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 Alternaria brassicaeزايي قارچ  در مكانيسم حفاظتي و بيماري AbreAtr1 نقش ژن 

  * Real time PCRعامل بيماري لكه برگي كلزا با استفاده از 

  

ROLE OF AbreAtr1 GENE IN PROTECTIVE MECHANISM AND 
PATHOGENICITY OF Alternaria brassicae, THE CAUSAL AGENT 

OF LEAF SPOT IN CANOLA USING REAL TIME PCR 
 

 

۳  و ناصر صفايي۲ابوالقاسم اسماعيلي، **۱، بهرام شريف نبي ۱معصومه مصطفي
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  دهيچك

ي در گيـاه كلـزا شـناخته شـده     هاي بذر زاد آلترناريا و عامل بيماري لكه برگ ترين گونه به عنوان يكي از مهم Alternaria brassicaeقارچ 

  زايــي  بــه عنــوان بخــشي از خوشــه بيمــاري    AbreAtr1زايــي ايــن قــارچ، پــيش از ايــن ژن      در فراينــد بيمــاري . اســت

NRPS-ABC transporterهاي  پروتئين حضور.  معرفي شده بودABC transporter تركيبـات  تجمـع  هاي بيمارگر گيـاهي از  قارچ در 

تـر   كنند كه به تبع آن باعث رشـد مطلـوب           مي محافظت تركيبات اين مقابل در را آنها نموده و  جلوگيري شود،  مي توليد آنها توسط كه سمي

 توجه زايي اين قارچ مورد ي و شدت بيمارA. brassicae قارچ ها با توانايي رشد ارتباط بين عملكرد اين حمل كننده كنون تا. شود قارچ مي

 در شش Real time PCR با استفاده از تكنيك AbreAtr1ميزان رونويسي ژن اين ارتباط،  منظور تعيين در اين مطالعه به. است نگرفته قرار

زايي نيز در مـورد هـر جدايـه      و شدت بيماريPDAسرعت رشد روزانه پرگنه در محيط كشت .  مقايسه شدA. brassicae جدايه از قارچ

دار   و سرعت رشد ميسليومي در سطح احتمال يك درصـد داراي اخـتلاف معنـي   زايي هاي مختلف از لحاظ شدت بيماري جدايه. شدمطالعه  

 در ژن ايـن  نقـش  بررسـي  راستاي در. داري وجود داشت    اختلاف معني  AbreAtr1ها از نظر ميزان رونويسي ژن         بين جدايه  چنين  همبودند،  

 آن بـر ميـزان رشـد و شـدت     تـأثير بيمـارگر و   گونـه  ايـن  توسط شده توليد هاي توكسين مقابل در A. brassicae قارچ حفاظتي مكانيسم

 .شـد  تعيـين  جدايـه  هـر  در AbreAtr1 ژن رونويسي الگوي زايي و  ، ميزان بيماري   قارچ ميسليومي رشد سرعت بين بستگي هم زايي، بيماري

زايـي در    توانايي رشد و بيماري   رسد كه    چنين به نظر مي   . دار بود  بستگي در سطح احتمال يك درصد مثبت و معني         نتايج حاصل از تعيين هم    

باشد به طوري كه بيان بالاي ايـن    ميAbreAtr1 كد شده توسط ژن ABC transporterثر از عملکرد أ تا حدودي متA. brassicaeقارچ 

زايي بيشتر  اريهاي توليد شده توسط قارچ را براي گونه بيمارگر كاهش داده، رشد و بيم  سمي فيتوتوكسينآثار A. brassicae ژن در قارچ 

   .شود آن جدايه را باعث مي

  

  زايي، رشد ميسليومي، كلزا ، بيماريAlternaria brassicae ،AbreAtr1 ،ABC transporter : يدي كل يها واژه

  
  

  دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان ارائه شده به اول، نگارنده كارشناسي ارشد نامه انيپا از يبخش :*

  sharifna@cc.iut.ac.ir :يكيكاتبات، پست الكترون مسئول م:**

  ، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهانياهي گيشناس يماريار بي ارشد و دانشي سابق کارشناسيدانشجوبه ترتيب . ١
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  مقدمه

 ــ ــه برگ ــاري لک ــ آلترناريبيم ــي يياي ــميک ــر از مه ن و يت

اهــان خــانواده ي گي قــارچيهــايمــارين بيپرخــسارت تــر

 ).B. campestris L., Brassica napus L(ان مانند كلزايپائيچل

اهـان را   ين گ ي ـد ا ي ـدر سراسر جهان است که همه ساله تول       

قــارچ . دهــد يمــ  قــراررتــأثي تحــت يفــي و کيازنظــر کمــ

Alternaria brassicae، ــه ــوان ب ــي عن ــم از يك ــرين مه  ت

 در برگـي  لكـه  بيمـاري  عامـل  و آلترناريا زاد بذر هاي گونه

بـه   كـه ) Chucharek 2000(شناخته شـده اسـت    كلزا گياه

هاي  طور معمول باعث تخريب بافت ميزبان و تشكيل زخم        

وسـط هالـه    نواحي نكروز شده اغلب ت    . گرددنكروتيك مي 

شـود لـذا علائـم ايجـاد شـده توسـط             زرد رنگ احاطه مي   

گونه بيمارگر اغلب به صورت دواير متحـدالمركز روي          اين

ــاقه  ــرگ، غــلاف و س ــشاهده   ب ــل م ــزا قاب  اســتهــاي كل

)Agarwal et al. 1997 .(     ايـن قـارچ، چهـار فيتوتوكـسين

اي حلقوي متعلق بـه خـانواده  ) Depsi peptid(دپسي پپتيد 

ــام  از تركي ــا نـ ــات بـ ــيDestruxinبـ ــد مـ ــد  را توليـ   كنـ

)Ayer & Pena-Rodiguez 1987 .(ــسين   دستروكــ

B             فيتوتوكسين اصلي توليد شده توسـط ايـن قـارچ اسـت 

)Parada et al. 2007(     كه براي تعدادي از گياهـان سـمي

بوده و علائم كلروز و نكروز را شبيه به عامـل بيمـاري در              

رود كه تصور مي). Pedras et al. 2002(كند  گياه ايجاد مي

بيماري در گياه ميزبان بـراي       ها علاوه بر ايجاد   اين توكسين 

هاي فيزيولوژيكي  گونه توليد كننده نيز سمي بوده و فعاليت       

  دهنــد  قــرار مــيتــأثيراز قبيــل رشــد قــارچ را نيــز تحــت 

)De Waard 1997 .( هـاي  تاكنون طيف وسيعي از فعاليت

د باكتريـايي، ضـد ويروسـي و        بيولوژيكي شامل اثرات ض ـ   

نماتود كشي در مورد اين تركيبـات شناسـايي شـده اسـت             

)Giulietti et al. 2001, Pedras et al. 2001 , Theodoulou 2002 .( 

 سيتوتوكسيكي اين تركيبات نيز روي چنـدين انـدامك          آثار

 سلولي از قبيل ميتوكندري و شبكه اندوپلاسميك نيز به اثبات         

  ).Amiri et al. 1999, Genthner et al. 1998(رسيده است 

بـا  ) et al. 2004 Guillemette (و همکـاران  گيلمـت 

بررسي کتابخانه ژنـومي ايـن قـارچ يـک ژن سـنتز کننـده               

را AbrePsy1 بـه نـام   ) NRPS(پپتيـدهاي غيـر ريبـوزومي    

هاي پپتيدي سمي    اين ژن در سنتز متابوليت    . کردندشناسايي

در مجـاورت ايـن ژن،      . داردها نقش  انواع فيتوتوكسين  مانند

شده است كه پروتئينـي بـا سـاختار          مشاهده   AbreAtr1ژن  

TMD4-(TMD6-NBF)2  ــي ــانواده پروتئين ــه خ ــق ب  و متعل

ABC transporterاين خانواده شامل طيـف  . كند را كد مي

هــاي انتقــال دهنــده مــرتبط بــا غــشاء وســيعي از پــروتئين

 ـ Higgins 2001  .(  ABC(اسـت  سپورترها بـه عنـوان    تران

هاي بيولوژيكي عمل كرده و به منظور حذف تركيبات         پمپ

هـا  سمي از سيتوپلاسـم، بـه طـور مـستقيم بـا پـيش مـاده               

دهد كه تشخيص   مي مدارك اخير نشان  . كنندكنش مي  برهم

شده و دفع عوامل سمي، قبل از اين كه غلظت سمي ايجاد            

عوامـل سـمي از     شود و اين    كند، انجام مي  سيتوپلاسم را پر  

بـر  . شـوند هاي خارج سلولي منتقل مي    طريق غشاء به فضا   

هاي تميز ها به عنوان پمپ ترانسپورتر ABC همين اساس، 

كننده غشائي آب گريز شـناخته شـده انـد بـه طـوري كـه                

هـايي از قبيـل آلكالوئيـدها،       هاي پـايين پـيش مـاده      غلظت

گي از   تركيبـات سـاخت    چنـين   هـم استروئيد، استرول، قند و     

هـا و داروهـا قـادر بـه فعـال كـردن             قبيل انواع قارچ كـش    

 هـستند هـا    ايـن پمـپ    يهاي دفاعي سلول و القـا     مكانيسم

)Stergiopoulos et al. 2002( 

هـا بـه    هاي بيمارگر گياهي، اين حمل كننـده      در قارچ 

دليل حفاظت قارچ در مقابل تركيبات دفـاعي گيـاه ميزبـان            

 به علت وساطت در ترشح      نچني  همها و    شامل فيتوآلكسين 

هـاي مهـم    زا، تعيـين كننـده     ها از گونه توكسين   فيتوتوكسين

اعتقاد بـر ايـن     . اند زايي در گياه ميزبان شناخته شده      بيماري
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هـا از تجمـع     هـا در قـارچ    است كه حـضور ايـن پـروتئين       

شود جلوگيري كرده   تركيبات سمي كه توسط آنها توليد مي      

ها حفاظت  يكي اين انتقال دهنده   و بنابر اين وظيفه فيزيولوژ    

 اسـت  انـواع توكـسين   ماننـد قارچ در مقابل تركيبات سمي      

)Stergiopoulos et al. 2002  .(  

زايـي در    كه پيش از اين اختلاف بيمـاري      با وجود اين  

 دشـموك  و موكادان توسط A. brassicae هاي ميان جدايه

ولي ) Mukadan & Deshmukh 1977(گزارش شده است 

ــاكن ــش ت ــط ژن   ABCون نق ــده توس ــد ش ــسپورتر ك  تران

AbreAtr1      در مكانيسم   چنين  هم در ميزان بروز اين تفاوت و 

هـاي ايـن    در مقابل توكـسين A. brassicaeحفاظتي قارچ 

بـدين لحـاظ    . گونه بيمارگر مورد توجه قرار نگرفته اسـت       

هايي از طريق كمي كردن آنـاليز سـطح بيـان           انجام آزمايش 

 Real time PCRها به وسيله اين پروتئينهاي كد كننده ژن

و مقايسه آن با شدت بيماري زايي و نحوه رشـد ميـسليومي             

هاي اين قارچ ممكن است اطلاعات مهمـي در مـورد           جدايه

مكانيسم عمل و وظيفه اين ترانسپورتر در نحوه بروز صفات          

  .زايي و رشد قارچ در اختيار بگذارد  بيماريمانندفنوتيپي 

  

  روش بررسي

  هاي مورد استفاده جدايه

  براي انجام اين آزمـون از شـش جدايـه مربـوط بـه گونـه               

A. brassicae      جداسازي شـده از منـاطق مختلـف اسـتان 

  ).۱جدول(استفاده شد ) Nourani et al. 2008(گلستان 

  

  هابررسي الگوي رشدي جدايه

هـا داخـل    گيري سرعت رشد پرگنه، جدايه     به منظور اندازه  

 كشت داده شـده و      PDAاوي محيط كشت    ظروف پتري ح  

 در انكوبـاتور نگهـداري      C۲۵̊به مدت دو هفتـه در دمـاي         

گيـري شـد و در نهايـت         قطر پرگنه هـر روز انـدازه      . شدند

ها بـراي هـر جدايـه بـه         سرعت رشد شعاعي روزانه پرگنه    

  . دست آمد و مورد مقايسه آماري قرار گرفت

  

  ايانجام آزمون گلخانه

بـا سـه      تـصادفي  كاملاًها در قالب طرح     يهزايي جدا بيماري

  ازHayola401 تکـــرار در شـــرايط گلخانـــه روي رقـــم 

  . انجام شدBrassica napus روزه ۴۰هاي گياهچه

 عدد گلدان، از هر گلدان يك گياهچه و از هر          ۲۴تعداد  

هـاي ميـسليومي پـنج      قـرص . گياهچه دو برگ انتخاب شد    

 روزه  ۱۰هـاي متـري از حاشـيه در حـال رشـد پرگنـه            ميلي

هاي مـورد نظـر روي دو زخـم ايجـاد شـده توسـط                جدايه

به همـين ترتيـب     . سوزن سترون در هر برگ قرار داده شد       

قبل از . ها قرار گرفتهاي آگار روي زخم براي شاهد بلوک  

 مـه   ۲۰هاي زخمي با تـوئين      ها سطح برگ  قرار دادن بلوک  

، ها روي هر برگ زخمـي     دادن قرص بعد از قرار  . پاشي شد 

گرديد و بـا پوشـش پلاسـتيکي        مجددا سطح برگ مرطوب   

ها برداشـته    ساعت پوشش  ۲۴بعد از   . مرطوب پوشانده شد  

علائـم بيمـاري   . دي ـگردمي تنظC۲۴° شد ودماي گلخانه در 

ها در روز سوم    قطر لکه .  روز بررسي شد   ۱۰بعد از سه الي     

شد، مجددا بعـد از ده روز هـم         زني اندازه گرفته   بعد از مايه  

هـا جـدا    پس از روز دهم، برگ    . گيري شد ها اندازه قطر لکه 

هاي مشاهده شده در دو جهت عمـود بـر           شدند و قطر لكه   

گيري و سپس ميانگين مساحت      هم از زير سطح برگ اندازه     

در نهايت شدت علائم بـر      . ها در هر تكرار محاسبه شد      لکه

متـر مربـع     آلوده بر حسب سانتي    حسب درصد سطح بافت   

  . شد كل سطح برگ محاسبه نسبت به

  

  AbreAtr1رديابي ژن 

  هاي مورد در جدايهAbreAtr1 به منظور بررسي وجود ژن 
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 Alternariaهاي  سرعت رشد روزانه پرگنه در جدايه زايي و ، شدت بيماريAbreAtr1هاي ميزان رونويسي ژن  مقايسه ميانگين.۱جدول

brassicae  
Table 1. Means of amount of pathogenicity amount of AbreAtr1 transcription and daily growth rate in six isolates 

of Alternaria brassicae  
  

Isolate  
  كد جدايه

  

Amount of AbreAtr1 transcription  
 Abre Atr1ميزان رونويسي ژن 

  

Amount of pathogenicity 
 زايي شدت بيماري

Daily growth rate 
  نهسرعت رشد روزا

H2  6.63 a  0.29 a 2.98 a  

H8 3.95 b  0.25 b 2.90 a 

K4 0.3 d  0.18 c 2.45 b 

K10 0.48 d  0.16 d 2.40 b 

K5 1 c  0.16 d 2.81 a 

K7 0.14 d 0.07 e 2.11 c 
 

.باشند دار مي داراي اختلاف معني% ۱ها در هر ستون با حروف مختلف، در سطح احتمال آماري ميانگين  

Numbers with different letter in each column are significantly different at% 1 level by LSD test. 
  

 بـرودا  و   ريـدر  بـا اسـتفاده از روش        DNAنظر، اسـتخراج    

ــت   ــام گرفـ  ۵/۲و ) Reader & Broada 1985(انجـ

 حاصل به عنوان الگو در      DNAاز  )  نانوگرم ۳۶۵(ميكروليتر

  . به كار رفتPCRواكنش 

ــنش  ــم PCRواك ــامل  ۲۵ در حج ــر ش  ۵/۲ ميكروليت

   ميلــــي مــــولارPCR) X ۱۰( ،۵/۱ميكروليتــــر بــــافر 

MgCl2 ،۲/۰  ميلــــي مــــولار از مخلــــوطdNTPs ،۳/۰   

  ميكـــــرو مـــــولار از هـــــر يـــــك از آغازگرهـــــاي

for- AbreAtr)TCCTTCgCTCCAggTTTCC-3'-5' ( و  

 AbreAtr- rev) AAgTCAAggATTgTgTCgAgCTT-3'-5'( يك ،

ــز  ــد از آنــ  Taq DNA Polymerase ، ۵/۲يم واحــ

 ميكروليتـر آب    ۱۷ الگـو و     DNA)  نانوگرم ۳۶۵(ميكروليتر

  واكـــنش در دســـتگاه ترموســـايكلر . مقطـــر تهيـــه شـــد

)Genius FGEN 05 TD (      بـا برنامـه دمـايي شـامل يـك

 C ۹۵° چرخه،   ۴۰ و سپس    C ۹۵° دقيقه اي در     ۱۰مرحله  

 ۱بـراي   C۷۲°  دقيقـه و  ۱ به مـدت  C ۶۰° ثانيه، ۱۵براي 

 در پايان يك مرحله گسترش نهايي در . دقيقه انجام گرفت

°C ۷۲    محـصول  .  دقيقـه در نظـر گرفتـه شـد         ۱۰ به مدت

PCR             پس از مخلوط كردن با بافر بارگذاري در ژل اكريـل 

 در  ۲۰۰ ساعت و با ولتاژ ثابـت        ۴ درصد به مدت     ۱۲آميد  

  .الكتروفورز شد X ۱( TBE(بافر 

  

   AbreAtr1ژن بررسي ميزان رونويسي 

   کل قارچRNA استخراج -۱

هاي رشد يافتـه  کل قارچي، ميسليومRNA جهت استخراج 

، پـس از  )PGB( گلوكز -در محيط کشت مايع سيب زميني    

گيري شده و بلافاصله در يك هاون  روز، شستشو و آب۱۴

. چيني سترون و سرد به كمك نيتروژن مـايع پـودر گرديـد            

 RNXTM ( Plus )تفاده از  کل قارچي با اس ـRNA استخراج

) CinnaGen, Iran(طبق روش توصيه شده شرکت سـازنده 
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 ۱۰۰ تـا    ۵۰ بـه  RNXيك ميلـي ليتـر از محلـول         . شدانجام

محلـول  . شـد هاي پودر شـده، اضـافه       گرم از ميسليوم   ميلي

 ثانيه ورتکس و پس از آن به مدت پنج          ۱۵حاصل به مدت    

ــاق نگهــداري شــد  ــه. دقيقــه در دمــاي ات ــه لول  ۲۰۰هــا ب

 ثانيه به شدت    ۱۵ميكروليتر کلروفرم سرد اضافه و به مدت        

با دست تکان داده شد و پس ازآن به مدت پنج دقيقه روي             

 دقيقـه در    ۱۵مخلوط حاصـل بـه مـدت        . يخ قرار داده شد   

رويه بـالايي   .  دور سانتريفيوژ شد   ۱۲۰۰۰ و در    C ۴°دماي  

م حجـم   معادل ه . جدا و به لوله هاي جديدي منتقل گرديد       

هـا    آمده، ايزوپروپانول سـرد بـه نمونـه        به دست از محلول   

 ۱۵ها بـه مـدت       لوله. اضافه شد و سه مرتبه مخلوط گرديد      

دقيقه روي يخ قرار داده شدند و پس از اين مدت نمونه ها             

ــدت   ــه م ــاي ۱۵ب ــه و دردم  دور ۱۲۰۰۰ و در C ۴° دقيق

فاز رويي حذف و به رسوب حاصل يك        . سانتريفيوژ شدند 

 درصد سرد اضافه شد و رسوب حاصل        ۷۵ليتر اتانول    ليمي

ها بـه مـدت هـشت       لوله. با استفاده از ورتکس حل گرديد     

.  سـانتريفيوژ شـدند    C ۴°  دور و در دماي    ۷۵۰۰۰دقيقه در   

رويه بالايي حذف گرديد و رسوب حاصل در دمـاي اتـاق            

 دقيقه،  ۳۰پس از   . در زير هود قرار داده شد تا خشک شود        

ــوب در  ــا ۴۰رســ ــده بــ ــار شــ ــرآب تيمــ    ميكروليتــ

 DEPC ) Diethyl Pyrocarbonate (استخراج .حل گرديد 

RNA   ۱۵هاي مورد نظر دو مرتبه و به فاصله           کل از جدايه 

اسـتخراج شـده بـا     RNA كميت و كيفيـت   .روز انجام شد

اســــــتفاده از دو روش الكتروفــــــورز ژل آگــــــارز و 

  .اسپكتروفتومتري مورد ارزيابي قرار گرفت

  

  DNaseΙ, RNase-free  با استفاده از آنزيم RNAتيمار 

بـه همـراه   DNA به منظـور جلـوگيري از وجـود آلـودگي     

RNA    کل، بقاياي DNA   از RNA         کـل اسـتخراج شـده بـا 

.  حــذف گرديــدDNaseΙ, RNase-freeاســتفاده از آنــزيم 

مقادير بافر  .  در اين واكنش يك ميكروگرم بود      RNAمقدار  

DNase ،DNase ،DEPC water و EDTA   مورد نيـاز نيـز 

ــازنده    ــا روش توصــيه شــده توســط شــرکت س مطــابق ب

)Fermentas, Life sciences (ــد ــبه گردي ــادير . محاس مق

 ميكروليتـري  ۲۰۰ هاي  به لوله RNAمحاسبه شده از بافر و

منتقل شد و حجم هر لوله بـه وسـيله آب مقطـر تيمـار بـا                 

DEPC   يكروليتر از  سپس يك م  .  ميكروليتر رسانده شد   ۹ به

 DNase      ها به مدت   لوله.  نيز به محلول حاضر اضافه گرديد

ايـن مـدت      قرار گرفتند و پس از     C۳۷°  دقيقه در دماي   ۳۰

هـا   ها اضافه شد و لوله     نيز به لوله   EDTAيك ميكروليتر از    

  . قرار داده شدندC ۶۵° دقيقه در دماي ۱۰به مدت 

  

 پليمـراز   اي  واکنش زنجيـره   -واکنش ترانويسي معکوس  

)RT-PCR(  

 RevertAidTM First بـا اسـتفاده از كيـت    cDNAساخت 

Strand cDNA Synthesis     و طبـق روش توصـيه شـده ،

 انجام Fermantas, Life sciences)( توسط شرکت سازنده

 تيمار شده بـا     RNAهاي حاوي يك ميكروگرم     به لوله . شد

DNase   يك ميكرومـولار از آغـازگر ،Random hexamer 

شده بـا   افه گرديد و حجم نهايي توسط آب مقطر تيماراض

DEPC   مجموعـه حاضـر بـه      .  ميكروليتر رسانده شد   ۱۲ به

هـا   دور سانتريفيوژ گرديد و لولـه      ۱۳۰۰۰مدت پنج ثانيه در   

 و بلافاصـله پـس از آن    C ۶۵°به مدت پنج دقيقه در دماي       

 براي  cDNAحجم کلي واکنش سنتز     . گرفتند روي يخ قرار  

  ميكروليتر بـود و مقـادير مـورد نيـاز از بـافر،             ۲۰ هر نمونه 

dNTP ،RNase Inhibitor   و آنزيم ترانسکريپتاز مطـابق بـا 

دستور سازنده كيت محاسبه و به هر لوله اضـافه گرديـد و             

 و پـس از آن بـه   C۲۵°  دقيقـه در دمـاي   ۵ها به مدت لوله

و سـپس بـه مـدت پـنج      C ۴۲°مدت يك ساعت در دماي 

  .  قرار داده شدندC ۷۰° دقيقه در دماي
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   Real time PCRواکنش 

، واکـنش   AbreAtr1 به منظور بررسي ميـزان ترانويـسي ژن       

Real time PCRــتفاده از کيــــــت ــا اســــ    بــــ

BioEasy SYBR Green Ι Real Time PCR جفــت ، 

 يــک جفــت آغــازگر مربــوط بــه ژن وAbreAtr آغــازگر 

  ) 'AbreITS-for)'5-CACAATATgAAggCAggCTgAA-3  گردان، خانه

 ، ) 'AbreITS-rev)'5-CgCAAAgACACgggTgAAT-3  و

پس از تعيين بهترين دماي اتصال آغازگرها به        . گرفتانجام

 در  PCR، واكـنش    cDNAتوالي هدف و غلظـت مناسـب        

 بـا غلظـت     cDNA ميكروليتر شامل دو ميكروليتر      ۲۵حجم  

 ۵/۱۲)  ميكرومـولار  ۲/۰هـر يـك     ( نانوگرم، آغازگرهـا     ۱۰

ــر ميكرولي ــد / X۲(SYBR Mix  ،۷۵( تـ ــزيم واحـ   آنـ

 Taq Polymerase ــار ۳۵/۹ و  ميكروليتــر آب مقطــر دو ب

مواد ذکر شده بـراي هـر جدايـه در شـرايط            . سترون انجام شد  

براي . شد ميكروليتري اضافه    ۲۰۰هاي مخصوص سترون به لوله  

هر جفت آغازگر يك لوله نيز به عنوان كنترل، حـاوي محلـول             

هـا در   سـپس لولـه   .  الگو در نظر گرفته شد     cDNAپايه و فاقد    

شـرايط  . قرار گرفتند Chromo 4 (Bio-Rad(ترموسايکلر ه دستگا

. هاي واکـنش مطـابق شـرايط واكـنش رديـابي ژن بـود             چرخه

ــايش ــه   آزم ــا دو مرتب ــرتبط ب ــوژيکي م ــرار بيول ــا در دو تک ه

 براي هر جدايه از قارچ چنين هم.  انجام گرفت RNAاستخراج

ها، دو تکرار تکنيکي در نظر گرفته شـد         به از آزمايش  در هر مرت  

 تكثيرمطلوب توالي مورد نظر و حصول اطمينـان از      تأييدجهت  

 در ژل   PCRهاي غيـر اختـصاصي، محـصول         عدم تكثير توالي  

  . ساعت الكتروفورز گرديد۴ درصد به مدت ۱۲اكريل آميد

نتايج حاصـل از ايـن مرحلـه بـه صـورت نـسبي و بـا                 

  .تحليل قرار گرفت  مورد تجزيه وCT∆∆وش استفاده از ر

  

  تجزيه و تحليل آماري

 ۳ تصادفي با    كاملاًهاي مربوطه در قالب طرح      تمامي آزمون 

بـراي تجزيـه و     . ها انجام شـد   تكرار براي هر كدام از تيمار     

ــون  ــايج آزمـ ــل نتـ ــاري  تحليـ ــزار آمـ ــرم افـ ــا از نـ   هـ

SAS(Institue Inc. Cary, NC, USA,2001) ــراي  و ب

  . استفاده شدLSDها از آزمون سه ميانگينمقاي

  

  نتايج

  هابررسي الگوي رشدي جدايه

ــه   ــسه الگــوي رشــدي جداي ــه منظــور مقاي ــارچب ــاي ق   ه

A. brassicae   مورد بررسي، سرعت رشد شـعاعي روزانـه 

هـاي  جدايه.  محاسبه شد  PDAها روي محيط كشت     جدايه

نـد  هاي متفاوتي از رشد ميـسليومي بود      مختلف داراي الگو  

ميانگين رشد شعاعي روزانه در مورد هر جدايـه         ). ۱شكل(

تجزيه و تحليـل   نتايج حاصل از ). ۲ شكل(نيز متفاوت بود    

 LSDها و مقايسه ميانگين با اسـتفاده از آزمـون           آماري داده 

داري بـين ميـزان رشـد پرگنـه          نشان داد كه اختلاف معنـي     

هاي مختلف در سـطح احتمـال يـك درصـد وجـود        جدايه

 K7بيـشترين و جدايـه   H2 هـا، جدايـه   در بين جدايه. دارد

تفـاوت در   ). ۱جدول( كمترين توان رشدي را نشان دادند       

 به علت تفاوت در حساسيت      احتمالاًها  سرعت رشد جدايه  

هـاي ايـن    هاي مختلف به اثر سمي توكـسين      پايه اي جدايه  

هـاي توليـد     با توجه به اين كه در اغلب قـارچ        . قارچ است 

كسين، حفاظت در مقابـل تركيبـات سـمي خـارج           كننده تو 

ــروتئين  ــق پـ ــلولي از طريـ ــل سـ ــلولي و داخـ ــاي سـ   هـ

ABC transporter گيرد انجام مي)Stergiopoulos et al 2002 (

  نيـز A. brassicae رود كه در قـارچ  لذا اين گونه انتظار مي

 در هر جدايه    AbreAtr1  سطوح متفاوتي از بيان ژن     احتمالاً

  .ن پديده در ارتباط باشدتواند با اي مي

  

  زايي مقايسه شدت بيماري

بـه   هـا درگياهـان كلـزا   علائم ايجاد شده توسط همه جدايه

  مـرده بـود كـه توسـط هالـه زرد          طور كل شامل مركز بافت    
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   C۲۵̊  و دماي PDA رشد يافته در محيط كشت Alternaria brassicaeهاي قارچ   مقايسه الگوي رشدي جدايه.۱شكل

Fig. 1. Comparison of growth pattern in six isolate of Alternaria brassicae in PDA and 25 ̊c  

  

  
. 

 
  

  
  
  
  
  

   C ۲۵°  و دمايPDA در محيط كشت Alternaria brassicaeهاي گونه مقايسه سرعت رشد شعاعي جدايه. ۲شكل

Fig. 2. Comparison growth of radial rate in Alternaria brassicae isolates in PDA and 25 °C 
  

ــزان   ــي مي ــود ول ــم رنــگ احاطــه شــده ب در توســعه علائ

هــاي مختلــف تفــاوت قابــل تــوجهي را نــشان داد  جدايــه

هاي مربوط به درصد سـطح       تجزيه و تحليل داده   . )۳شكل(

 نيز  LSDبافت آلوده و مقايسه ميانگين با استفاده از آزمون          

هاي مختلـف از    ري بين جدايه  دانشان داد كه اختلاف معني    

نظر توسعه علائم وجود دارد به طوري كه بيشترين درصـد           

 و كمتـرين درصـد بـه        H2توسعه علائم مربوط بـه جدايـه        

-با توجه به اطلاعات بـه     ). ۱جدول(  متعلق بود    K7 جدايه

 را بـه عنـوان      H2توان جدايـه    دست آمده از اين آزمون مي     

زا  ترين جدايه بيمـاري  ف را به عنوان ضعي K7ترين ومهاجم

 . محسوب نمـود Hayola 401در رقم   A. brassicaeقارچ 

زايـي ايـن قـارچ مـشاهده         همان گونه كه در پديده بيماري     

 هاي به كار رفتـه توسـط      كه استراتژي شود، با وجود اين    مي

هاي مختلف در ايجاد بيماري لكه برگي مشابه است         جدايه

هـا متفـاوت    ين جدايـه  ولي شدت توسعه علائم مربوط به ا      

  )Mukadan & Deshmukh 1977(باشد، به نظر موكـادان   مي
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 جدايـه : H8،Cجدايـه  : H2 ،B جدايـه : A.  در گياه كلزاAlternaria brassicaeزايي شش جدايه قارچ   مقايسه شدت بيماري. ۳شكل 

K5 ،D :جدايه K10 ،E : جدايهK4 ،F : جدايهK7  

Fig. 3. Pathogenicity comparison among six isolates of  Alternaria brassicae in canola plant. A: H2, B: H8, C: K5, 
D: K10, E: K4, F: K7. 

  

كنند از نظر   كه به كلزا حمله مي A. brassicaeهاي نيز جدايه

 اين تفاوت در    احتمالاًزايي متفاوت هستند كه     قدرت بيماري 

  .استها در ارتباط دار ترشح فيتوتوكسينبيماري زايي با مق

  

  AbreAtr1رديابي ژن 

 در  AbreAtr1منظور بررسي حضور يا عـدم حـضور ژن          به

 با اسـتفاده از  PCR، واكنش A. brassicaeهاي قارچ جدايه

 گيلمـت ايـن آغـازگر توسـط       . شـد  انجام AbreAtrآغازگر  

زاي  و بر مبناي توالي نوكلئوتيدي خوشـه بيمـاري        ) ۲۰۰۴(

ABC transporter- NRPS     در ژنـوم ايـن قـارچ طراحـي 

 بخشي از اين خوشه ژني بـوده و         AbreAtr1ژن. شده است 

 قــارچ زايــي درکننــده فاکتورهــاي بيمــاريبــه عنــوان کــد

brassicae A.   هـاي   رديابي اين ژن در جدايـه     . است مطرح

 توسط جفت آغازگر مربوط به اين ژن A. brassicaeقارچ 

 DNA با اسـتفاده از      PCRهاي  نجام واکنش طي ا . شدانجام  

 جفت بازي   ۷۰ قطعه   AbreATRهر جدايه، جفت آغازگر     

ــود  ــر نمــ ــزار  . را تكثيــ ــرم افــ ــتفاده از نــ ــا اســ   بــ

Primer-BLAST Primer designing  مشخص شد كه اين

  در ژنـــوم قـــارچ  AbreAtr1قطعـــه بـــه بخـــشي از ژن 

A. brassicae است مربوط .  

  

   AbreAtr1ژن بررسي ميزان ترانويسي 

 در دو تكرار بيولوژيكي مرتبط بـا  Real time PCRواكنش 

ــتخراج  ــه اس ــاهش .  انجــام شــدRNAدو مرحل جهــت ك

 مربوط به هر جدايه در RNAخطاهاي تكنيكي آزمايش، از    

 ثبـت   CTمقايسه مقـادير    . هر تكرار دو مرتبه استفاده گرديد     

ي شده براي هر جدايه در هر دو تكـرار بيولـوژيكي، الگـو            

هـا  منحني ذوب حاصل از همه جدايه .داد مشابهي را نشان

A B C

F ED 



  ...زايي در مكانيسم حفاظتي و بيماري AbreAtr1 نقش ژن : همکارانمصطفي و 

۲۹۱  

 كننده تكثير مطلوب توالي هدف در هر جدايه بود          تأييدنيز  

 نيز مشاهده باند    PCRدر الكتروفورز محصول    ). -۴Aشكل(

 كننـده تكثيـر     تأييـد  جفت بازي،    ۷۰مربوط به تكثير توالي     

  ).B-۴شكل( ها بودمطلوب توالي هدف در همه جدايه

 جزيه و تحليل آماري نتايج مربوط به ميزان رونويـسي ژن          ت

AbreAtr1             در شش جدايه قارچ مورد مطالعه نشان داد كه بـين

نتايج حاصل از مقايـسه     . ها اختلاف معناداري وجود دارد    جدايه

  H2ميانگين نيز بيشترين ميزان رونويـسي ايـن ژن را در جدايـه   

ا بـه ميـزان كمتـري       ه ـژن مورد نظر در ساير جدايـه      . نشان داد 

هـاي   بين ميزان رونويسي ايـن ژن در جدايـه         .رونويسي گرديد 

K7 ،K4و K10 ۱جدول( نشد ديده اختلاف معناداري.(  

 شـدت   هاي مورد بررسي در اين تحقيق از نظر       جدايه

 و) ميـزان رشـد پرگنـه     (خـصوصيات كـشت     زايـي    بيماري

 تفـاوت قابـل تـوجهي را    AbreAtr1  ژن الگوي رونويـسي 

هـا نيـز بـر اسـاس مقايـسه          بندي جدايـه   گروه.  دادند نشان

. ها در مورد هر يك از صفات مذكور متفـاوت بـود         ميانگين

ها بيشترين و جدايه     در تمامي آزمون   H2به طور كل جدايه     

K7              كمترين مقـدار صـفت مـورد بررسـي را نـشان دادنـد  .

زايـي و    به منظور تعيين رابطه بـين شـدت بيمـاري         بنابراين  

  با ميـزان بيـان ژن  A. brassicaeد رويشي قارچ الگوي رش

AbreAtr1  ،        ارتباط بين الگـوي رونويـسي ايـن ژن، الگـوي

هـاي مـورد     زايي در جدايه   شدت بيماري  رشد ميسليومي و  

بـستگي بـين ميـزان       هـم از نظر آمـاري     . مطالعه بررسي شد  

، درصد آلـودگي و سـرعت رشـد    AbreAtr1  ژن رونويسي

در  A. brassicaeدايـه قـارچ   شـعاعي روزانـه در شـش ج   

). ۲جـدول (دار بـود   سطح احتمال يك درصد مثبت و معني     

 كـد شـده   ABC transporter در اين قارچ پروتئين احتمالاً

ــط ژن  ــارچ AbreAtr1توس ــرد ق ــدت    عملك ــر ش را از نظ

 قـرار   تـأثير زايي و سرعت رشـد ميـسليومي تحـت           بيماري

ــي ــروتئين م ــد، پ ــايده ــه عABC transporter ه ــوان  ب ن

هـاي    زايـي بـسياري از قـارچ         هاي دخيل در بيمـاري      فاکتور

هـا در   نقـش ايـن پـروتئين     . بيمارگر گياهي مطـرح هـستند     

ها ممكـن اسـت بـا انتقـال تركيبـات           زايي اين قارچ   بيماري

زايـي قـارچ در ارتبـاط        دفاعي گياه و يا فاكتورهاي بيماري     

ز اين ترانـسپورترهاي غـشايي ا  ). De Waard 1997(باشد 

هاي سمي به عنوان پيش ماده استفاده كرده وبـدين          مولكول

  .نمايندوسيله از انباشتگي آنها در ميسليوم جلوگيري مي

ــا كنـــون وظيفـــه چنـــدين        ABC transporterتـ

  . در بيمارگرهاي گياهي مـورد بررسـي قـرار گرفتـه اسـت            

ــش ژن   ــتا نقـ ــن راسـ ــاريBcatrBدر ايـ ــي   در بيمـ   زايـ

 در قــــارچ atrB و atrA، ژنcinerea Botrytisقــــارچ 

Aspergilus nidulans ژن ،PMR1 در قــارچPenicillium 

digitatum  و ژنABC1 ــارچ  Magnaporthe grisea در ق

و مـشاهده    هـاي فاقـد ژن هـدف      از طريق ايجـاد موتانـت     

   شـده اسـت     تأييـد خصوصيات فنوتيپي موتانت ايجاد شده      

) De Waard 1997,Stergiopoulos et al 2002 .( قارچ در

A. brassicaeانتقـال  احتمـالاً هـا  وظيفه ايـن پـروتئين    نيز 

ز شده توسط قارچ به خـارج از سـلول          پپتيدهاي سمي سنت  

 شده توسط اين قـارچ    رود علائم ايجاد  لذا احتمال مي  . است

  در گيــاه ميزبــان بــا ميــزان بيــان ايــن ژن در ارتبــاط باشــد 

)Guillemette et al 2004 (اين تحقيـق به طوري كه نتايج  

 در AbreAtr1  ژن  ميـزان رونويـسي   بيـشترين نيز نشان داد

 قـدرت تهـاجم    هاي داراي سرعت رشـدي بيـشتر و       جدايه

بستگي مثبـت     چنين با توجه به هم       هم .بالاتر حاصل شده است   

 و سـرعت رشـد شـعاعي      AbreAtr1 ژن   بين ميـزان رونويـسي    

گونه اينشايد بتوان  A. brassicaeروزانه در شش جدايه قارچ 

 طريـق تـشخيص و    ازABC transporterايـن   تصور نمود كه

ها مكانيسم دفاعي ايجاد كرده، از انباشتگي اين        دفع فيتوتوكسين 

كند و بـدين وسـيله        ها در ميسليوم قارچ جلوگيري مي     توكسين

  .نمايدقارچ را در مقابل اين تركيبات سمي محافظت مي
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 در واكـنش   Alternaria brassicaeقـارچ   در شـش جدايـه از   AbreAtr1نحني ذوب حاصل از تكثير توالي هـدف در ژن م :  A-۴شكل 

Real time PCR .B : مربوط به تكثير توالي هـدف در ژن    جفت بازي۷۰تكثير قطعهAbreAtr1 . a :  جدايـهH2 ،b : جدايـهH8 ،c :

 نمونه آب به عنوان شاهد منفـي در نظـر   K7. bp DNA Ladder: M ۵۰ ،:NTCجدايه: K4 ،fجدايه :  K10،eجدايه : K5 ،dجدايه 

  .شده استگرفته 

Fig. 4. A: Melting curve of amplification of target sequence in AbreAtr1 gene in six isolate of Alternaria brassicae 
in Real time PCR. B: Amplification of a 70 bp fragment from amplification of target sequence in 
AbreAtr1.a: H2, b: H8, c: K5, d: k10, e: K4, f: K7.M: 50bpDNA Ladder, NTC (non template control): H2O was 
used as negative control in PCR. 

 
 رشد روزانه پرگنه در شش جدايه از  سرعتAbreAtr1زايي ميزان رونويسي ژن  بستگي پيرسون بين درصد بيماري ضرايب هم .۲جدول

  Alternaria brassicaeقارچ 

Table 2. Correlation between amount of pathogenicity amount of AbreAtr1 transcription and daily growth rate in 
six isolates of Alternaria brassicae 

 

  
Amount of pathogenicity  

  زايي شدت بيماري

  

Amount of AbreAtr1 
transcription  

  AbreAtr1 ميزان رونويسي ژن

Daily growth rate  
  سرعت رشد روزانه

Amount of pathogenicity  
 **0.824 **0.829  1  زايي شدت بيماري

Amount of AbreAtr1 
transcription  

 AbreAtr1 ميزان رونويسي ژن

  1 0.765** 

Daily growth rate  
  1      سرعت رشد روزانه

   %۱دار در سطح احتمال   معني:**
** : Significant at 1% 

  منابع
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