  گلوكاناز اسيدي در برگ 3و1-بتا

مقـدار زيـادي    نيـز بـه   Cladospoiom fulvumپاتوژن قارچي 
نقـش ايـن ايزوآنـزيم در     ةدهند تجمع پيدا كرده است كه نشان

فعاليـت   ).Van Kan et al., 1992( باشـد  ميمقابله با پاتوژن 
اثبـات   محققـان  ةوسيل گلوكاناز به 3و1-قارچي كيتيناز و بتاضد
دادن ايـن  رارسـازي و ق ـ  كـه آنهـا پـس از خـالص     طـوري  ، بهشد

ي قـارچي گيـاهي   هـا  در محيط كشت حاوي پاتوژنها  پروتئين
ها  در نواحي كه اين پروتئينها  مشاهده كردند كه رشد اين قارچ

ثير أكه اين دليـل خـوبي بـراي ت ـ    شود محدود مي ،حضور دارند
 مـي توانـد باشـد   هـا   بر روي پاتوژن ها پروتئينPRمستقيم اين 

)Saikia et al., 2005( .  تجمـعPR بـا مكانيسـم   هـا   پـروتئين
SARباشـد   در گياهـان مـرتبط مـي    ١)Ryals et al., 1996 .(

گلوكاناز علاوه بـر هيـدروليز ديـواره سـلولي      3و1-كيتيناز و بتا
توانـايي ايـن را هـم دارنـد كـه بـا رهاسـازي         گلوكان و كيتين،

ي دفـاعي  هـا  مكانيسـم هـا   از ديـواره سـلولي قـارچ    ييها محرك
  ).Ren et al., 1992(مختلفي را در گياهان تحريك كنند 

 Ascochytaدهـد كـه قـارچ    نتايج اين تحقيق نشان مـي 
rabiei شـود  باعث ايجاد مقاومت سيستميك در گياه نخود مي. 

ــا پاســخ MCC403و  MCC496دو ژنوتيــپ  ــاوتي را ه ي متف
ــا  ــودگي ق ــه آل ــد كــه ايــن نشــان از  رچي نســبت ب نشــان دادن

ي هـا  ژنوتيپ عنوان بهبودن اين دو ژنوتيپ براي استفاده  مناسب
ولـي بهتـر    ،باشد مينخود  زدگي برقحساس و مقاوم به بيماري 
 ي كـاملاً هـا  ژنوتيـپ  ،اين دو ژنوتيپ است در مطالعات علاوه بر

بـا توجـه بـه     .حساس و مقاوم به اين بيماري نيز بررسـي شـود  
گلوكانـاز و   1،3ي ايزوفرم اسـيدي بتـا   ها وت ميزان بيان ژنتفا

ــپ  ــاز در ژنوتي ــا كيتين ــه ،MCC403و MCC496ي ه ــر  ب نظ
ايزوفرم اسيدي هردوژن كيتيناز و گلوكاناز در ايجاد  رسد كه مي

در ژنوتيـپ مقـاوم نقـش داشـته      زدگـي  برقمقاومت به بيماري 
 .انـد  ان شـده دو در سطح بالايي در ژنوتيپ مقاوم بي باشند و هر

ي اسـيدي  ها ي ايزوفرمها همچنين افزايش همزمان تعداد نسخه
فعاليت سينرژيسـتي   ةكنند ييدأت ،هر دو آنزيم در ژنوتيپ مقاوم

  .باشد مياين دو آنزيم در القاي مقاومت 
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Abstract 
Induced resistance to pathogen is one of the ways which plants use against biotic stresses. Pathogenesis-

related proteins(PR), including chitinase and β-1,3-glucanase synthesized by the plant in response to 
pathogenic infection. In this investigation, the expression of two isoforms: acidic and basic of chitinase and 
β-1,3-glucanasegenes were analyzed at 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after fungal inoculation of chickpea 
genotypes (MCC496 as resistant and MCC403 as sensitive) with race 6 of Ascochyta rabiei by semi-
quantitative RT-PCR. The results showed that the expression of both acidic isoforms of chitinase and β-1,3-
glucanase genes were increased at 24 and 48 hours, respectively after fungal inoculation in genotype 
MCC496, but the expression level in sensitive genotype increased in early time after inoculation and then 
decreased. The basic isoform of chitinase was expressed in sensitive genotype more than the resistant 
genotype. The basic isoform of β-1,3-glucanase was not expressed in these genotypes. Totally, acidic 
isoforms of these enzymes specifically chitinase would play roles in plant defense against Ascochyta blight. 
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