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 چکیده
شامل تغییر در میزان فعالیت چند آنزیم آنتی  و گندم  Fusarium graminearum تحقیق تعاملات بین بیمارگردر این 

مورد بررسی PR4 (wheatwin)و  ,PR2 (b,1-3gluconase),  PR3 (chitinase) ,های  اکسیدانی و تغیر در سطح بیان ژن
ای به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا آزمایشگاهی و گلخانهقرار گرفت. از رقم گندم تجن، آزمایش در شرایط کشت 

و  400، 200های  تصادفی با چهار تکرار استفاده شد. محلول پاشی اندام هوایی گیاه توسط متیل جاسمونات با غلظت
 105)غلظت  Fusarium graminearumزنی با اسپور قارچ روز پس از مایه پنجوسه ، یکو  میلی گرم در میلی لیتر 600

های ‎قارچ در غلظت یاسپور در هر میلی لیتر( انجام گرفت. همچنین اثر بازدارندگی متیل جاسمونات روی رشد پرگنه
فنل  های پراکسیداز، پلی‎بررسی شد. نتایج نشان داد که میزان تولید فنلکل و آنزیم PDAمختلف بر روی محیط کشت 
به بالاترین مقدار خود رسیده  لیترگرم در میلیمیلی 600از الودگی در غلظت روز بعد  سهاکسیداز، گایاکول پراکسیداز 

روز بعد از آلودگی نشان داد که  3زمانی  یها در بازه‎داری نشان داد. بررسی بیان ژن‎روز کاهش معنی پنجولی  بعد از 
گلوکوناز و کیتیناز به ترتیب بالاترین و پایین ترین سطح میزان بیان را داشته اند. بررسی اثر بازدارندگی  1،3ژن بتا 

را بیشترین بازدارندگی  میلی گرم در میلی لیتر 600متیل جاسمونات نشان داد که این ماده در غلظت  یرشد قارچ بوسیله
باشد. نتایج بدست آمده بیانگر این است که کاربرد خارجی متیل جاسمونات به عنوان القاگر شیمیایی در ایجاد  دارا می

 تواند در مدیریت مبارزه با ییماری مورد توجه قرار گیرد. ی  گندم میمقاومت گیاه در برابر بیماری بلایت خوشه

ژن در زمان واقعی، آنزیمهای آنتی اکسیدانی،  زایی، بیان‎ی مرتبط با بیماریها‎: مقاومت القایی، پروتئینهای کلیدیواژه
 فنل کل.

 
 مقدمه

قهارچ   یی گندم کهه بوسهیله  بلایت فوزاریومی خوشه
SchwabFusarium graminearim  ایجاد مهی‎   شهود یکهی

ههای گنهدم و جهو در سراسهر دنیها       تهرین بیمهاری  ‎مخرب
هها دلار خسهارت بهه غهلات      باشد که هر ساله میلیهون ‎می

-Wenda)کنههد   کشهت شهده در سراسههر جههان وارد مهی    

Piesik et al., 2017)گنههدم بههه ایههن  ی. آلههوگی خوشههه
بیمههاری عههلاوه بههر کههاهش تولیههد محصههول در مزرعههه،  
کههاهش کیفیههت دانههه و آرد نههانوایی، منجههر بههه تولیههد     

 شههود رطان زا در دام و انسههان مههی هههای سهه  زهرابههه

(Goswami and Kistler, 2004) . فوزاریههوم سههنبله یهها
اسکب گندم در شمال ایران به صورت بومی وجهود دارد  

های گلسهتان و   های مهم گندم در استان و یکی از بیماری
 Abedi-Tizaki and)رود ‎مازنههدران بههه شههمار مههی   

Sabbagh, 2012) ،گزارشاتی از نقاط دیگر کشور  هر چند
مانند آذربایجان، هرمزگان،  فارس و خوزستان مبنی نیز 

بر مشاهده این بیماری در آن نقهاط ارایهه گردیهده اسهت     
(Mirabolfathy and Karami-Osboo, 2013; Moosawi-

Jorf et al., 2007). 
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درصهدی محصهول، فوزاریهوز     60تها   50به علت کهاهش  
ی گندم یک تهدید عمده برای منهاب  غهیایی جههان    خوشه
( آن را بهه  CIMMYTمرکز تحقیقات بین المللهی )  وشده 

های محدودکننده ی تولیهد گنهدم در    عنوان یکی از فاکتور
. گیاهههان (Nicholson, 2009)جههان مطهرح کهرده اسهت     

اکسهیدانتی   های دفاعی آنتی توانند از طریق تولید آنزیم ‎می
ههای زیسهتی    )پارا اکسایشی( بهه طیهف وسهیعی از تهنش    

های غیر زیستی ماننهد دمها،   ‎زا و تنش‎نظیر عوامل بیماری
 Gill and)پاسه  دهنهد    UVخشکی، شوری، ازن، اشهعه  

Tuteja, 2010)های مهم دفاعی گیاه میزبان  ز جنبه. یکی ا
زا، دفهههای بیوشهههیمیایی و   در برابهههر عوامهههل بیمهههاری  

های پیچیهده آن اسهت. محققهین متعهددی ارتبهاط       واکنش
اکسهدانتی نظیهر   ‎ههای آنتهی   نقش ترکیبهات فنلهی و آنهزیم   

ههای   پراکسیداز و فنل اکسیداز را با مقاومهت در میزبهان  
قههارچی ثابههت  زای مختلههف در رابطههه بهها عوامههل بیمههاری

. (Baxter et al., 2014; Gill and Tuteja, 2010)اند  کرده
اکسههدانتی در ایجههاد مقاومههت   هههای آنتههی  نههزیمنقههش آ

های زیستی و غیر زیسهتی در   سیستمیک گیاهان در تنش
ر گرفته و نشان داده ابسیاری از گیاهان مورد بررسی قر

ناسهازگار بهین گیهاه و عوامهل       شده است که در واکهنش 
ههای آنتهی اکسهیدانتی چنهد برابهر       بیمارگر، فعالیت آنزیم
 ;Bigeard et al., 2015)باشههد  واکههنش سههازگار مههی

Vacheron et al., 2013).    مقاومهت در گیاههان در برابهر
تی و غیر زیستی همواره با بیهان ژن ههای   های زیس تنش

توانند در محل  باشد که می مقاومتی مختلفی در ارتباط می
آلودگی و یا بطور سیستمیک تولید شده و مقاومت القایی 

بیان چنهین  . (Schenk et al., 2003) گیاه را موجب گردند
ههای  ‎ی علامهت دهنهده ی پاسه    ی پیچهده هایی شهبکه  ژن

کنههد.  دفههاعی گیاهههان را درگیههر واکههنش مقههاومتی مههی   
ای شهامل سالیسهیلیک اسهید،     های علامهت دهنهده   مولکول

متیل جاسمونات، اتهیلن و اسهید آبسهزیک در ایهن زمینهه      
 .متیههل(Anderson et al., 2004)شناسههایی شههده اسههت 

ههای  ‎جاسمونات از طریهق تحریهک گیاههان بهه بیهان ژن     
ههای دفهاعی باعهق مقاومهت بهه طیهف       ‎مرتبط بها فعالیهت  

 ,.Antico et al)شهود ‎وسیعی از بیمارگرهای گیهاهی مهی  

(2012; Desmond et al., 2005).    کهاربرد خهارجی متیهل

ههای  ‎جاسمونات در افزایش مقاومت گیاه هلو به بیمهاری 
بعد از برداشت در شرایط انبارداری نشان داده است کهه  

لیتهر،  ‎گهرم در میلهی  ‎میلهی  200متیل جاسمونات در غلظت 
 expansum Pلوم قارچیمیسیقادر به جلوگیری از توسعه

بههر سههطح میههوه و منجههر بههه افههزایش مقاومههت بههه        
 Yao and) ههای بعهد از برداشهت شهده اسهت      پوسهیدگی 

Tian, 2005) .  مونات در یک تحقیق دیگر تاثیر متیهل جاسه
و متیهههههههل جاسهههههههمونیک بهههههههر روی رشههههههههد    

نشان داد که این دو ترکیهب   Penicilliumdigitatumقارچ
ای نسبت به شاهد بهر روی  ‎اثر بازدارنده ی قابل ملاحظه

زنی اسهپور قهارچ نهدارد ولهی باعهق جلهوگیری از       ‎جوانه
توسههعه ی میسههیلیومی قههارچ در شههرایط آزمایشههگاه     

گیاهههان بهها   تیمههار. (Ding et al., 2002) شههود‎مههی
باعق اقهزایش مقاومهت بهرنج بهه بیمهاری      ، ها جاسمونات

  Magnaporth پوسههههیدگی سههههاقه ناشههههی از قههههارچ  
(Schweizer et al., 1998)  آلهوده بهه    سهیس  ،آرابیهدو

 Alternaria brassicicola ،Botrytiscinereaبیمارگرهای 
 Thomma)( شده است Plectos phaerellacucumerinaو

et al., 2000)      نقهش متیهل جاسهمونات در افهزایش بیهان .
های مسئول مقاومت نشهان داده اسهت کهه    ‎تعدادی از ژن

کاربرد خارجی متیهل جاسهمونات باعهق افهزایش میهزان      
هههای مقههاومتی در گیههاه گنههدم حسههاس بههه بیمههاری   ‎ژن

. آنالیز (Desmond et al., 2005)شود ‎پوسیدگی طوقه می
بیان ژن با استفاده از تکنیک ریزآرایهه نشهان داده اسهت    

ی گنهدم  ه بیماری  اسکب خوشهه که در رقم گندم مقاوم ب
(Saumi3) های مسئول تولید جاسهمونیک   میزان بیان ژن

برابر ایهن میهزان در رقهم حسهاس      2و سالیسیلیک اسید، 
گیههری شههده اسههت کههه اسههید  مههی باشههدو چنههین نتیجههه 

جاسمونیک و سالیسهیلیک اسهید در مسهیرهای مقاومهت     
 Li)گندم و ایجاد مقاومت سیستمیک نقهش مهمهی دارنهد    

and Yen, 2008) در ارتباط با تاثیر متیل جاسمونات در .
های مختلف اطلاعات زیادی ‎ء مقاومت گندم به بیماریالقا

در دست نیست و اغلب مطالعات در ارتباط با تاثیر اسهید  
ههای غیهر زیسهتی نظیهر شهوری و       جاسمونیک در تهنش 

 Harkamal et)باشهد  ‎های مهرتبط مهی   خشکی و بیان ژن

al., 2007) ء. در این تحقیق تاثیر متیل جاسمونات در القها 
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مقاومت گندم به بیماری اسهکب خوشهه از طریهق آنهالیز     
فیزیولوژیکی و همچنین بررسی نقش و کهارآیی چنهد ژن   
مسهههئول مقاومهههت در گنهههدم و همچنهههین نقهههش آن در  
بازدارنههدگی رشههد میسههیلومی قههارچ عامههل بیمههاری در   
شرایط درون شیشه در رقم نیمه حساس تجن به بیماری 

 .اسکب گندم مورد بررسی قرار گرفت
 

 ها مواد و روش
 مواد گیاهی و شرایط رشد

از رقم گندم تجن حساس به بیماری فوزاریهوز گنهدم   
جهت بررسی القهاء مقاومهت اسهتفاده شهد. جههت کشهت       
گلدانی در ابتدا، بیرها بوسهیله کلهرامین تهی سهه درصهد      

(ChloraminT3%)  ضد عفونی سطحی شده و سپس سه
شهدند. از   بار بوسیله ی آب مقطر سترون شستشهو داده 

سانتی متهر حهاوی خها      25های پلاستیکی با قطر  گلدان
هها در   مزرعه سترون جههت کشهت اسهتفاده شهد. گلهدان     

 یدرجههه 25% ، دمههای 75شههرایط گلخانههه بهها رطوبههت   
ی آبیاری منظم ههر سهه روز یکبهار    سلسیوس و با دوره

دهی تعداد بوتهه   پنجه ینگهداری شدند و سپس در مرحله
تنهک کهردن بهه شهش عهدد رسهید. ایهن         در هر گلهدان بها  

 آزمایش در چهار تکرار انجام شد.

 پاشی متیل جاسمونات محلول و محلول یتهیه
میلیگهرم در   600و 400، 200ههای   ی غلظتبرای تهیه

لیتراز متیل جاسمونات شرکت مر  استفاده گردیهد.   میلی
 70مقههادیر لازم از محلههول متیههل جاسههمونات در اتههانول 

حل گردیهد و سهپس بها همهین      ،ان حلال آندرصد به عنو
میلی لیتهر رسهانده شهد. تیمهار      200حلال به حجم نهایی 

های مهورد نظهر بها اسهتفاده از      متیل جاسمونات با غلظت
ههای ههوایی    ها و انهدام  یک افشانه دستی بر سطح خوشه

گیاه پاشیده شد به طوریکه تمام سطوح مهورد پاشهش از   
 70های شاهد از اتانول  تهمحلول پوشیده  شدند. برای بو

 درصد استفاده گردید.

 زنی عامل بیماری بلایت خوشه تهیه و مایه
اسهههتاندارد قهههارچ   یدر ایهههن بررسهههی از جدایهههه  

Fusariumgraminearum   تهیهههه شهههده از گهههروه گیهههاه
ی مایهه تلقهیح اسهتفاده    پزشکی دانشگاه اردبیل برای تهیه

ی  پرگنه  تهازه قهارچ، یهک     شد. بدین منظهور بهرای تهیهه   
 PDAدیسک به قطر یک سانتی متربه روی محیط کشت 

(Poatato Dextrose Agar, Merck, Germany)   کشهت
سلسهیوس  ی هدرجه  25±2داده و به گرمخانهه بها دمهای    

انتقال داده شد. پس از رشد قارچ به مدت یهک هفتهه، یهک    
های دوبهار سهترون    دیسک از حاشیه پرگن  قارچ به ارلن

لیتهر آب   میلهی  125گرم کاه خهرد شهده و    50دة حاوی ش
درج  سلسهیوس   25ها در دمای  مقطر منتقل گردید. ارلن

دور در دقیقه به مهدت   120روی شیکر دورانی با سرعت 
هها  ‎روز نگهداری شدند. سپس محتویات ارلن پنج تا شش

از یک پارچ  ململ سهترون عبهور داده شهد و درون یهک     
ریخته شد، به منظهور جهدا کهردن     فالکون سترون یهلول

های فالکون با سهرعت   فاز میسلیومی و اسپور قارچ، لوله
دقیقه سهانتریفیوژ شهدند و    20دور در دقیقه برای  6000

فاز شفاف بهالایی را کهه حهاوی اسهپور )ماکروکنیهدیوم(      
مایهه تلقهیح مهورد اسهتفاده قهرار       یهقارچ بود، جهت تهی

اسههپور در  105وی گرفههت. از سوسپانسههیون اسههپور حهها
هها بها    زنی بوته لیتر جهت مایه زنی استفاده شد. مایه میلی

میکرولیتر اسپور قهارچ توسهط سهرنر در ههر      20تزریق
 ,.Bernardo et al)سنبله درون گلچهه میهانی انجهام شهد     

هههای  هههای گنههدم در بههازه بوتهههبههرداری از  . نمونههه(2007
زنی عامهل بیمهاری    زمانی یک، سه و پنج روز پس از مایه

های جوان گیاه انجام گرفت و بلافاصله به فریهزر   از برگ
سلسیوس تا انجام آزمایشات بعدی انتقهال   یهدرج  -80

 یافت. 
 

 از رشدبازداندگیبررسی 
اثهههر بازدانهههدگی متیهههل جاسهههمونات بهههر رشهههد     

به روش اختلاط بها محهیط کشهت     F.graminearumقارچ
PDA  100مههورد ارزیههابی قههرار گرفههت. بههه ایههن منظههور 

لیتهر  میلهی  20میکرولیتر از هر غلظت متیل جاسمونات به 
بهه   PDAمحیط کشت اضافه گردید و برای شاهد، محیط 

درصهد مهورد اسهتفاده     70میلیهولیتر متهانول    100همراه 
 یمتهر از لبهه   میلهی  5قطر  قرار گرفت. یک دیسک قارچ به

روزه قارچ عامل بیماری برداشته و در مرکز هر  7پرگنه 
یک از ظروف پتری آماده شده گیاشهته شهد. ظهروف در    

سلسیوس نگههداری شهدند. پهس از    ی هدرج 25گرمخانه 
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قههارچ هههر پتههری  یهقطههر رشههد پرگنهه ،روزپنجههگیشههت 
 ،200گیری شد. در این آزمایش بهرای ههر غلظهت )    اندازه
تکرار در نظر گرفتهه   4لیتر(  میلیوگرم در میلی 600و 400

گیهری   های مختلف با بههره  شد. درصد بازدارندگی غلظت
 . (Yao and Tian, 2005)از فرمول زیر انجام گرفت 

 

 
 

 ارزیابی تغییر میزان فنل کل

گیری فنل کل از عصارة برگی صاف شده  برای اندازه
با استفاده از معرف فولین به شرح زیر اسهتفاده شهد. در   

لیتهر   میلی 10ابتدا  مقدار یک گرم از بافت گیاهی همراه با 
درصد در هاون چینهی مخلهوط، و پهس از لهه      80متانول 

ارچه ملمهل دو لایهه   ها، عصاره ی حاصل از پ کردن برگ
 5/0عبههور و در ظرفههی اسههتریل ریختههه شههد. سههپس بههه  

لیتهر آب مقطهر    میلی 7لیتر از عصارة به دست آمده،  میلی
لیتر از معهرف   میلی 5/0سترون اضافه و کاملا مخلوط و 

فولین اضافه و مجددا محتویات لوله با ههم مخلهوط شهد.    
اشهبای   لیتر محلول کربنات سهدیم  دقیقه یک میلی 3پس از 

لیتر  میلی 10به لوله اضافه و حجم مخلوط با آب مقطر به 
. پس از یک سهاعت،  (Sabbagh et al., 2018)رسانده شد 

نانومتر بها اسهتفاده    725مقدار جیب نوری در طول موج 
خوانهده   Unico UV-2100, USA)(از دستگاه طیف سنج 

-شد. از محلول استاندارد اسید کافئیک برای تعیین اندازه

مقدار فنل کل برحسهب میکروگهرم در یهک گهرم بهرگ       ی
 تازه استفاده شد.

 سنجش فعالیت آنزیمی

هههای ‎میههزان تغییههرات فعالیههت آنههزیمجهههت سههنجش 
گههرم بافهت گیههاهی در   5/0بیوشهیمیایی، در ابتههدا، مقهدار   

هاون چینهی سهرد بها ازت مهای  پهودر شهد و سهپس بها         
میکرولیتههر بههافر فسههفات  1600گیههری ) محلههول عصههاره

و  EDTA (0.1M)میکرولیتهر   20،  (PH=6.8)پتاسیم بها  
 25میکرولیتر آب مقطر( یکسانه شد. سپس به مهدت   380

-هدور در دقیقههه در دمهای چههار درجهه   14000دقیقهه بها   

سلسیوس سانتریفیوژ شدند. پس از سهانتریفیوژ از فهاز   ی
ها اسهتفاده   گیری فعالیت آنزیم بالایی عصاره، برای اندازه

شد. جهت تعیهین فعالیهت آنهزیم پراکسهیداز، بهه مخلهوط       
 میلی مولار  50میکرولیتر بافر فسفات سدیم  400واکنش

(PH=7) ،400   20میلههی مههولار،   1میکرولیتههر گایههاکول 
میکرولیتههر آب  1200میکرولیتههر عصههاره ی آنزیمههی و  

مهولار اضهافه شهد. فعالیهت آنهزیم بها        میلی 3اکسیژنه ی 
اضههافه کههردن آب اکسههیژنه بههه مخلههوط واکههنش شههروی 

اکسهیداز بهه    فنهل  لیشود. جهت سنجش فعالیت آنزیم پ می
، (PH=7)مهههولار   2/0میکرولیتهههر بهههافر تهههریس    400

 500لیتههر،  میلههی 1مههولار بههه میههزان    02/0پیروگههالول
میکرولیتر عصاره ی آنزیمهی   100میکرولیتر آب مقطر و 

اضافه شد. فعالیت آنزیم با اضافه کهردن پیروگهالول بهه    
 60های  مخلوط واکنش شروی شد. فعالیت آنزیم در زمان

گیهری شهد    ثانیه پس از افزودن پیروگهالول انهدازه   120و 
(Gongh et al. 2001 جهت .) تعیین فعالیت آنزیم گایاکول

 5/0میکرولیتهر بهافر فسهفات سهدیم      800، بهه  پراکسیداز
مههولارEDTA (2/0  ، )میکرولیتههر 2/0، (PH=6.8)مههولار 

 8/799مههولار(، مقههدار  میلههی 5میکرولیتههر گایههاکول ) 50
میکرولیتهر عصهارة آنزیمهی و     50ب مقطر ،، میکرولیتر آ

میکرولیتر آب اکسیژنه اضافه شد. فعالیت آنزیمی با  300
اضافه کردن آب اکسیژنه به مخلوط واکنش شهروی شهد.   

اکسهیداز و گایهاکول    فنل های پراکسیداز، پلی‎فعالیت آنزیم
 470و  420،  475ههای   پراکسیداز به ترتیب در طول موج

 گاه طیف سنج خوانده شد.نانومتر توسط دست

ههها بههه روش بیههان ژن در زمههان    بررسههی بیههان ژن 
-βهای  این پژوهش جهت بررسی میزان بیان ژن واقعیدر

1,3-glucanase ،PR4 (wheatwin)  وChitinaseI  از برگ
گیاهههان تیمههار شههده و شههاهد جهههت اسههتخراج مولکههول  

mRNA ،ههای گرم ازبرگ 50 استفاده گردید. بدین منظور 
و در هاون چینهی بها اسهتفاده از ازت     جدا ه موردنظرگیا

مهههههای  پهههههودر گردیهههههد و جههههههت اسهههههتفاده در     
 ,Qiagene)ژن یهها کیتههک از بااسههتفادهRNAاسههتخراج

Germany)   ی اولرشهههته. اسهههتفاده گردیهههدDNA از 
  Steps-2جهاری   کیتهت  از استفاده با mRNA های ملکول

RT-PCR kit (Vivantis, Cinngene)و کمیت. شد ساخته 
 از اسههتفاده بهها ترتیههب بههه cDNA هههای مولکههول کیفیههت

میزان بازدارندگی رشد قارچ= 
 قطر پرگنه تیمار-قطر پرگنه شاهد 

 میلی متر5 -قطر پرگنه شاهد 
میزان بازدارندگی رشد قارچ= 

 قطر پرگنه تیمار-قطر پرگنه شاهد 

 میلی متر5 -قطر پرگنه شاهد 
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 1 ژلآگهارز  و(Analytika, Germany)ا  اسکندر دستگاه
 نانوگرمهاز  50 مقهدار . گرفهت  قهرار  ارزیابی درصد مورد

cDNA قهرار  اسهتفاده  مهورد  ژن بیهان  آنالیز انجام برای 
 توسط qRT-PCRبرای استفاده مورد آغازگرهای. گرفت

 (deu/primer3/input.htmآنلایهههههن افهههههزار نهههههرم

Primer3.mit.http://Fokker.wiPrimer3)و طراحههههههههی 
 واکهنش  .(1 جهدول ) شهد  سهاخته  سهیناژن  شرکت توسط

qRT-PCR میکرولیتههر 2 شههامل میکرولیتههر 20 حجههم در 
cDNA(50 ng/µl)، 2 آغههازگر دو مخلههوط از میکرولیتههر 

(20µM)، 4 میکرولیتههههرازMastermix (Hot Tag 

EvaGreen, Cinnagene, France) از اسهههتفاده بههها و 
 بهها (RG3000, Curbet, Australia) کوربههت دسههتگاه

 دقیقهه  15 مهدت  سلسیوس به یهدرج 95 ی دماییبرنامه
ی چرخهه  40 آن دنبهال  وبهه  اولیه سازی واسرشت جهت

 60ثانیهه،   15 سلسیوس بهرای  یهدرج 95 شامل حرارتی
 یهدرجههه 72 و ثانیهههه 30 سلسهههیوس بهههرای یهدرجههه

تکههرار  سههه. شههد انجههام ثانیههه 20 مههدت سلسههیوس بههه
تیمهاردر نظهر    ههر  بهرای  نیکهی بیولوژیک و سه تکهرار تک 

 گرفته شد.

 
مشخصات مربوط به ژنهای دفاعی مفروض و توالی آغازگرهای استفاده شده برای آنالیز بیان ژن با روش بررسی  -1جدول 

 واقعی بیان ژن در زمان
Table 1: Related characters of proposed defenses genes and sequence of used primers for gene 

expression analysis by real time PCR method. 

Gene 
 ژن

 

Forward Primer 5ꞌ-3ꞌ 

­5´3´آغاز گر رفت    

Reverse Primer 5ꞌ-3ꞌ 
­5´3´غاز گر برگشت    

 

Accession 

number 
 شماره دسترسی

 

Reference 
 منبع

Β-1,3-glucanase CTCGACATCGGTAACGACCAG GCGGCGATGTACTTGATGTTC Y18212 
(Bertini et al., 2003) 

Chitinase I AGAGATAAGCAAGGCCACGTC GGTTGCTCACCAGGTCCTTC AB029934 
(Desmond et al., 2003) 

Wheatwin 1–2 CGAGGATCGTGGACCAGTG GTCGACGAACTGGTAGTTGACG AJ006098 (Bertini et al., 2003) 

β-Tubulin GCCATGTTCAGGAGGAAGG CTCGGTGAACTCCATCTCGT U76895  

 

 

 آنالیز آماری

ههای کمهی و کیفهی جههت مرتهب       در این پژوهش داده
وارد شهد.   Excelافهزار   کردن و رسهم نمودارهها بهه نهرم    

 1/9نسخه  SASافزار  محاسبات آماری با استفاده از نرم
 Duncanداده ها به روش آزمهون    انجام گرفت و میانگین

هایبدسههت ‎آنالیز دادهدرصههد مقایسههه شههدند. 5در سههطح 
که تخصصهی   REST 2009با نرم افزار  از بیان ژنآمده 
. .باشد انجام گرفت‎می Real time PCRهای خروجی ‎داده

هها  ‎از ژن رفرانس بتا توبولین برای همسهانه سهازی داده  
ههای مربهوط بهه گیهاه شهاهد بهرای       ‎تفاده شهده و داده اس

کالیبراسیون تغییرات سیکل آستانه مهورد اسهتفاده قهرار    
 .گرفت

 
 

 نتایج
بررسی اثرر متیرل جاسرمونات در جلروگیری از رشرد      

 F. graminearumمیسیلیومی قارچ 
با افزایش غلظت متیهل   ،دست آمده با توجه به نتایج به

 .Fجاسههمونات اثههر بازدارنههدگی آن بههر رشههد قههارچ    

graminearum    بیشههتر شههد، رشههد میسههیلیوم بههه طههور
تهر از   ام و پایین پی پی 600( در غلظت p<0.01داری ) معنی

خطههی بههین غلظههت متیههل    یهآن کههاهش یافههت و رابطهه 
جاسمونات و اثر بازدارندگی آن وجود داشت. اما میهزان  

ام با میزان آن در تیمهار   پی پی 600دگی در غلظت بازدارن
دار بهود،   های کمتر از خود دارای اخهتلاف معنهی   با غلظت

که این اختلاف به وضوح در تصویر نمایان اسهت )شهکل   
1.) 
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 های مختلف سمونات با غلظتدر محیط کشت حاوی متیل جا F. graminearumی رشد میسیلیومی قارچ مقایسه -1شکل 

 A ی قارچ بعد از مدت دو هفته )شاهد(. : پرگنهB  لیتر، گرم در میلیمیلی 200: تیمارC  لیتر و گرم در میلیمیلی 400: تیمارD  تیمار :

 لیتر.گرم در میلیمیلی 600

Figure 1- comparison of mycelial growth of F. graminearum in culture medium containing of 

meyhylJasmonat with different concentration 

A: Fungal colony after two weeks (control). B: Treatment with 200 mg/mL, C: 400 mg/mL and D: 600 

mg/mL 
 

 نتایج ارزیابی اثهر بازدارنهدگی متیهل جاسهمونات در    
های مختلف متیل  محیط کشت نشان داد که بین اثر غلظت

جاسههمونات در بازدارنههدگی رشههد میسههیلیومی قههارچ     
دار وجهود دارد و   اخهتلاف معنهی   01/0بیمارگر در سطح 

ههها بهها افههزایش غلظههت متیههل  میههانگین قطههر رشههد پرگنههه
جاسمونات کاهش نشان داد و اثهر بازدارنهدگی ههر سهه     

گرم در لیتر با تیمهار شهاهد    میلی 600و 400،  200  غلظت
 (.2دار نشان داد )جدول  اختلاف معنی

 

 توسط متیل جاسموناتF. graminearumقارچ  درصد بازدارندگی از رشد میسیلیوم -2جدول 

Table 2- Inhibition percentage of mycelium growth of F. graminearum by methyl jasmonat 
Inhibition parentage 

 درصد بازدارندگی

Growth mean (cm) 

 (cmمیانگین رشد )

Methyl Jasmonat concentration 

 غلظت متیل جاسمونات

0%
d

 6.22 Control (0) 

45%
c 

2.47 200 mg/L 

68%
a

 2.03 400 mg/L 

963%
a 

0.47 600 mg/L 

CV: 7.15 
باشد. این آزمایش توسط آزمون چند  میبین تیمارها دار  ، نشان دهنده ی اختلاف معنیدر هر ستون اعداد با حروف مختلف -1

 ( انجام گرفت.P<0.01در سطح احتمال ) ای دانکن دامنه

 زنی )سانتی متر(، نتایج مربوط به میانگین سه تکرار است. میانگین رشد قطری پرگنه ی بیمارگر در هفت روز پس از مایه -2

1-The numbers with different  letters in each column show a significant different between treatments.  

This experiment was done by Duncan’s multiple range test at the 1% level. 

2- Mean of growth diameter of fungal colony in 7 days after inoculation (cm)m, these results are 

related to mean of triplicate experiments 
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 بررسی تغییرات کمی ترکیبات فنل کل
ی واریانس نشان داد که به های حاصل از تجزیه داده
درصد بین مقادیر فنل کهل در شهاهد آلهوده و     99احتمال 

جاسهمونات  های مختلف متیل  گیاهان تیمار شده با غلظت
داری وجود دارد. به این معنی که مقدار فنل  اختلاف معنی

تولیههد شههده در گیاهههان بیمههار تیمههار شههده بهها متیههل      
 یآن در نمونهه  یهجاسمونات نسبت به مقدار تولیهد شهد  

شاهد بدون تیمار بیشتر اسهت و ایهن مقهادیر در ایهن دو     
 گروه با هم تفاوت دارد.

 
 . میزان تغییرات فنل کل گیاه گندم آلوده به بیماری اسکب خوشه تحت تاثیر غلظتهای مختلف متیل جاسمونات.2شکل

Figure 2: The change rate  of total phenol infected wheat plant to head scab disease  under 

effect of different concentration of metylJasmon 

 
با توجه به نتایج حاصل از نمودار ارایه شده در شکل دو 

شود که تولید فنل کل در گیاهان تیمهار شهده   ‎مشاهده می
و  200بعد از آلودگی افزایش یافته اسهت ولهی در غلظهت    

شهابهی  میلی گرم در میلی لیتر تقریباً در یک سطح م 400
میلهی گهرم در    600افزایش داشته، در حالیکهه در غلظهت   

میلی لیتراین افزایش نسبت بهه بقیهه ی تیمارهها و شهاهد     
دهد. نتایج بررسی میهزان  ‎داری را نشان می‎افزایش معنی

هههای زمههانی مختلههف بعههد از ‎محتههوای فنههل کههل در بههازه
آلودگی نشان داد که میزان افزایش بعد از شروی آلودگی 

دار داشهته و بها گیشهت    ‎هها افهزایش معنهی   ‎ام غلظتدر تم
روز بعد از آلودگی( میزان محتوای فنهل کهاهش    5زمان )

نشان نداد. همچنین بین اثر متقابهل زمهان و تیمهار متیهل     
 داری وجود ندارد. جاسمونات اختلاف معنی

 بررسی میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز
م ههای حاصهل از سهنجش آنهزی     تجزیه واریهانس داده 

پراکسههیداز نشههان داد کههه افههزایش تولیههد ایههن آنههزیم در  
باشد  داری می مقایسه با شاهد آلوده دارای اختلاف معنی

(. در تمههام سههاعات بعههد از آلههودگی بیشههترین 3) جههدول 
لیتهر  ‎گرم در میلی‎میلی 600میزان تولید آنزیم برای غلظت 

ها تها سهه   ‎ثبت شد. میزان افزایش آنزیم برای تمام غلظت
روز بعد از آلودگی ادامه داشت و ایهن رونهد افهزایش بها     

روز بعد  5گیشت زمان رو به کاهش یافت به طوریکه در 
ها در روز پهنجم  ‎از آلودگی میزان آنزیم برای تمام غلظت

 ( .3داری یافته است ) شکل ‎کاهش معنی
 

 بررسی میزان فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز
فنل اکسیداز ‎آنزیم پلینتایج حاصل از سنجش فعالیت 

نشان داده شده است. در گیاهانی که بها متیهل    4در شکل 
جاسمونات تیمار شده بودند، پس از گیشت سه روز بعد 

داری نسبت بهه شهاهد آلهوده در     از آلودگی افزایش معنی
فنههل اکسههیداز مشههاهده شههد. افههزایش  فعالیههت آنههزیم پلههی

بها متیهل    فعالیت این آنهزیم فقهط در گیاههان تیمهار شهده     
 لیتر نسبت بهه  میلیگرم در میلی 600جاسمونات در غلظت 

ههای متیهل جاسهمونات دارای    ‎شاهد آلوده و سایر غلظت
دار بههود. میههزان فعالیههت آنههزیم پلههی فنههل  اخههتلاف معنههی
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 اکسیداز در بین روزهای مختلف نمونه بهرداری از اولهین  
مورد بررسی تا روز سوم پس از مایه زنهی   یهروز دور

عامل بیماری روند افزایشی داشت، اما از روز پنجم  قارچ
 به تدریج کاهش یافت.

 
 
 

 
تجزیه واریانس فنل کل، پراکسیداز، پلی فنل اکسیداز و گایاکول پراکسیداز در گندم های آلوده تیمار شده با  -3جدول

 های مختلف متیل جاسمونات غلظت

Table 3- Analysis of variance of total phenol, Proxidase, Gayacol Peroxidase and Polyphenol oxidase 

in infected wheat treated with different concentration of methyl Jasmonat 
Gayacol 

Peroxidase 

 گایاکول پراکسیداز

Polypheno oxidase 

 پلی فنل اکسیداز

 

Proxidase 

 پراکسیداز
Total phenol 

 فنل کل
 

Free down 

 درجه آزادی
Source of variance 

 منابع تغییرات

38.117
**

 189.680
**

 281.504
**

 0.155
**

 متیل جاسمونات 3 

MethyJasmonat 

27.298
**

 70.356
**

 98.865
**

 0.142
**

 آوری نمونهروز جمع 2 

Day of sampling 

2.851
**

 9.792
**

 4.614
n.s

 0.002
n.s

 اثر متقابل  6 
Interaction effect 

 خطای آزمایش 24 0.004 3.827 1.165 0.363

Ttest error  

 ضریب تغییرات  10.360 13.633 10.172 12.882

Coefficient of 

variation 

ns1دار در سطح  معنی **% و 5دار در سطح  معنی *دار،  ، عدم وجود تفاوت معنی% 

ns, non significant, * significant at 5% and ** significant at 1% probability level. 

 
های مختلف متیل جاسمونات در فواصل زمانی  فعالیت آنزیم پراکسیداز در گیاهان تیمار شده با غلظت بررسی میزان  -3شکل 

 زنی بیمارگر. مختلف پس از مایه
Figure 3: The rate of Peroxidase enzyme activity in treated plants with different concentration of 

metyl Jasmonat different time intervals after pathogen inoculation, (CO): Infected control. 
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های مختلف متیل جاسمونات در فواصل  پلی فنل اکسیداز در گیاهان تیمار شده با غلظتمیزان فعالیت آنزیم بررسی  -4شکل 
 (: شاهد آلوده.Coزنی بیمارگر، ) زمانی مختلف پس از مایه

Figure4: The rate of enzyme activity of Polyphenol Oxydase in treated plants with different 

concentration of metylJasmonat in different time intervals after pathogen inoculation, (CO): Infected 

control 
 

 بررسی میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز
بررسههی تغییههرات آنههزیم آنتههی اکسههیدانتی گایههاکول  

ههای  ‎پراکسیداز و مقایسه ی آن بها گیهاه شهاهد و زمهان    
آلودکی نشان داد که میزان این آنهزیم نیهز   مختلف بعد از 

در برابر تنش زیستی بیمهاری بها حرهور القهاءگر متیهل      
جاسمونات افزایش یافته است. بیشترین میهزان تغییهرات   

میلیهوگرم در میلهی لیتهر     600این آنزیم نیز برای غلظهت  
مشاهده گردید. میزان کاهش این آنزیم بها گیشهت زمهان    

با شیب کندتری صهورت گرفهت   های قبلی ‎نسبت به آنزیم
و این میزان کاهش بین یک تها پهنج درصهد واحهد انهدازه      

 (.5گیری ثبت شد )شکل 
های حاصل از فعالیت آنزیمی و مقایسه ی ‎آنالیز داده

میانگین آنها نشان داد که بیشترین میزان تغییهر در بهازه   
 600ی زمههانی سههه روز بعههد از آلههودگی و در غلظههت    

باشد )جدول ‎لیتر از متیل جاسمونات می میلیگرم در  میلی
3.) 

 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج مولکولهای 
ههای  ‎نتایج حاصل از استخراج نشان داد کهه مولکهول  

RNA       فاقد ههر گونهه شکسهتگی بهر روی ژل الکروفهورز
-در ابتدا رشته cDNAباشد. جهت سنتز مولکو ‎آگارز می

سههنتز شههد. در سههنتز    mRNAهههای ‎ز مولکههولی اول ا
 (Random hexmer)ی اول از الیگونوکلئوتید اتفاقی رشته

 cDNAجهههت اطمینههان از سههنتز مولکههول  اسههتفاده شههد.
های بدسهت آمهده بهر روی ژل الکتروفهورز آگهارز      ‎نمونه

قهرار داده شهد و کیفیهت آن بررسهی و سهپس کمیههت آن      
صحیح  حصولبرای اطمینان از (. A6 تعیین گردید )شکل

cDNA و همچنین کارایی آغازگرها و تعیین بهترین دمای
ای ‎ی واکهنش زنجیهره  ذوب برای تمام آغازگرهها بوسهیله  

در ههر دو مهورد وجهود بانهد بها      شد. کهه   مراز تعیین‎پلی
و بههدون داشههتن بانههدهای غیههر     مههورد نظههر ی انههدازه

موفقیههت آمیههز بههودن سههنتز   ةاختصاصههی نشههان دهنههد
cDNA مناسب برای انجهام بیهان    و همچنین تعیین دمای

شهههیب دمهههایی جههههت  . تعیهههین(B 6بهههود. ) شهههکلژن 

h
h

e
d

g
f

b

a

h g

c

b

0

5

10

15

20

25

Control 200 400 600

Methyljasmonat concentration (mg/mL)

 غلظت متیل جاسمونات 

(میلی گرم/ میلی لیتر )

P
o

ly
p

h
e
n

o
l 

o
x
id

a
s
e
 a

c
ti

v
it

y
 

(m
g

 p
ro

te
in

in
/m

in
)

ز
دا
سی

اک
ل 

فن
ی 

پل

ه)
یق

دق
ن/

ئی
وت

ر
 پ

رم
 گ

ی
یل
(م

1day

3day

5day



 92                                 صباغ و همکاران                                                                                                               

 

 
های مختلف متیل جاسمونات در  میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز در گیاهان تیمار شده با غلظتبررسی   -5شکل 

 (: شاهد آلودهCoزنی بیمارگر، ) فواصل زمانی مختلف پس از مایه

Figure 5: The rate of enzyme activity of Gayacol Peroxidase in treated plants with different 

concentration of metylJasmonat in different time intervals after pathogen inoculation, (CO): Infected 

control 
 

پراکسیداز و پلی فنل اکسیداز تحت تاثیر متیل جاسمونات بر بیماری مقایسه میانگین فنل کل، پراکسیداز، گایاکول -4جدول 
 بلایت خوشه

Table 4; Mean comparison of total phenol, Proxidase, Gayacol Peroxidase and Polyphenol oxidase 

under methyl Jasmonataffect on head blight disease 
Gayacol 

Peroxidase 

گایاکول 
 پراکسیداز

Polyphenol oxidase 

 پلی فنل اکسیداز
 

Peroxidase 

 پراکسیداز
 

Total 

phenol 

 فنل کل

Concentratio

n (mg/mL) 

 غلظت

 )میلی گرم/میلی لیتر(

Trempent 

 تیمار
 

2.258
d

 6.142
d

 9.383
c

 
c
0.463 0 Methyl jasmonat 

 متیل جاسمونات
3.044

c
 7.351

c
 9.811

c
 0.483

c
 200 

5.238
b

 13.289
b

 17.514
b

 
0.627b

 400 

7.301
a

 15.657
a

 20.561
a
 0.743

a
 600 

3.057
c

 8.026
c

 12.233
b
 0.470

c
 24 Hours after inoculation 

 ساعت بعد از آلوده سازی
 

5.569
a

 12.827
a

 17.592
a
 0.688

a
 72 

4.757
b

 10.977
b

 13/130
b
 0.580

b
 120 

 .باشد می( P<0.01در سطح احتمال ). بین تیمارهادار  ی اختلاف معنی، نشان دهندهدر هر ستون اعداد با حروف مختلف 

1-The numbers with different letters in each column show a significant different level of 0.01 (P<0.01) 

between treatments. 
آغازگرههای  ی ذوب هر یهک از  دمای بهینهآوردن  بدست

نشهان داد کهه دمهای     PCRها به وسیله ی ‎مربوط به ژن
باشهد و  ‎مهی  59-61ذوب هر آغازگر در محدوده دمهایی  

تر از این طیف قادر به تکثیهر ژن مهورد نظهر    ‎دمای پایین
 (.A3نبود )شکل 
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 .qRT-PCRو تعیین دمای ذوب آغازگرها برای آنالیز cDNAنتایج حاصل از سنتز  -6شکل 

A  1:دمای ذوب آغاز گر ژن- ( توبولین°C 59،)2- b,1-3gluconase (°C 59 ،)3- ChitinaseI(°C 5/59 و)4- wheatwin (°C 60.) 
Figure 6: The results of cDNA synthesis and thermal melting determination of primers for qRT-PCR analysis. 

A: Thermal melting of 1- Tubulin (59°C), 2-b,1-3gluconase (59°C) 3- Chitinase (59.5 °C) and 4- Wheatwin (60°C) 
 

 Real Time PCRآنالیز بیان ژن با 
های حاصهل از آنهالیز بیوشهیمیایی و    ‎با توجه به داده

تعیین حداکثر فعالیت آنزیمی در بازه ی زمهانی سهه روز   
بعد از آلودگی، آنالیز بیان ژن در این بهازه ی زمهانی بها    
آغازگرهای اختصاصی هر ژن انجام شد. نتهایج حاصهل   

-β,1از بررسهههی بیهههان ژن نشهههان داد کهههه بیهههان ژن   

3gluconase  در این بازه ی زمانی بعد از تلقیح از دو ژن
ای داشته است ولی اثر غلظت در  دیگر تغییر قابل ملاحظه

طوریکهه بیشهترین افهزایش    ‎این تغییر قابل ملاحظه بود به
دار برای بیان این ژن )چهار و نیم برابهر( در تیمهار   ‎معنی
لیتر اتفاق افتاد. ایهن افهزایش بیهان    ‎میلیوگرم در میلی 400

ر مقایسه با شاهد بیمار بدون تیمار انجهام شهد. میهزان    د
در گیاهههان تیمههار شههده بهها  PR4 (wheatwin)بیههان ژن 

های مختلهف متیهل جاسهمونات نیهز نشهان داد کهه        غلظت
 400بیشرین میهزان بیهان )سهه برابهر( متعلهق بهه تیمهار        

باشهد ولهی ایهن افهزایش بیهان      ‎لیتر مهی  میلیوگرم در میلی
در همهین غلظهت افهزایش     β,1-3gluconaseنسبت بهه ژن  

کمتری داشت. میزان بیان این ژن در گیاهان شاهد آلوده 
از خهود   β,1-3gluconaseافزایش کمتهری نسهبت بهه ژن    

 Chitinaseنشان داد. همجنین بیشهترین میهزان بیهان ژن    
برابهر شهاهد    3/2لیتهر  ‎میکروگرم در میلهی  400در تیمار 

ه تیمهار کنتهرل قابهل    بود که اگر چه این افزایش نسهبت به  

توجه بهود ولهی نسهبت بهه دو ژن دیگهر در ایهن بهازه ی        
زمههانی کههاهش کمتههری داشههت ولههی میههزان بیههان ژن بهها 

میلهی  گهرم در میلهی لیتهر      600به  400افزایش غلظت از 
 (. 7شکل )کاهش یافت 

 

 بحث
ههای دفهاعی مولکهولی     اطلاعات کمی در مهورد پاسه   

 .Fفعال شده در پی تنش بیماریتوسط عامل بیمهارگر آن  

graminearum  بها وجهود اهمیهت    . در دسترس مهی باشهد
های دقهاعی   بیماری بلایت خوشه گندم، شناخت مکانیسم

گیاه در برابر این بیماری می تواند پتانسیل بالقوه بهالایی  
ه ارقام مقاوم گندم از طریق غربالگری را برای دستیابی ب

 به بیماری فراهم نماید.  
های دیگر رشدی در ‎نقش متیل جاسمونات و هورمون

های مختلف زیستی مورد ‎القاء مقاومت گیاهان به تنش
 ;Gachomo et al., 2003)بررسی و به اثبات رسیده است

Thomma et al., 2000).  در این تحقیق تاثیر اسید
 های دفاعی و تغییر در‎جاسمونیک در تحریک واکنش

میزان تولید چند آنزیم آنتی اکسیدانتی و ارتباط این 
افزایش با چند ژن مرتبط با ایجاد مقاومت در گیاه جهت 

 های بیوشیمیایی با استفاده از روش بررسی‎اثبات داده
ررسی نقشبیان ژن در زمان واقعی ارزیابی شد. ب
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های  گیاهان تیمار شده با غلظتدر  Chitinaseو  β- 1,3- glucanase  ،(PR4 (wheatwinمیزان بیان سه ژن  -7شکل ،
 (: شاهد بیمارCo، ) F. graminearumروزبعد از تلقیح با قارچ  3مختلف متیل جاسمونات در بازه زمانی 

Figure 7- Relative expression of three β- 1,3- glucanase , Chitinase and  PR4 (wheatwin) genes in 

treated plants with different concentration of methyl jasmonat in 3 days time interval after inoculation 

with F. graminearum. 

 
بازدارندگی جاسمونات اسید بهر روی رشهد میسهیلیومی    
قارچ نشان داد که این ترکیب قادر به بازدارنگی رشهد در  

باشهد. بیشهترین   ‎محیط کشت و در شرایط آزمایشگاه می
لیتهر  ‎میلیوگرم در میلهی  600میزان بازدارندگی در غلظت 

ههای مختلهف    مشاهده شد. میزان بازدارندگی بهین غلظهت  
اری با همدیگر و شاهد داشت که بها نتهایج   د‎اختلاف معنی

حاصل از این تحقیهق بها تحقیقهات مشهابه مطابقهت دارد      
(Sabbagh et al., 2017)    اثر مسهتقیم بازدارنهدگی متیهل .

ههای آزاد نظیهر یهون    ‎جاسمونات ناشی از تولید رادیکهال 
H2O2 در سلول‎     های تیمار شهده و نهایتهاً مهرگ سهلولی

. با توجه بهه  (Orozco-Cárdenas et al., 2001)آنها باشد 
تاثیر متیل جاسمونات در کهاهش شهدت بیمهاری و عهدم     

، چنهین  های قارچ‎تماس مستقیم متیل جاسمونات با سلول
شود که متیهل جاسهمونات بهه طهور غیهر      ‎نتیجه گیری می

مستقیم با افزایش مقاومت اکتسابی گیاه باعق جلهوگیری  
شهود   از توسع  قارچ در گیاه و افزایش میزان آلودگی می

(Derksen et al., 2013)های ون لون  .طبق بررسی(Van 

Loon, 1997) ن تیمار القاء کنندگان مقاومهت گیاههان و   بی
 24-48های دفاعی گیاه، فاصله زمهانی   فعال شدن واکنش

سههاعت بعههد از آلههودگی وجههود دارد . در ایههن مطالعههه    

زنهی   ها از روز اول تا پنج روز پهس از مایهه   برداری نمونه
بررسی آنزیمی گیاهان تیمهار شهده بها متیهل     ادامه یافت. 

با تیمار گیاههان آلهوده در تمهام    جاسمونات نشان داد که 
های آنتی اکسیدانتی به میزان قابل ‎های زمانی، آنزیم بازه

ها  توجهی افزایش داشتند ولی میزان تغییرات برای غلظت
های زمانی متفاوت بود. مؤثرترین غلظت در جههت  ‎و بازه

لیتر  میلیگرم در میلی 600افزایش فعالیت آنزیمی در غلظت
ه روزبعد از آلودگی ثبهت شهد. رونهد    و در بازه زمانی س

ها در تمام سهاعات بعهد از   ‎افزایش میزان تولید این آنزیم
آلودگی نشان دهندة القاء مقاومت بر اثر کاربرد خهارجی  

باشد ولی این روند افهزایش فقهط تها    ‎متیل جاسمونات می
 72سه روز بعد از آلهودگی ادامهه داشهت و پهس از ایهن      

لودگی این میزان با یهک شهیب   ساعت تا پنج روز بعد از آ
ملایم کاهش یافت که با توجهه بهه ایهن مشهاهدات چنهین      

شود که القاء واکنش مقاومهت سیسهتمیک   ‎نتیجه گیری می
توسط متیل جاسمونات در ساعات اولیهه بیمهاری اتفهاق    

افتهد و بها رونهد افهزایش زمهان، انتظهار افهزایش ایهن         ‎می
ن تکثیههر رود زیههرا بها گیشههت زمهان میههزا  ‎ههها نمهی ‎آنهزیم 

ههای دفهاعی    بیمارگر در اثر فعالیت بازدارندگی مکانیسم
ههای  ‎متیهل جاسهمونات در غلظهت   .گیاه کاهش یافته است
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هایی نظیر بیمهاری و زخهم   ‎بسیار پایین در مقابل استرس
ههای بازدارنهده ی    باعت تحریک گیهاه بهه تولیهد پهروتئین    

. کهاربرد  (Gfeller et al., 2010)شهود  ‎گروه پروتئیناز می
متیل جاسمونات باعت تحریهک فعالیهت ههای واسهطه ای     
اسید جاسمونیک در سیتوزول سلول شده کهه بهه دنبهال    
آن مقاومت گیاه را در برابر پاتوژن بهمراه داشهته اسهت   

(Berrocal-Lobo et al., 2010)  خهارجی متیهل   . کهاربرد
( و مقههاوم) Neepawaدو رقههم حسههاس ) جاسههمونات در

BW552 )  گندم به بیماری پوسیدگی طوقه ایجاد شده بهه
باعههت  Fusariumpseudograminearumوسههیله قههارچ  

افزایش میزان مقاومت گیاه به بیمهاری از طریهق افهزایش    
های مسئول مقاومهت شهده اسهت     در بیان تعدادی از ژن

(Desmond et al., 2005)       کهه بها نتهایج ایهن تحقیهق در
هههای ‎هها و ژن ‎افهزایش مقاومهت از طریهق افههزایش آنهزیم    

مقههاومتی مههورد آژمههایش، مطابقههت دارد.از طههرف دیگههر 
همهراه سالیسهیلیک اسهید در    ‎کاربرد متیل جاسمونات بهه 
 .Fusarium oxysporum f. spگیاه پنبه آلهوده بهه قهارچ    

vasinfectum  عامل بیماری پوسیدگی طوقه نشان داد که
های رشدی باعهق افهزایش میهزان    ‎کاربرد خارجی محر 

های مسئول مقاومت در گیاه مقهاوم بهه بیمهاری    ‎بیان ژن
هها تهاثیری   ‎که عدم کاربرد این محر ‎شده است در حالی

های مورد آزمایش در گیاههان  ‎در افزایش میزان بیان ژن
. در ایههن (Zambounis et al., 2012)حسههاس نداشههت 

ن چنهد ژن مسهئول مقاومهت    مطالعه، بررسی میهزان بیها  
نشان داد کهه کهاربرد خهارجی متیهل جاسهمونات باعهق       

ها شده و در نتیجه منجر به القاء مقاومت ‎افزایش بیان ژن
شود.بررسهی بیهان هشهت ژن مقهاومتی در     ‎اکتسابی مهی 

گندم آلوده به بیماری پوسیدگی طوقه در ارقهام مقهاوم و   
قم اتفهاق  حساس نشان داد که میزان بیان ژن در هر دو ر

افتد ولی در رقم مقاوم میهزان ایهن بیهان بیشهتر و بها       می
افتهههد ‎سهههرعت بهههالاتری از رقهههم حسهههاس اتفهههاق مهههی 

(Zambounis et al., 2012) در این مطالعه میزان افزایش .
ها در ساعات اولیه بیماری مشاهده شد و سهپس  ‎تمام ژن

با افزایش زمان بعد از آلودگی رونهد افهزایش نسهبت بهه     
زمههان سههه روز بعههد از آلههودگی کههاهش یافههت .بههالاترین 

ههای مهورد مطالعهه در    ‎زان افزایش بهرای تمهام آنهزیم   می
لیتر مشاهده شد. این غلظهت  ‎گرم در میلی‎میلی 600غلظت 

نسبت به بعری از مطالعات مشابه غلظهت نسهبتا بهالایی    
اسههت. چنانچههه در بررسههی اثههر کههاربرد خههارجی متیههل  

های عامل پوسهیدگی و لهیهدگی   ‎جاسمونات بر روی قارچ
شرایط نگهداری در انبهار، غلظهت   بعد از برداشت هلو در 

لیتهراز متیهل جاسهمونات قهادر بهه      ‎میلیگرم در میلهی  200
 Yao and)بازدارندگی قابل قبولی از رشهد قهارچ گردیهد    

Tian, 2005) ونات در غلظهت کهم   . اثر بخشی متیل جاسهم
تواند ناشی از تماس مستقیم این ماده بها قهارچ باشهد    ‎می

که با توجه به اندوفیت بودن قارچ عامهل اسهکب گنهدم، و    
عدم تماس مستقیم با قارچ، غلظت بالای متیل جاسمونات 

 600قابل توجیه اسهت. در شهرایط درون شیشهه، غلظهت     
رچ را میلی گرم در میلی لیتراز متیل جاسمونات رشهد قها  

به میزان قابل توجهی متوقف نمود ولی غلظت بهینه متیل 
 400جاسههمونات بههرای بازدارنههدگی کلنههی قههارچ، غلظههت 

میلیگهرم در میلهی لیتهر تعیهین شهد کهه بهه توجهه قهدرت          
ایهن  F. graminearumالرشد بهودن قهارچ   ‎زیستی و سری 

باشهد. بدسهت آوردن   ‎غلظت نسبتا بالا قابل پیش بینی می
از القاء کننهدگان هورمهونی بها توجهه بهه       غلظت متناسب

ههای  ‎توانهد در کهاهش هزینهه   ‎قیمت نسبتاً بالای آنهها مهی  
تولید و مدیریت مبارزه بیولوژیک با بیماری های گیهاهی  

 -βههای   در این مطالعه همچنین میزان بیان ژنمهم باشد.

1,3- glucanase (PR2)  ،Chitinase (PR3) وwheatwin 

(PR4)به بیماری اسکب خوشه با اسهتفاده   در گندم آلوده
 ههای دفهاعی   ژنبررسی شهد.   Real Time PCRاز روش 

-گنهدم  روابهط متقابهل  در F. graminearumتوسط  گندم
مربوط  دفاعی های شود و بخشی از پاس  ‎یم بیمارگرالقا

ها  های دفاعی رمز کننده پروتئین ژنباشد.  به بیمارگر می
با عملکردهای بیولوژیک مختلف و در برخی موارد نقهش  
آنها در مقاومت گندم به بیمارگرهای قارچی روشن است 

(Güldener et al., 2006).    ههای   ژنافهزایش میهزن بیهان
PR1 ،PR2 ،PR3،PR4  وPR5   در گنههههدم آلههههوده بههههه        

umF. pseudograminear (Desmond et al., 2005)  و
های دیگر فوزاریهوم کهه   ‎ها بوسیل  گونه‎القای آنهمچنین 

شهوند، گهزارش    مهی در گنهدم   خوشهباعق بیماری بلایت 
در پههژوهش .(Mackintosh et al., 2007)شههده اسههت 

حاضر در گیاه پیش تیمهار شهده بها متیهل جاسهمونات و      
زنی شده با عامل بیماری بلایت خوشهه گنهدم، بیهان     مایه
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 PR4 (wheatwin)و  β- 1,3- glucanaseهههای  ژن در
نسههبت بههه گیههاه شههاهد آلههوده افههزایش یافههت، کههه ایههن   

دهنده آن است که پیش تیمار بها متیهل جاسهمونات     نشان
ها و افزایش القهای مقاومهت در    سبب افزایش بیان این ژن

زنهی   گندم نسبت به بیماری بلایت خوشه شده است. مایه
باعهق القهاء    F. graminearumهای گندم با عامهل   خوشه

در  Sumai3در رقههم مقههاوم   PR5و  PR4بیههان ژنهههای  
شهههده اسهههت   Wheatonمقایسهههه بههها رقهههم حسهههاس   

(Mackintosh et al., 2007)  و این در حالی است که بیان
( پههس PR2) β- 1,3- glucanase( و PR3) chitinaseژن 

 ازرقهم Sumai3رقهم   درgraminearum. Fزنی بها   از مایه
. ولی (Golkari et al., 2009)ه است حساس سری  تر بود

از بیههان ژن کیتینههاز  wheatwinدر ایههن تحقیههق بیههان ژن 
 بیشتر بود.

در گنهدم تیمهار شهده بها      PR4افزایش بیهان ژن  
متیل جاسمونات بهدون حرهور عامهل بیمهارگر گهزارش      

دههد   نتایج ما نشان مهی  .(Bertini et al., 2003)شده است
 PR4و  β- 1,3- glucanaseهههای  کههه افههزایش بیههان ژن

)(wheatwin   پس از تیمار با متیل جاسهمونات علهی‎  رغهم
تواند منجر به مقاومت گیاه بهه  ‎حرور عامل بیمارگر، می

مطالعهات اخیهر نیهز نشهان     خوشهه شهود.   بیماری بلایت 
اند که کاربرد خارجی اسید جاسهمونیک مقاومهت در    داده

لکهه برگهی ناشهی از    بیمار به بیماری های  گیاهان تک لپه
Stagonosporanodorum در گندم(Jayaraj et al., 2004) ،

 در جو Bgraminisدر برنج و آلودگی M. griseaآلودگی 
. مطالعههه (Schweizer et al., 1998)بخشههد  را بهبههود 

دریافتنهد کهه حفاظهت سیسهتمیک توسهط      دیگری در جهو  
همهراه   B.graminis علیه عامل بیمهارگر  متیل جاسمونات

های مرتبط بها دفهای   ‎داری در فعالیت آنزیم باافزایش معنی
فنیل آلانین آمونیالیهاز و پراکسهیداز را فهراهم    مانند گیاه 
. بیشترین میزان تغییهر در بیهان   (Walters, 2009)کند  می
لیتهر ثبهت   ‎میلیوگرم در میلهی  400ها مربوط به غلظت ‎ژن

میلیهوگرم در   600ش غلظهت بهه   شد و مقدار بیان با افزای
داری کاهش یافهت  ‎لیتر با یک شیب نسبتاً تند و معنی‎میلی

ههای گیهاهی   ‎تواند ناشهی از ماهیهت هورمهون   ‎این امر می
های بسیار پایین حداکثر میزان اثر ‎باشد که آنها در غلظت

مطالعات بخشی در نوی فعالیهت اختصاصهی خهود دارنهد.    
نهشان داده اسهتکه با استفاده از یکسری مواد القهاکننهده 

درگیاههان  PRهههای  ایش بیهان برخهی از ژن  زافه  که باعق
زا  شهوند، افهزایش مقاومهت نسهبت بهههعوامل بیمهاری       می

ههای کیتینهاز و    بررسی میهزان بیهان ژن  .شهود حاصل می
گلوکاناز در درختان سیب آلهوده بهه بیمهاری باکتریهایی     

دار نشهان داد کهه اسهتفاده از     درختهان میهوه دانهه    آتشک
مواد القا کننده توانسهته اسهت  باعهق افهزایش بیهان ایهن       

هههای مههرتبط بهها  ههها گههردد. ایههن ژنههها مههرتبط بهها ژن ژن
.. (Aćimović et al., 2015)مهی باشهند گهردد     بیماریزایی

چهون کیتینههاز   هم زایی ههای مهرتبط بها بیمهاری پروتئین
و گلوکانهاز کهه نقهش ضهدباکتریایی و ضدقارچی دارنهد 
در ارتبههههاط بهامقاومهههههت اکتهههههسابی سیهههههستمیک    

توانند بهه  ‎. بنابراین می(Ryals et al., 1996) باشههند مههی
عنوان نشانگرهای مفیدی در جهت تعیین اثر القاءگرههای  
مقاومتی در گیاهان مورد استفاده قرار گیرند. تیمار بیور 
قبل از کشت به وسیله القاءگرههای هورمهونی عهلاوه بهر     

مواد اولیه مقاومت سیسهتمیک را  های تامین ‎کاهش هزینه
افههزایش و گیههاه را از مراحههل اولیههه رشههدی در برابههر    

 .(Wang et al., 2014)های زیستی محافظت ‎تنش
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Abstract 

In this research, interaction between Fusarium graminearum  and wheat including the change in rate of some 

anti-oxidant enzyme activity and expression level of PR2 (b,1-3gluconase), PR3 (chitinase) andPR4 

(wheatwin) genes was studied. Tajan cultivar was used in greenhouse and experimental condition in a 

completely randomized blocks design with four repetitions. Spraying of aerial parts of plants by methyl- 

jasmonat at 200, 400 and 600 ppm concentration was done one, three and five days after inoculation with 

fungal spore of Fusarium graminearum (10
5
 spore per milliliter).Also, inhibition effect of methyl jasmonat 

on growth of fungal colony was investigated on PDA culture medium.The results showed that the total 

phenol production and peroxidase, polyphenol oxidase and guaiacol peroxidase reached to highest level three  

days after inoculation at concentration of 600 ppm and reduced significantly 5 days after inoculation. Gene 

expression analysis at three days after inoculation time interval showed the highest and lowest expression 

level for b, one-three gluconase and chitnase respectively. Assay of growth inhibition effect by 

methyjasmonat showed that this material has the highest inhibition activity at concentration of 600 ppm. 

These results indicate that exogenous application of methyl jasmonat as chemical inducer to induce plant 

resistance against head scab disease could be considered in plant disease management. 

Keywords: Inducted resistance, Pathogenesis related protein, Antioxidant enzymes, Total phenol, Real time 

PCR. 
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