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 Serendipitaت یو قارچ اندوف Pseudomonas protegens CHA0 يترکر بایتاث یبررس

indica وز یسپتور يزايماریه عامل بیدر گندم بر عل یدفاع يهاان ژنیمقاومت و ب يدر القا
  برگ
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  دهیکچ
 Pseudomonas protegens يترکو با Serendipita indica تی. قارچ اندوفباشدیم گندم مهم يهايماریب از یکی یبرگ وزیسپتور يماریب

 ،PAL یدفاع مهم يهاژن انیب رییتغ زانیم پژوهش نیا در. شوندیم یاهیگ يزايماریب عوامل هیعل بر یکستمیس مقاومت یکتحر باعث
LOX، NPR1  وPR5 زیوریکشده با قارچ م ماریگندم رقم حساس تجن ت اهانیدر گ S. indica يترکو با P. protegens اهانیگ در زین و 
-Real یکنکبا استفاده از ت Zymoseptoria tritici مارگریبقارچ  با یمختلف پس از آلودگ يهازمان در نترلکویب عامل با ماریت بدون شاهد

time qPCR يهاژن رونوشت زانیم هک داد نشان جینتاقرار گرفت.  یمورد بررس PAL  وLOX يترکشده با با ماریت اهانیدر گ P. protegens 
بود.  مارهایت ریاز سا شتریب P. protegens يترکو با S. indica زیوریکم قارچ با اهانیگ توام ماریدر ت PR5 و NPR1 يهاژن رونوشت زانیو م
 یکحا جینتاباشد. یور در القاء مقاومت مکمذ يهاان ژنیر بیز نشان دهنده تاثیر شده نکمار ذیزان مقاومت در دو تیم یپیفنوت یابیج ارزینتا

ور کمذ يهاژن انیب شیدر اثر افزا یبرگ وزیسپتور يماریدر حفاظت از رقم حساس تجن در مقابل ب نترلکویدو عامل ب نیاز نقش فعال ا
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Abstract 
Septoria leaf blotch (STB) caused by Zymoseptoria tritici, is one of the important wheat disease. The 
endophytic fungus Serendipita indica and the plant-protecting bacteria Pseudomonas protegens induce 
systemic resistance to plant pathogens. In this study, the expression rate of several defense genes in Tajan 
susceptible wheat cultivar treated by S. indica and P. protegens and in control plants at different times point 
after inoculation with Z. tritici were investigated by Real-time qPCR technique. The results showed that, the 
expression of PAL and LOX genes in plants treated with P. protegens was higher than other treatments. The 
expression of NPR1 and PR5 genes were higher in co-inoculated plants that treated by S. indica and P. 
protegens. The results of phenotypic evaluation of two mentioned treatments also show, the expression of 
these genes is effective in inducing resistance.The results indicate the active role of these two biocontrol 
agents in protection of susceptible Tajan cultivar against STB due to increased expression of these genes 
compared to control.
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  مقدمه
 Zymoseptoriaبا عامـل   (STB) 1ییایسپتور یبرگهکل

tritici مهـم گنـدم در نقـاط مختلـف      يهـا يماریباز  یکی
 Macholdt et al. 2017, Raza et)رود یشمار م ـجهان به 

al. 2019) .  
 30-53 يمارین بیمحصول گندم در اثر ا یاهش جهانک

 & Palmer)ون تن برآورد شده است یلیم 9درصد، معادل 

Skinner, 2002). يهاسال یمارگر طیبن یزان خسارت ایم 
اهش محصـول در  ک ـدرصـد   44استان گلسـتان   درگذشته 

 ,Kia & Torabi, 2008)ده است یارقام مختلف برآورد گرد

Ashrafi et al. 2019). هـوازاد،   يهـا يمـار یر بینند ساهما
ن یتـر عنـوان سـالم  شت ارقام مقاوم را بـه  کن یمحقق یبرخ

 ـنتــرل اک يبـرا  یطــیمحسـت  یروش از نظـر ز   يمــارین بی
-Karisto et al. 2018, Dehghanpour)انـد  نمـوده  یمعرف

Farashah et al. 2019). ن، یاستفاده از ارقام مقاوم، موثرتر
 يست برایط زیروش از نظر محن یترين و اقتصادیترسالم
 ـآیبـه شـمار م ـ   يمـار ین بینترل اک  .Chartrain et al)د ی

2004, Akha, 2009) .ـتفاوت در پا اما  ژن مقاومـت   يداری
مختلـف همـواره بـه     يهاسال یمارگر طیزبان در برابر بیم

ت در استفاده از ارقام مقـاوم محسـوب   یمحدود یکعنوان 
  .(Esse et al. 2020) شود یم

ــااز روش یکــی ــا يه ــر یمقاومــت م يالق ــان در براب زب
 د بـه یمف يهاسمیروارگانیک، استفاده از میاهیگ يمارگرهایب

. (Kogel, 2006)باشــد یاهــان مــیســت بــا گیعنــوان همز
 ـیـک پتانسـیل ثانو   عنـوان  بـه القـایی   مقاومـت  ه در کنـار  ی

موجب حفاظـت از گیاهـان   ، Rمقاومت بوجود آمده با ژن 
 Van Hulten)گردد. می یطیمح يهابرابر تنشمختلف در 

                                                      
1 Septoria Tritici Blotch 

2006) et al. .ـپد   (ISR) 2ییالقـا  یکسـتم یده مقاومـت س ی
 يلهیوس ـ ه بـه ک ـاسـت   ییالقـا  يهـا از انواع مقاومت یکی
 يهـا يترکهـا و بـا  قـارچ  يزايماریر بیغ ياز نژادها یبرخ
شـود  یجاد میا ییایمیاز مواد ش یا برخیشه و یست ریهمز

(Van Loon et al. 2006).  
 غـرب  هاي شمالخاك در بار اولین براي 1997 سال در

بـه نـام    ریشه با اندومیکوریز همزیست قارچ یک هندوستان
Piriformospora indica Sav. Verma, Aj. Varma, 

Rexer, G. Kost & P. Franken     مـورد شناسـایی قـرار
و  Weib. پـس از مطالعـات   (Varma et al. 1998)گرفـت  

ن قارچ یا يبندت طبقهی) نام جنس و موقع2016اران (کهم
ــتغ د یــن قــارچ متعلــق بــه خــانواده جد   یــرد. اکــر یی

Sebacinaceae ــو راســته جد ــ Sebacinalesد ی باشــد. یم
 Aره ی ـم شده اسـت. ت یره تقسیبه دو ت Sebacinalesراسته 

ــو ت Sebacinaceaeشــامل  ــانواده جد شــامل Bره ی ــخ د ی
Serendipitaceae ت ین قارچ انـدوف ین نام ایبنابراباشد. یم

 ,Serendipita indica (Sav. Verma, Aj. Varmaبــه 

Rexer, G. Kost & P. Franken) M. Weiß, Waller, A. 
Zuccaro & Selosse comb.n.  ر داده شـد  ییتغ(Weib et 

al., 2016).  
 .Sقـارچ   توسـط  شـده  ایجاد القایی مقاومت سیستمیک

indica و زیسـتی  هـاي استرس موجب بهبود دفاع در برابر 
به  زبان شده ویاه میدر گ يرشد يهاو شاخص غیر زیستی

 NPR1، عملکـرد  (JA) 3اسـید  جاسـمونیک  هـاي سـیگنال 
مقاومـت   بـا  مـرتبط  هـاي ژن بیـان  پایین سطح وسیتوزولی 
 ـوابسته اسـت. ا  بیمارگر حمله از قبل گیاه در سیستمیک ن ی
 ايودولپه ايلپهاهان تکیاز گ یعیوسف یست طیقارچ همز

 ,Peskan et al. 2004, Molitor & Kogel)باشـد   مـی 

                                                      
2 Induced Systemic Resistance 
3 Jasmonic acid (JA) 
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2009) .  
 يترکاز بــا يادیــقــات زیر در تحقیــدر دو دهــه اخ

Pseudomonas protegens Ramette, sp. nov. ــرا  يب
مارگرها استفاده شـده اسـت   یاهان در مقابل بیحفاظت از گ

(Hass & Keel, 2003) ـ  نترل کوی ـب يهـا يترکا. حضـور ب
ا، توتـون و  ی ـشـه پاسـخ مقاومـت را در لوب   یر يرو یخاص
از  یکـی  ییرده است. لذا مقاومت القـا کس القاء یدوپسیآراب
اه ی ـدهنده رشـد گ ش یافزا يهاترکزوبایعمل ر يهاارکسازو

 يمـار یاهش بک ـفلورسنت، در  يهابخصوص سودوموناس
مقاومـت  ار ک. سـازو (Vallad & Goodman, 2004)اسـت  

 ـمـارگر  یب یکدر اثر تحر یکستمیس ر عوامـل ماننـد   یا سـا ی
 ـجـه ا ینت دره ک ـگـردد،  یجاد میشه اید ریمف يهايترکبا ن ی

اه ی ـد شـده و در سـاختار گ  یمقاومت تول يهاامیپ هایکتحر
 يترکبـا  CHA0 4هی. سـو (Weller, 2007)شـود  یپخش م ـ

Pseudomonas fluorescens    یـک بـه عنـوان    یخـوب بـه 
 ـاه شناخته شده اسـت و ا یش دهنده رشد گیافزا يترکبا ن ی

مهـار   يهـا یبررس ـ يمدل برا يترکبا یکعنوان ن به یاستر
 Hass & Keel, 2003, Waller)رود یار م ـکز به ین یستیز

et al. 2007) .  
له یوساهان به یدر گ یدرون سلول يدادهایاز رو ياریبس
امـا مقاومـت    افتـد. یها اتفـاق م ـ ان ژنیمتفاوت ب يالگوها
 يسـر  یـک زبان و انجام یاه میشه گیر یکدر اثر تحر ییالقا
ل ی ـدخ يهاژن یزان رونوشت برخیم در مکار یرات بسییتغ
زان ی ـر در میی ـد. تغیآیاه به وجود میجاد مقاومت در گیدر ا
اه یمارگر به گیل در مقاومت قبل از حمله بیدخ يهاان ژنیب
ه ک ـ ینـدارد. در حـال   يادیاهان شاهد تفاوت زیزبان با گیم

از  یان برخ ـیزبان، بیاه میمارگر به گیپس از حمله و رخنه ب
ابــد ییش مــیافــزا يادیــزان زیــهــا بــه منیهــا و پــروتئژن

                                                      
4 Strain 

(Molitor & Kogel, 2009)هـا،  ان ژنیرات بیینه تغی. در زم
 ـت زی ـحائز اهم RNA یمکل یه و تحلیتجز اسـت و   يادی
سـه  یبـا اسـتفاده از مقا   هـا را ان ژنی ـش در بین افزایزان ایم

 ـتـوان رد یم mRNAسطوح  ان ی ـو اثبـات نمـود. از م   یابی
تـوان بـه   ی، م ـRNA يهـا رونوشت يریگاندازه يهاروش

اشـاره   5یمـراز در زمـان واقع ـ  یپل يارهی ـنش زنجکروش وا
 ـ  ، PCR)-(RT 6یآر در زمـان واقع ـ  یس ـ ینمود. امـروزه پ

باشـد و  یهـا م ـ یت توالیفکین ییتع يبرا ياگسترده یکنکت
 ـشمارش، رد يبرا یکنکن تیا از  ياریبس ـ ییو شناسـا  یابی
-یار گرفته م ـکگوناگون به  يهاستمیها در سزموجوداتیر

روش  یـک ، یمراز در زمان واقعیپل يارهینش زنجکشود. وا
شـده بـه    یس ـیرونو RNAر ی ـثکبـه منظـور ت   یشگاهیآزما

cDNA ـژن هدف است. ا یاختصاص يتوسط آغازگرها  ن ی
 ـ يریپـذ ت و انعطـاف ین حساسیشتریب يداراروش  ن یدر ب
 ـباشد. از ایم RNA یابیارز یمک يهار روشیسا ن روش ی
سـه سـطوح   ی، مقاmRNAان ی ـب ين الگوییتع يتوان برایم

mRNA ـیمختلف و تمـا  يهادر نمونه   يهـا mRNAن یز ب
 ـاز ا یل ـکار نادر استفاده نمـود. بـه طـور    یبس ن روش، در ی
هـدف   DNA یکشده از  یسیرونو يهایپکن تعداد یتخم

اسـتخراج شـده از نمونـه بافـت مـورد       RNAاز  یدر نسبت
 Von)تـوان اسـتفاده نمـود    یمار میش قبل و بعد از تیآزما

Felten et al., 2010, Garrdio Sanz et al., 2017) .  
 ـدر ا  .P يترکو بـا  S. indicaقـارچ  ر ین پـژوهش تـاث  ی

protogens وز یسـپتور  يمـار یب مقاومت در برابـر  يدر القا
(Z. tritici) قـرار   یدر گندم رقم حساس تجن مورد بررس ـ
 يمارهــایزان مقاومــت بــه وجــود آمــده در تیــگرفــت و م

مـرتبط بـا مقاومـت     يهـا ان ژنیزان بین میمختلف و همچن

                                                      
5 Quantitative Real Time PCR 
6 Real-time PCR 
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مار یاهان تیدر گ PAL ،LOX ،NPR1 ،PR5 يهاشامل ژن
 Real-time PCR یکنکاهان شاهد با استفاده از تیشده و گ

 شد.  یابیارز

  مواد و روش
  مار رقم گندم تجنیه و تیته

ط گلخانه انجام شد. گنـدم حسـاس   یق در شراین تحقیا
-Bow″ s ″/Nkt ″ s ″ (CM67428نامـه  رقم تجن با شجره

GM-LR-5M-3R-LB-Y) (www.spii.ir) ــاز مر ز کــــــ
ــابع طب يشــاورزکقــات و آمــوزش یتحق ــیو من اســتان  یع

  .(Kia et al. 2018)ه شد یگلستان ته
ط سـترون هـود بـه    یمناسب رقم تجن، در مح ـ يبذرها

درصد و پس از آن بلافاصـله   50قه در اتانول یدق یکمدت 
 ـلرکپریقه در محلـول ه یدق 5به مدت  درصـد   1م یت سـد ی

قـه  یدق 5بـار بـه مـدت     3قرار داده و با آب مقطر سـترون  
اغـذ  ک يحـاو  يشستشو شدند. سپس بذور در ظروف پتـر 

 يو در دما یکط تاریقرار داده شده و در مح سترون یصاف
وس) بـه مـدت   یدرجه سلس Cº 2±20شگاه (یآزما یمعمول

  شدند. يساعت نگهدار 48

  وز گندمیر قارچ عامل سپتوریثکه و تیته

ان اسـتان گلسـتان   یاز مزارع شهرستان رام ينمونه بردار
هـا بـا   نمونـه  ی) انجام شـد و پـس از بررس ـ  1396-1397(

 يهـا بـر رو  ومیدی ـنیکو مشـاهده پ  7وپکروس ـیکو میاستر
 ـبـا اسـتفاده از روش ا   يمـار یقـارچ عامـل ب  ها، برگ ال و ی
 يسـاز و خـالص  يجداسـاز  (Eyal et al. 1987)اران کهم
خالص قـارچ   هیجدا یشناسختیر ییپس از شناساد. یگرد

 و تامپسـون  يمـور  روشبه  DNA، استخراج يماریعامل ب

                                                      
7 Stereo Microscope 

(Murray & Thompson, 1980) انجـام   يام شد و بـرا انج
PCR  هاي آغازگرازITS 4,5  ـ) اسـتفاده گرد 1(جدول  د. ی

ها با استفاده از ابـزار  یتوالشده و  یابییتوال PCRمحصول 
سـه  یژن مقا کموجود در بان يهای، با توالBlast يجستجو
و با شماره  ZTKJRبا نام  Z. tritici يزايماریه بیشد. جدا
3240C   وMG969552 ین المللیون بیسکلکب در یبه ترت 
 ـثبت گرد NCBI ین المللیگاه بیران و در پایا يهاقارچ د. ی

 ـا یـی زايمـار یزان شدت بیم يسهیو مقا یبررسپس از  ن ی
گر از مناطق مختلف استان گلستان بـر  یه دیجدا 4ه با یجدا
ن یــاســتفاده در ا يه بــرایــن جدایــرقــم گنــدم، ا 26 يرو

  .(Ashrafi et al. 2019) دیپژوهش انتخاب گرد

  تیمار قارچ اندوفیر و تیثکه و تیته

ثبـت شـده بـا شـماره      S. indicaت یاندوفقارچ ه یجدا
DSM11827  سمیروارگانیکو م یشت سلولکون یسکلکاز-

س موسسه یوگل رئکتوسط پروفسور  آلمان، یکها برونشو
ه ی ـسـن آلمـان ته  یدانشگاه گ یو جانورشناس یشناسيماریب

 ـگرد  جامـد  شـت ک محـیط  يبـر رو  S. indicaقـارچ  د. ی

 گـرم،  2پپتـون   گرم، 20 زکگلو حاوي  8(CM)اختصاصی 

 4PO2O, KH2. 7H4, KCl, MgSO3(NaNO( کنم محلول
 يزمغـذ یر گـرم، محلـول   1مخمـر   عصـاره  تـر، یلیل ـیم 50
O, 2.7H 4, ZnSO3BO3O, H2. 4H2(MnCl
O)2.5 H4O, KI, CuSO2.2H4MoO2Na ـ   تـر، یلیل ـیم کی

مقطـر   آب لیتـر  یک گرم، در 15 آگار و گرم 1 اسید ازامینک
 به مدت ياسپور، ظروف پتر تولید براي شت شد.کسترون 

شدند. سـپس بـر اسـاس     يدارنگه C25˚دماي  هفته در سه
اقـدام بـه    (Waller et al. 2005)اران ک ـو هموالـر   روش
شـت  کط یقارچ از سطح و داخل مح ياسپورها يآورجمع
 یـک اسـپورها از   يمحلـول حـاو  د. پس از گذرانـدن  یگرد

                                                      
8 Complex medium 
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تومتر یز، غلظت اسپورها با استفاده از لام هموس ـیف تمیتنظ
تـر آب مقطـر   یلیلیم 1000اسپور در  510 یبیدر غلظت تقر

م یتنظ ـ درصـد  05/0میـزان   بـه  20 همراه تـوئین  به سترون
چـه  چه و ساقهشهیر يگندم جوانه زده دارا يد. بذرهایگرد

هود در محلـول اسـپور قـارچ    ط سترون یرقم تجن در شرا
ز ی ـشاهد ن يهااهچهیشه گیت قرار گرفتند. همزمان ریاندوف

ن یئدرصـد تـو   05/0ل به همراه یدر محلول آب مقطر استر
سـان  یکهـا  اهچـه یهمـه گ  يط بـرا یور شد تا شراغوطه 20

 يسـاعت بـر رو   10-4مار شده به مـدت  یت يباشد. بذرها
قه قرار یور در دقد 120-100ان دهنده با سرعت کدستگاه ت

مخلوط  يمتر حاویسانت 15با قطر دهانه  يهاگرفت. گلدان
دام ک ـهـر   يت و ماسه بادیمزرعه، پرل كل (خایاستر كخا
هـا  مار شده در گلدانیت يه و سپس بذرهایقسمت) ته یک
خـتن  یق ریروز از طر 10-7ها به مدت شت شدند. گلدانک

از شسـته شـدن    يریجلـوگ  ير گلدان بـرا یآب در ظرف ز
امـل  کمتصل شده به بذور جوانه زده و اسـتقرار   ياسپورها
ش در یها در طـول مـدت آزمـا   دند. گلدانیگرد ياریآنها آب
 .Mousavi et al)شـدند   يدارگلخانه نگه C 1±25˚دماي 

2014).  

  P. protegens CHA0 يترکر بایثکه و تیته

ــجدا ــای  = P. protegens CHA0-mche يترکه ب

mCherry-tagged ــ يدارا  یـــکوتیبیژن مقـــاوم بـــه آنتـ
ون یس ـکلکدر  CCOS2ن ثبـت شـده بـا شـماره     یسیجنتاما

ل از دانشـگاه لـوزان   کی ـق پروفسـور  یس، از طریشت سوک
 Sharifi)هـا بـر اسـاس روش    يترکد. بایه گردیس تهیسو

Tehrani et al. 2011) نـت  یشـت جامـد نوتر  کط یدر مح ـ
شـت  کط یدر مح ـ يترکر بـا ی ـثکشت شدند. تک (NA)آگار 
گـرم   5پتـون پپتـون،   یگـرم تر  10 يحاو (LB) یب-ع الیما

ــاره مخمــر،   ــرم ســولفات من  25/0عص وم آب دار یــزیگ

O)27H4(MgSo  یکولوژیزیف کگرم نم 8و (NaCl)  انجام
ان ک ـدستگاه ت يساعت بر رو 36شد. ظروف ارلن به مدت 

مـول  مع يقه در دمایدور در دق 120-100دهنده با سرعت 
بـا اسـتفاده از    يترکبـا  يهـا شگاه قرار گرفت. سـلول یآزما

 rpm1000قه با سـرعت  یدق 15وژ به مدت یفیدستگاه سانتر
بـا   ییط غذایمانده محیجدا شدند. باق یب-ع الیط مایاز مح

شستشـو   یـک ولوژیزیف کمولار نم 15/0استفاده از محلول 
بــا اســتفاده مجــدد از  ییایــترکبا يهــاشــد. ســپس ســلول

وژ از محلول جدا شده و بـا اسـتفاده از آب مقطـر    یفیسانتر
 ـه گردیون تهیسترون از آنها سوسپانس -ت سـلول ی ـد. جمعی

تروفتومتر بـا جـذب   کبا استفاده از دستگاه اسپ يترکبا يها
در  يترکسلول بـا  910نانومتر در حدود  600در  7/0 ينور
  د.یدن گرییون تعیتر سوسپانسیلیلیهر م
بـاکتري  و  کتريمـار بـا  یبذور گندم در هر دو ت زنیهیما

ــارچ  ــا ق ــوام ب ــدوفیتت ــزودن ان ــا اف ــر 200، ب از  میکرولیت
بـه هـر بـذر    کاشت در زمان شده سوسپانسیون باکتري تهیه

  .(Sharifi Tehrani et al.2011) انجام شد

  شه یر یستیهمز یبررس

 شـه یر با یکولوژیب عوامل یستیهمز زانیم یبررس يبرا
 یولکــمول و یوپکروســیکم روش دو از تجــن رقــم گنــدم
قـارچ   یستیهمز یوپکروسیکم یبررس يبرا. دیگرد استفاده
اران کـــو هم نـــگیلیرهیو روش از S. indica تیانــدوف 

(Vierheilig et al. 1998)  .ه، ک ـب ی ـن ترتیبـد استفاده شد
 یها، به صورت تصادفاهچهیشت گکسه هفته پس از زمان 

ت یشده با قارچ اندوف یزنهیاهان مایگ يهاشهیاز ر يتعداد
S. indica ر یر ش ـیها خارج و در زگلدان كو شاهد، از خا

قـه  یدق 4ها بـه مـدت   شهیآب با دقت شسته شدند. سپس ر
شعله حرارت داده شـده   يدرصد رو KOH 10در محلول 

قـه بـا آب مقطـر سـترون شستشـو      یدق 3و دو بار به مدت 
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د یقه در محلول اس ـیدق 4ها به مدت شهیشدند. پس از آن ر
 ـ  5 يحاو یکاست ان حـرارت داده  یک ـپل یدرصد جـوهر آب

شده و مجدداً دو بار با آب مقطر سـترون شستشـو شـدند.    
قـه در آب مقطـر   یدق 20ها به مـدت  شهیپس از شستشو، ر

 یاهی ـبافـت گ  يبـر رنگ يبرا یکد استیدرصد اس 2 يحاو
 یوپکروسیکلام م يروشه بر یر يهاقرار داده شدند. نمونه

 ـ يدوسپورهایلامکها و سهیقرار داده شده و وجود ر  یگلاب
 یوپ بررس ـکروس ـیکبـا م  S. indicaت یل قارچ اندوفکش

  د. یگرد
توسـط   اهی ـگ شـه یر ونیزاس ـیلونک زانی ـم یبررس ـ يبرا

 ـهیاهان مایشه گیابتدا ر P. protogens يترکبا شـده و   یزن
 ـز خارج و در كاز خا یشاهد بصورت تصادف ر آب یر ش ـی

 يها با اسـتفاده از تـرازو  شهید. سپس ریاملا شستشو گردک
ها با اسـتفاده  شهین شد. ریگرم توز 001/0تال با دقت یجید

له آب مقطر سترون ید. سپس به وسیاز هاون سترون له گرد
ه شـد  ی ـتر تهیلیلیم 10و به حجم  1:9رقت به نسبت  يسر
روگرم در یکم 10 ينت آگار حاویشت نوترکط یمح يو رو
 ـشت گردکن یسیجنتاما یکوتیب یتر آنتیلیلیم  Hass et(د ی

al., 2003( .24به دست آمده پس از مدت زمان  يهایلنک 
با استفاده از دستگاه شمارشگر  C27˚ يساعت رشد در دما

ل کیها بر اساس واحد تش ـیلنکشمارش شدند. تعداد  یلنک
محاسـبه و  اه ی ـشـه گ یبافت ر 9در هر گرم CFU g)-1( یلنک
  . (Farhangi et al., 2014)د یان گردیب

  گندم یوز برگیسپتور يماریقارچ عامل ب یزنهیما

شـه و  یاز ر يبـردار مقاومت، پس از نمونه یابیارز يبرا
مـار شـده   یاهان تیشه گیدر ر یکولوژیاثبات وجود عوامل ب

ــا یاهــان هــر تی، گرفــتن مرحلــه ســاقه يو در ابتــدا مــار ب

                                                      
9 Colony forming units per gram 

 ـح شـدند. زادما یتلق ـ Z. triticiون قارچ یسوسپانس ه قـارچ  ی
عصـاره   يع حـاو یشـت مـا  کط یمح ي، بر رويماریعامل ب

گرم در  10دام به نسبت کارز هرکمخمر، عصاره مالت و سا
ر یکهـا بـه ش ـ  که شـد. فلاس ـ یتر آب مقطر تهیلیلیم 1000

بـا   C21˚ يروز در دما 5تا  4منتقل و به مدت  10وباتورکان
شدند. تعداد اسـپور در   يدارنگهقه یدور در دق 100سرعت 
لام گلبـول شـمار    کم ـکون بـه  یتر از سوسپانس ـیلیلیهر م

م یتر تنظیلیلیدر هر ماسپور  710شمارش شده و به غلظت 
هاي ه در گلدانکگندم اهان یگ يبر روه قارچ یزادماد. یگرد

 ـما یدسـت  يبودند با استفاده از اسپرشت شده کسترون  -هی
 يط رطوبـت اشـباع، در فضـا   یشـرا هـا در  شد. گلدان یزن

با تناوب  ºC 1±21 يو در دما یلونیبسته پوشش شفاف نا
سـاعت   72بـه مـدت    ییو روشنا یکیساعت تار 12 ينور
 18شده به مدت  یزنهیما يهاشدند. سپس گلدان يدارنگه

و  ºC 1±21 يزمان قبل، در دمـا گر علاوه بر مدت یروز د
دنـد  یگرد يداردرصـد نگـه   70بالاتر از  یط رطوبتیدر شرا

(Zhang et al. 2001, Kia et al. 2017, Ashrafi et al., 
2019).  
اس نمـره  یمحاسبه مقاومت ارقام گندم از روش مق يبرا
ن یدر اد. ی) استفاده گرد2001اران (کژانگ و هم 9-1 یده

م یگـروه تقس ـ  4به  STB يهاها بر اساس ژنپیرابطه ژنوت
 ـدر ا گردنـد. یم ن علائـم  یانگی ـچنانچـه م  يبنـد مین تقس ـی
 يمـار ین بیانگی ـ، م(R)برآورد گردد، مقاوم  1-9/4 يماریب

مـه  ی، ن7-9/7 يمـار ین بیانگی ـ، م(MR)مه مقاوم ی، ن9/6-5
 (S)، حســاس 8-9 يمــارین بیانگیــم و (MS)حســاس 

روز و ک ـ. درصـد ن (Zhang et al. 2001) گـردد یم یابیارز
ات کو پرس ـ يگ با روش سارسطح بر یومیدینیکپوشش پ

(Saari and Prescott, 1975) ـله ایافته به وس ـیر ییتغ  ال و ی
 ـارز يز بـرا ی ـن (Eyal et al., 1987)اران ک ـهم شـدت   یابی

                                                      
10 Incubator Shaker 
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 ـد. بـر اسـاس ا  یمحاسبه گرد يماریب اهـان بـه   ین روش گی
ا مقــاوم یــ R) 0 يمــارین بیانگیــا مصــون (میــ oصــورت 

 ـ MR) 30-11 يمـار ین بیانگی(م ن یانگی ـمقـاوم (م مـه  یا نی
-65 يمارین بیانگیمه حساس (میا نی MS) 31-45 يماریب

46 (S می) 66-85 يمارین بیانگیا حساس (VS ـ   یل ـیا خی
-شـود. داده یم ـ یابی) ارز86-99 يمارین بیانگیحساس (م

 ـمـورد تجز  SPSSله نرم افزار یبه دست آمده به وس يها ه ی
 ـقرار گرفـت. سـطح ز   يآمار  يمـار یشـرفت ب یپ یر منحن ـی

(Area Under the Disease Progress Curve: AUDPC) 
روز برگ و پوشـش  کصفات ن ير برایبا استفاده از فرمول ز

 . (Moldovan et al., 2005)محاسبه شد  یومیدینیکپ

( )[ ]( )∑
=

+++=
1n

i
titi2/1yiyiAUDPC  

مقدار  y، يبردارادداشتیتعداد دفعات  nن فرمول یدر ا
  است. يبردارادداشتیزمان (روز) پس از  tو  يماریب

  ينمونه بردار

 در شـاهد  و شده تیمار گیاهان يهابرگ از بردارينمونه

 ـساعت پـس از ما  72و  48، 24 ،0زمانی فواصل  ـهی بـا   یزن
مـار بصـورت   یگلدان از هـر ت  6انجام شد.  Z. triticiقارچ 
 ـاه بـدون زخـم   ی ـگ یـک انتخاب و از هر گلدان  یتصادف ا ی
امـل آن بـا دقـت    کبـرگ   یکانتخاب شد و  یکیزیب فیآس

 هـاي لولـه  بـه  انتقـال  از پـس  برگی هايد. نمونهیجدا گرد

 مـایع  نیتـروژن  سرعت در به  RNaseسترون فاقد  11نکفال

-منتقـل  - C o 80دمـاي  بـا  فریـزر  به سپس برده شده و فرو

  دند.یگرد

  ژنومی DNA زدودن وRNA  استخراج

 ـفر در شـده  دارينگـه  هاينمونه ازRNA استخراج  زر ی

                                                      
11 Falcon tubes 

ناژن) مطـابق  یت سک(شر RNX-Plusبافر  از استفاده با -80
استخراج شده   RNAتیفکیت انجام شد. کیبا دستورالعمل 

آگـاروز   ژل در تروفـورز کو ال با دو روش اسپکتروفتومتري
شد. به منظور حـذف   یبررس TAE 1Xبافر  در درصد 2/1

از  یاسـتخراج  يهـا  RNAاز  DNA یاحتمـال  يهایآلودگ
ــ ــاخت شـــر  DNase 1, RNase-freeت کیـ ت ک(سـ

Fermentaseد.ی) استفاده گرد   

  ملکم DNAساخت 

ــا اســتفاده از  (cDNA)مــل کم DNAســاخت  ــب ت کی
Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis   و طبـق

ن منظــور از آغــازگر یت انجــام شــد. بــدکیــدســتورالعمل 
OligodT(18) ــز  Super Script Reverseم یو آنــ

Transcriptase يهات نمونهیفکی یبررس ياستفاده شد. برا 
cDNA  سنتز شده ازPCR ژن خانـه  یبا آغازگر اختصاص-

 Buetehorn et)استفاده شد  Elongation Factor (EF)دار 

al. 2000) . 

  هاز دادهیان ژن و آنالیب یبررس

ــب ــا اســتفاده از روش ی و در  Real-Time PCRان ژن ب
ه قـادر  ک ـ Applied Biosystems step one plusدسـتگاه  
 ـگرد یانجام دهد بررس یرا در زمان واقع یابیاست ارز د. ی

qPCR  TMWizPureن روش یــا بــافر مــورد اســتفاده در

Master (SYBR) ــر   Wizbiosolutionsتکمحصــول ش
ن از یبرگرین بافر علاوه بر سـا یبود. در ا یره جنوبکشور ک

نه یبه يز به عنوان رنگ مرجع براین Rox Dye (50X)رنگ 
مـراز  یپل يارهی ـنش زنجک ـگردد. واینش استفاده مکردن واک

، C˚95قـه در  یدق 10ه ی ـاول يسـاز شامل مرحلـه واسرشـت  
قـه در  یدق 1و  C˚95ه در ی ـثان 15چرخه (شـامل   40سپس 

C˚60هـا بـه   ها، نمونه) بود. به منظور استاندارد نمودن داده
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REST 2000حاصل از دستگاه، توسط نرم افـزار   يهادادهدنـد.  ینرمـال گرد  (β-Actin)ن یت ـکا-دار بتـا له ژن خانهیوس

  ها و توالی نوکئوتیدي آغازگرهاي مورد استفاده در این پژوهش . ژن1جدول 
Table 3. Genes and nucleotide sequences of primers used in this study. 

  منبع
Reference 

  توالی آغازگر
Sequence 

  ژن
Gene name 

White et al. 1990 F: 5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' ITS4.F, ITS5.R 
R: 5'-ACC CGC TGA ACT TAA GC-3' 
R: 5'-TCG TCG CTG TCA ACA AGA TG-3' 

Himi et al. 2004 F: 5'-GTC TGG ATC GGT GGC TCT AT-3' TaActin.789F, 940R 
R: 5'-GCA GCA AGT CCC CTT TGT AA-3' 

Gorlach et al. 1996 F: 5'-TGA TCG AGG TCC TGT CCA AC-3' TaLOX1267F,1441R 
R: 5'-CGG TTC TTG AGT TGG CGA TT-3' 

Barber et al, 2000 F: 5'-GCT GAA CAA GGT GCT GGT GG-3' TaPAL.1536F,1651R 
R: 5'-TTG TCT CGT CGG CTG CTC A-3' 

Ahangar et al. 2014 F: 5'-CTT CGG AAT TTG CCC TTG GT TaNPR1.745F,895R 
R: 5'-TCC AGC ACA TTT GAA CAG CG-3' 

Yu et al. 2001 F: 5'-CTT GCC ATG GAC TTC TCG TG-3' TaThuLP.384F,533R 
R: 5'-TCA TGG GCA GAA GGT GAT CT-3' 

  
بـر اسـاس فرمـول     (Pfaffl et al. 2002) ارانکفال و همیپ
مربوط توسط نـرم   يل شدند و نمودارهایه و تحلیر تجزیز

 رسم شدند. Excelافزار 
( ) ( )

( ) ( )Sample MEAN-Control MEAN ref 
Sample MEAN-Control MEAN target 

CPE
CPER

ref

etargT
∆
∆

=

 يهادار و ژنن به عنوان ژن خانهیتکا-ژن بتا ین بررسیدر ا
PAL ،LOX ،NPR1 ،PR5  بــه عنــوان ژن هــدف اســتفاده

  ).  1شدند (جدول 

  مورد استفاده  يبودن آغازگرها یاختصاص یابیارز

ن و یبرگریت رنگ فلورسنس سـا یل عدم اختصاصیبه دل
و عـدم وجـود    ید قطعـه اختصاص ـ ی ـتولنـان از  یاطم يبرا

 Real-Time PCRدرمحصـولات   یراختصاص ـیغ يبانـدها 
 یبـودن آغازگرهـا بـه دو روش بررس ـ    یاختصاص یابیارز
 ـگرد درصــد  یـک ژل  يد. نخسـت، محصـول حاصـل رو   ی

ن یتروفورز شد. در اکقه الیدق 30به مدت  90آگارز با ولتاژ 
 ـ 150باند در محـدوده   یکل شدن تنها کیروش تش  200ا ت

آغازگرها است. سـپس،   ینشان دهنده عمل اختصاص يباز

هـر آغـازگر بـا     يذوب برا يهاینش منحنکان هر وایدر پا
 .رسـم شـد   Bio-Rad CFXManagerاستفاده از نرم افـزار  

ذوب  ی، منحن ـPCRنش ک ـار پـس از اتمـام وا  ک ـن یا يبرا
 5/0وس بـا اخـتلاف   یدرجه سلس 60-95 ينش در دماکوا

مشــخص شــدن  يچرخــه رســم شــد. بــرادرجــه در هــر 
 ینش، منحن ـک ـبودن آغازگر مورد اسـتفاده در وا  یاختصاص

  باشد.  (Peak)اوج  یک يد دارایذوب هر آغازگر با
 ـمـورد اسـتفاده در ا   يست آغازگرهـا یل ش در ین آزمـا ی

 ـآمده اسـت. ا  1جدول   ـن آغازگرهـا پـس از هـم رد   ی ف ی
 ـ    يهـا ینمـودن تـوال    NCBIژن  کبـه دسـت آمـده از بان

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ــ ــه وس ــرمیب ــزار له ن اف
Primer3 ــ ــط  یگرد یطراح ــا توس ــاخت آغازگره ــد. س دن

  ست انجام شد.  یاپوزکت تکشر
مـار  یت 4بـا   یاملاً تصـادف ک ـش در قالب طرح یآزما نیا

 .P يترک، باS. indicaت یاهان با قارچ اندوفیمار گیشامل: ت

protegensت یمــار تــوام بــا قــارچ انــدوفی، تS. indica  و
مارهـا  یمار شـاهد انجـام شـد. ت   یو ت P. protegens يترکبا
 يهـا ان ژنی ـرار انجام و پس از محاسبه بکدام در سه تکهر
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 T studentو  LSD ياسهیمقا يهاج با استفاده از آزمونینتاار آنهـا محاسـبه و   یهر نمونه، انحراف مع يمورد مطالعه برا

  
. (Bar=5µm)بر روي سطح کـورتکس ریشـه    Serendipita indicaکلامیدوسپور رنگ آمیزي شده گلابی شکل قارچ ریشه -a  .1شکل 

B-  کلامیدوسپورهاي قارچ ریشهS. indica  (نشان داده شده با فلش قرمز رنگ) بر روي سطح ریشه(Bar=5µm) .c-  توده میسلیوم قارچ
 Pseudomonas protegensکشـت   -d (Bar=10mm)بر روي سطح ریشه (نشان داده شده به وسیله فلش قرمز رنگ)  S. indicaریشه 

CHA0m-cherry  بر روي محیط کشتNA  ساعت در دماي آزمایشگاه  24پس از(Bar=8mm).  
Figure.1. a= Pear like shape Serendipita indica chlamydospore stained on root cortex (Bar=5µm). b= 
Colonization of S. indica chlamydospore (stained small spores) in root (Bar=15µm) indicated by red arrows. c= 
S. indica mycelium cluster on root (Bar=10mm) indicated by red arrows. d= Pseudomonas protegens CHA0m-
cherry culture on NA medium after 24h at room temperature (Bar=8mm).  

  
test  افـزار نـرم   و با اسـتفاده از IBM SPSS Statistics 19 
  د. یز گردیآنال

  ج و بحثینتا

با  يترکت و بایشه اندوفیقارچ ر یستیت همزیوضع
  شه یر

قــارچ  يدوســپورهایلامکشــه، یر يزیــپــس از رنــگ آم
ح یاهان تلق ـیشه گیس رکورتکدر بافت   S. indicaتیاندوف

مشـاهده   يارهی ـل و زنجکش ـ یشده به صورت گرد تا گلاب
ز ی ـسـه قـارچ ن  یر يهـا شه تودهین در سطح ریشدند. همچن
اهـان  یشه گیسطح ر يبر روه ک ید. در صورتیمشاهده گرد

 شکلسه قارچ مشاهده نشد (یدوسپور و توده ریلامکشاهد 

1-a-c  .(  
 ـاهان مایگ يهاشهیشت عصاره رکساعت پس از  24 -هی

بـر   P. protogens CHA0-mCherry يترکشده بـا بـا   یزن
روگـرم در  یکم 10 ينت آگار حـاو یشت نوترکط یمح يرو
 يترکبـا  يهـا یلن ـکن، یس ـیجنتاما یـک وتیب یتـر آنت ـ یلیلیم

در هر  يترکبا يهایلنک). تعداد d-1ل کد (شیمشاهده گرد
  .محاسبه شد CFU g 510×5-1زان یشه به میگرم بافت ر

مار شده با عوامل یاهان تیزان مقاومت گیم یابیارز
  Z. triticiنسبت به   یکولوژیب

 يون اسپورهایاهان با سوسپانسیح گیسه روز پس از تلق
 ياز رو یلونیو پس از برداشتن پوشش نـا  Z. triticiقارچ 
مار شده یاهان تیژه در گیمارها و به ویت یها، در تمامگلدان
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ار یبس يهاهک، لmCherry-CHA0 P. protegens يترکبا با
هـا  هک ـح، لیروز پس از تلق 5-7مشاهده شد.  یکلروتکز یر
ر رنگ دادنـد.  ییتغ يال به قهوهیتر گشته و به رنگ متمارهیت
امـل بـه   کرنگ نشان دهنـده مقاومـت    ياقهوه يهاهکل نیا

ر ی. امـا در سـا  (Kia et al., 2017)باشـند  یم ـ يماریعامل ب
و بـه    S. indicaمار شده بـا قـارچ   یاهان تیمارها مانند گیت
 یکیولـوژ یچ گونـه عامـل ب  یه با ه ـکاهان شاهد یژه در گیو
شت کلاو شده و سترون کاتو كح نشده بودند و در خایتلق

روز بعـد از زمـان    10-12 يماریامل بکشده بودند، علائم 
  ح ظاهر شد.  یتلق

 یزرد رنگ ـ يهاهکمارها لین تینخست در ا يدر روزها
 ـهـا مشـاهده شـد. ا   برگ يبر رو هـا بـا توجـه بـه     هک ـن لی
ها هکمار شاهد، لیردند. در تکدا یمارها توسعه پیت تیحساس
ج یبرگ بـه تـدر  درآمده و سطح  ياج به رنگ قهوهیبه تدر
 17د. یل گردکیروزه در سطح برگ تشکن يهاهکو ل کخش

بـه صـورت    يمـار یعامـل ب  يدهای ـنیکح، پیروز پس از تلق
اه رنگ در هر دو سطح برگ به وجود آمـد.  یز سیر يهاهکل

 يمـار یمار شاهد علائـم ب یح، در تیروز پس از زمان تلق 21
 ـد و در این سـطح خـود رس ـ  یبه بالاتر ادداشـت  ین زمـان  ی
 یمارها با استفاده از روش نمره ده ـیت یهمگ یینها يبردار

)9-1 (Zhang  کو هم) 2ل ک) انجام شد (ش2001اران .(  
 ـه واریج حاصل از تجزینتا ه، ک ـهـا نشـان داد   انس دادهی

 5و  1مختلف در سطح  يمارهایاهان در تیزان مقاومت گیم
اهـان  ین مقاومـت گ یانگی ـسه میباشد. مقایدار میدرصد معن

با استفاده از آزمون  Z. triticiمختلف به قارچ  يمارهایدر ت
LSD (P=0.5)  مارهـا در  ین مقاومت تیانگیه مک،  نشان داد

  ). 2ل کرد (شیگیگروه مختلف قرار م 3
ــایاهــان تیزان مقاومــت گیــم ــا ب  .P يترکمــار شــده ب

protegens ن بر اساس روش یانگین میمترک يداراZhang  
ــو هم ــوده و در نت2001(اران ک ــه بی) ب ــتریج ــن میش زان ی

را از خـود نشـان دادنـد و بـا      Z. triticiمقاومت به قـارچ  
قـرار   (C)در گروه سـوم    LSD (P=0.5)استفاده از آزمون 

 S. indicaاهان با قارچ یمار توام گیزان مقاومت تیگرفتند. م

جـه  یمـار قبـل و در نت  یز برابر تین P. protegens يترکو با 
اران ک ـو هم  Zhangن مقاومت آن بـر اسـاس روش   یانگیم
قـرار گرفـت    (C)مار قبل در گروه سـوم  ی) همانند ت2001(

مـار شـده بـا    یاهـان ت یزان مقاومت گین میانگی). م2(جدول 
مـار قبـل بـود. بـر     ین دو تیانگیشتر از میب  S. indicaقارچ 

 (B)مـار در گـروه دوم   ین تیا LSD (P=0.5)اساس آزمون 
مار شرح داده شده بـر اسـاس   ی). سه ت2ل کقرار گرفت (ش

ــو هم  Zhangروش  ــاوم 2001اران (ک ــارز (R)) مق  یابی
مـار شـرح داده   یشتر از سـه ت یمار شاهد بین تیانگیشدند. م

و   Zhangنش آن بـر اسـاس روش   ک ـشـده قبـل بـود و وا   
 ـمه مقاوم ارزی) ن2001اران (کهم شـد (جـدول    (MS) یابی
ن مقاومـت  یانگی ـم LSD (P=0.5)زمـون  ). با توجـه بـه آ  2
  ). 2ل کقرار گرفت (ش (A)مار شاهد در گروه اول یت

 یـی زايمـار یزان شـدت ب یم یابیارز يق براین تحقیدر ا
روز و ک ـن درصـد ن یانگی ـمارها میدر همه ت Z. triticiقارچ 

 (AUDPC)ســطح بــرگ بــر حســب  یومیــرینیکپوشــش پ
 ,.Saari and Prescott, 1975, Kia et al)محاسـبه شـد   

ه کها نشان داد انس دادهیه واریج حاصل از تجزی. نتا(2018
ــدت ب ــاریش ــطح  يم  ــ 5و1در س ــد معن ــت یدرص دار اس

)23.944=F ،0.000=Sig ،28.077=CV%  آزمـون .(LSD 

(P = 0.05)    گـروه   3مارهـا در  ین تیانگی ـه مک ـنشـان داد
مـار شـده بـا    یاهـان ت ی). گ3ل کرد (ش ـی ـگیمختلف قرار م

ن یمتـر کن و یانگی ـن میمتـر ک يدارا P. protegens يترکبا
مار در ین تین ایانگیزان خسارت را از خود نشان دادند. میم

 .P يترکمار بـا ین تیقرار گرفت. اختلاف ب (C)گروه سوم 

protegens مار توام با قارچ یو تS. indica   يترکو بـا P. 

protegens دار نبـوده  یمعن يگر از نظر آماریبه همد نسبت
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يدارا S. indicaمـار شـده بـا قـارچ     یاهـان ت ی). گ3ل ک(شقـرار گرفتنـد    (C) كگـروه مشـتر   یـک مار در ین دو تیو ا

  
بر مقاومت گیاه گندم رقم تجن تلقیح شده با  Pseudomonas protegens (P.p)و باکتري  Serendipita indica (S.i)تاثیر قارچ  .2شکل 
  = شاهد.LSD (P = 0.05) ،Bar=Standard Deviation ،Co، مقایسه میانگین با استفاده از آزمون Z. triticiقارچ 

Figure.2. The effect of Serendipita indica (S.i) and Pseudomonas protegens (P.p) on Tajan wheat cultivar 
resistance inoculation with Zymoseptoria tritici, Analise of variance by LSD (P = 0.05), Bar=Standard Deviation, 
Co=Control. 

  
بودنـد.   یمار شرح داده شـده قبل ـ یاز دو ت يشتریخسارت ب

 LSDانجام شده بـا آزمـون    يبندمار بر اساس گروهین تیا

(P = 0.05)   در گروه دوم(B) روز کن نیانگیقرار گرفت. م
مارهـا بـود و بـر    یر تیشـتر از سـا  یمار شاهد بیسطح برگ ت
 ـا LSDانجام شده با آزمون  يبنداساس گروه مـار در  ین تی

  ).3ل کقرار گرفت (ش (A)گروه 
 S. indicaمار گندم رقم تجن با قارچ یج، تیبر اساس نتا

و   S. indicaمار توام با قـارچ  یو ت P. protegens يترک، با
ش مقاومـت  یو افـزا  یـک باعث تحر P. protegens يترکبا

 ـگرد Z. triticiگندم رقم تجن به قارچ  زان اخـتلاف  ی ـد. می
مـار شـاهد بـر    یمارهـا نسـبت بـه ت   ین تین مقاومت ایانگیم

) 2001اران (ک ـو هم Zhang 9-1 یاس نمره دهیاساس مق
مـار شـاهد بـه    ین مقاومت در تیانگیباشد. میر میبه شرح ز

مـار شـده بـا    یاهـان ت یمار گین تیانگیواحد با م 49/2زان یم
مار شـده بـا   یاهان تیز با گیواحد ن 6/3، و  S. indicaقارچ 

و   S. indicaمار توام بـا قـارچ   یو ت P. protegens يترکبا

). از طـرف  2اختلاف دارد (جـدول   P. protegens يترکبا
مار شده یاهان تین مقاومت گیانگین میف بزان اختلایگر مید

و   S. indicaمـار تـوام بـا قـارچ     یو ت  S. indicaبا قـارچ  
باشـد. قـارچ   یواحد م 1/1به مقدار  P. protegens يترکبا

S. indica   ر شـده حضـور دارد، امـا    ک ـمـار ذ یدر هـر دو ت
 ـن مقاومـت ا یانگیم واحـد بـا    1/1مـار بـه انـدازه    ین دو تی

ه ک ـدهـد  یج نشـان م ـ ین نتـا یدارد. بنابرا گر اختلافیهمد
و   S. indicaمار توام با قـارچ  یزان مقاومت تیش در میافزا
بوده  P. protegensبه علت حضور  P. protegens يترکبا

ش یو افـزا  یـک در تحر P. protegensر یزان تـاث یاست و م
  است.   S. indicaشتر از قارچ یمقاومت رقم تجن ب

قـادر    S. indica، قـارچ  2ن با توجه بـه جـدول   یهمچن
زان مقاومت رقم تجن را نسـبت بـه قـارچ    یه مکبوده است 

 1-9 یبـر اسـاس روش نمـره ده ـ    Z. tritici يماریعامل ب
Zhang  ش یواحـد افـزا   8/4زان ی ـ) به م2001اران (کو هم

واحــد بــه  1/1بــه مقــدار  P. protegens يترکدهــد و بــا
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ن مقاومـت بـه  یانگی ـنموده است. اگرچـه مقـدار م   یکتحرمار افزوده و مقاومت رقـم تجـن را   ین تین مقاومت ایانگیم

  
) سطح بـرگ بر شدت بیماري (درصد نکروز Pseudomonas protegens (P.p)و باکتري  Serendipita indica (S.i)تاثیر قارچ  .3شکل 

، LSD (P = 0.05)، مقایسـه میـانگین بـا اسـتفاده از آزمـون       (AUDPC)بـر حسـب    Z. triticiگیاه گندم رقم تجن تلقیح شده با قـارچ  
Bar=Standard Deviation ،Co.شاهد =  

Figure.3. The effect of Serendipita indica (S.i) and Pseudomonas protegens (P.p) on disease severity (leave 
necrosis%)Tajan wheat cultivar inoculation with Zymoseptoria tritici by (AUDPC), Analise of variance by LSD 
(P = 0.05), Bar=Standard Deviation, Co=Control. 
 
 

 1/1زان ی ـبـه م  یـک ولوژین دو عامـل ب یوجود آمده در اثر ا
ــتلاف   ــد اخ ــل   واح ــر دو عام ــورت ه ــا در هرص دارد، ام

انـد و هـر   اه حضور داشتهیشه گیگر در ریبا همد یکولوژیب
 ياهان گندم رقم تجـن دارا یشه گیز با ریگر و نیدو با همد
  اند.  تعامل بوده

   PALان ژن یب يالگو

اهان گندم رقـم  یدر گ PALان ژن ی، ب4ل کبا توجه به ش
ج یبـه تـدر    S. indicaمار شـده بـا قـارچ    یتجن تحساس 

 ـساعت پس از ما 72افته و در روز سوم و یش یافزا  ـهی  یزن
نه یشیبه ب Z. triticiقارچ  يون اسپورهایاهان با سوسپانسیگ
.Sمار ین ژن در تیان ایزان بین زمان مید. در ایان خود رسیب
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تیمارهـاي آزمایشـی در گیـاه گنـدم رقـم تجـن تیمـار شـده بـا قـارچ            (AUDPC) . تجزیه واریانس مقاومت و شدت بیماري2جدول 

Serendipita indica  و باکتريPseudomonas protegens  به قارچZ. tritici. 
Table 2. Analysis of variance for disease evaluation parameters in in Tajan wheat cultivar treated with 
mycorrhizal fungus Serendipita indica, Pseudomonas protegens bacteria and control plant at after inoculation 
with the causal agent of septoria leaf blotch(zymoseptoria tritici). 

  تیمار
Treatment  

df مجموع مربعات  
SS  

  میانگین مربعات
MS  

F Sig.  CV%  LSD 
)05/0(  

  AUDPC(   3  417/160299 139/53433  944/23  000/0  077/28  75/122 (درصد نکروز سطح برگ% **شدت بیماري 
  Resistance **  11  938/25  646/8  615/32  000/0  97/32  969/0 مقاومت
indica ،9  مـار مـورد   ین تیانگی ـمـار شـاهد بـود. م   یبرابـر ت
ح بـا  یساعت پس از تلق ـ 72و  48، 24 يهازمان در یبررس
 1دار در سـطح  یتفـاوت معن ـ  يمـار شـاهد دارا  ین تیانگیم

  درصد بودند.
ز هماننـد  ی ـن P. protegens يترکاهان بـا بـا  یمار گیدر ت

اول و دوم پـس   يدر روزها PALان ژن یزان بیمار قبل میت
ج یگندم به تـدر  یوز برگیسپتور يماریبا عامل ب یزنهیاز ما
ان خـود  ی ـح به اوج بیساعت پس از تلق 72افته و ی شیافزا
ان آن ی ـبرابر ب 27/10ن ژن یان ایزان بین زمان مید. در ایرس
 يهـا زمـان  در مارین تین ایانگیمار شاهد بوده است. میدر ت
دار در یتفاوت معن ـ يدارا یزنهیساعت پس از ما 72و  48

 ـهیساعت پس از ما 24درصد و در زمان  1/0سطح  بـا   یزن
 1اختلاف در سـطح   يمار شاهد داراین ژن در تیان اینرخ ب

  درصد بودند. 5و 
اهان با هر دو عامل یمار توام گیدر ت PALان ژن ینحوه ب

مـار  یز هماننـد دو ت یمار نین تیه، در اکنشان داد  یکولوژیب
ور کان ژن مذی، بيماریاهان با عامل بیگ یزنهیقبل پس از ما

ح بـه  یو در روز سـوم پـس از تلق ـ   افتـه یش یج افزایبه تدر
 ـان ای ـزان بی ـن زمـان م ید. در ایان خود رسیثر بکحدا ن ژن ی
 ـن ایانگیمار شاهد بوده است. میان آن در تیبرابر ب 16/4 ن ی
ح، یسـاعت پـس از تلق ـ   72و  48، 24 يهـا مار در زمـان یت

مار شـاهد  ین ژن با تیان این نرخ بیدار بیتفاوت معن يدارا

  دهد.ینشان مدرصد را  5در سطح 
در  PALان ژن ی ـ، ب4ل ک، بـا توجـه بـه ش ـ   یلکبه طور 

ش یافـزا  یجیبه صورت تدر یمورد بررس يمارهایت یتمام
اهـان بـا عامـل    یح گیساعت پس از تلق 72افته و در زمان ی
ساعت پـس   24ده است. یان خود رسینه بیشیزا به بيماریب

ــح و در روز اول بیاز تلقــ قــارچ مــار ین ژن در دو تیــان ای
 سانیکباً یتقر P. protegens يترکو با  S. indicaت یاندوف

 .Pمــار ین ژن در تیــان ایــبــوده اســت. امــا در روز دوم ب

protegens مـار  ینسبت به تS. indica   افـت. در  یش یافـزا
ان در ی ـزان بیمورد مطالعه، م يمارهاین ژن در تیان اینحوه ب

ن یمتر بود. اکگر یمار دیاز دو ت یکولوژیمار توام عوامل بیت
 ـسـت نمـودن ا  یه همزک ـدهـد  یجه نشان مینت ن دو عامـل  ی
ن اسـت سـبب بـه    ک ـشه گندم رقم تجن ممیبا ر یکولوژیب

اه شـود.  ی ـن گیدر القاء مقاومت به ا یاهشکوجود آمدن اثر 
 P. protegensمـار  یدر ت PALان ژن یزان نرخ بین میشتریب

-يماریعامل باهان با یح گیساعت پس از تلق 72و در زمان 
  زا بود. 
-Phenylpropa يرهایم مهـم در مس ـ یآنز یک PALژن 

noid  وOctadecanoid باشدیم (Stotz et al. 2009)ن ی. ا
 ـاهان از طریرا در مقاومت گ یژن نقش مهم ق دخالـت در  ی
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ه کــ 13دیــپروپانوئلی ـو فن 12دیــزوفلاونوئیســنتز ا يرهایمس ـ
ن در ین ژن همچن ـیند. اکیفا میدارند ا ینیسکتوآلیت فیفعال
بـات وابسـته   کیگـر تر ید و دیاس ـ یکلیسیوسنتز سالیر بیمس
 يبـرا  یدهگنالیس يدیلکب کیتر یکل است و یدخ یدفاع

هــا، ننــدهکز یاتــالک، یوابســته دفــاع يهــافعــال نمــودن ژن
 et (Stotzاسـت   یسیتور رونوکو فا 14رندهیگ يهانیپروتئ

al. 2009, Gholamnezhad et al. 2016) .  
ــر ا ــلاوه ب ــع ــ PALن، ی ــزیاول ــین آن ــر فنیم در مس ل ی

بات کیتر یدر سنتز برخ يدیلکم یآنز یکد بوده و یپروپانوئ
باشـد  ین و فنـل م ـ یگن ـیاهان مانند لیه مرتبط با دفاع گیثانو

(Ngadze et al. 2012)زان یش در می. افزاPAL  در گنـدم-

-Pyrenophora tritici يزايماریح شده با عامل بیتلق يها

repentis   ـگزارش شـده اسـت. ا  اهش در ک ـن ژن باعـث  ی
جـه  یاه گنـدم و در نت ی ـگ يهاروز در برگکلروز و نکزان یم

 .Pandelova et al)گـردد  یاه م ـیزان مقاومت گیش میافزا

2012, Dorneles et al. 2017)خـت توتـون   یاهان تراری. گ
در  يمتـر کن یگن ـیباشـد، ل یم مکها در آن PALت یه فعالک
نشده توتون،  يارکاهان دستیسه با گیواره داشته و در مقاید

 PALن یباشند. بنابرایتر ممارگر حساسینسبت به تهاجم ب
 .Stotz et al)دارد  يمـار یاه به بیدر مقاومت گ ینقش مهم

2009) .  
 .Sت یست نمودن قارچ اندوفیاران با همزکآهنگر و هم

indica ـح ایاه گنـدم رقـم فـلات و تلق ـ   ی ـبا گ  اه بـا  ی ـن گی
Blumeria graminis f. sp. tritici  ان یه بکگزارش نمودند

ش یافتـه و موجـب افـزا   یش ینسبت به شاهد افزا PALژن 
 ـز گردی ـور نکزبان بـه قـارچ مـذ   یاه میمقاومت گ ده اسـت  ی

                                                      
12 Isoflavonoids 
13 Phyenylpropanoids 
14 Receptor 

(Ahangar et al., 2014)ــ ــر نید ی. در پژوهش ــگ ــا ی ز ب
اه گنـدم و  ی ـبا گ S. indicaت یست نمودن قارچ اندوفیهمز
ه ک ـمشـاهده نمودنـد    Fusarium culmorumح آن بـا  یتلق
 ین پـس از آلـودگ  ینخسـت  يدر روزها PALان ژن یزان بیم

 ـزبـان گرد یافته و موجـب القـاء مقاومـت بـه م    یش یافزا د ی
(Beccari et al., 2011) ـ یفی. شـر  اران بـا  ک ـو هم یتهران

اه یدر القاء مقاومت به گ P. protegens يترکر بایتاث یبررس
 يازنـگ قهـوه   يمـار یح شـده بـا قـارچ عامـل ب    یلقگندم ت

Puccinia triticina  ان ژن ی ـزان بیه مکاظهار داشتندPAL 
 ـزیت مقاومت میافته و در نهایش ین تعامل افزایدر اثر ا ان ی

 Sharifi)افتـه اسـت   یش یزا افـزا يمـار ینسبت به عامـل ب 

Tehrani et al., 2011)يانجام شده بر رو يهای. در بررس 
اهان گندم بـا  یح گیو تلق یکلید سالسیمار شده با اسیگندم ت

Z. triticiزان ژن یش در می، افزاPAL    گزارش شـده اسـت
(Gholamnezhad et al. 2016)یشــین در آزمای. همچنــ 

 .Zاهان با یح گیو تلق یکوربکد اسیمار گندم با اسیگر و تید

triticiــ، م ــا  2در  PALان ژن یــزان بی  مــاریروز پــس ت 5ت
-Somai)افت یش یبرابر افزا 48/3تا  98/2زان یاهان به میگ

Jemmali et al. 2015)سـه  یاران بـا بررس ـ ک. مومن و هم 
 17گـو یمه مقاوم) و آلتی(ن 16موی(حساس)، پر 15سانیکرقم آل

ان ژن ی ـزان بی ـش می، افـزا Z. triticiح آنها با ی(مقاوم) و تلق
PAL گــو نســبت بــه رقــم حســاس یرا در رقــم مقــاوم آلت
. در (Maumene et al. 2010)سـان گـزارش نمودنـد    یکآل

ان ژن ی ـزان بیش در میز افزایاران نکدوبا و هم يهاشیآزما
PAL ح شده با قارچ یاهان گندم تلقیدر گF. culmorum  و
اهش علائـم گـزارش   ک ـزان مقاومت و یش میجه افزایدر نت

                                                      
15 Alixan 
16 Premio 
17 Altigo 



  ... Serendipitaو قارچ اندوفيت  Pseudomonas protegens CHA0بررسي تاثير باكتري  :اشرفي و همكاران
 

290 290 
 

ز در یاران  نک. اورس و هم(Duba et al. 2019)شده است 
ساعت پـس از   72را  PALان ژن یش بیقات خود افزایتحق
گـزارش   Z. triticiسـان بـا   یکاهـان گنـدم رقـم آل   یح گیتق ـ

  .(Ors et al. 2017)نمودند 

   LOXان ژن یب يالگو

،  S. indicaمار شده با قارچ یاهان تیدر گ LOXان ژن یب
ان یج مقدار بیروز اول به تدر یافته و در طیدر ابتدا تجمع 

ــزا ــت. یش یآن اف ــروز پــس از ما 2اف ــهی ــا یگ یزن ــان ب اه
ان ی ـنه بیش ـین ژن به بی، اZ. tritici يون اسپورهایسوسپانس
اهش کان آن یزان بیده و پس از آن در روز سوم میخود رس

ح، یسـاعت پـس از تلق ـ   48و  24 يهـا افته است. در زمانی
 ـان اینرخ ب  ياخـتلاف آمـار   يمـار شـاهد دارا  ین ژن بـا ت ی
 ـدرصد بـوده اسـت. در ا   5دار در سطح یمعن ن دو زمـان  ی
مـار  یبرابـر ت  11/13و  15/5ب یبه ترت LOXان ژن یزان بیم

  شاهد بوده است.
ان ژن ی ـب Z. triticiاهـان بـا   یح گیساعت پس از تلق 24
LOX يترکاهان بـا بـا  یمار گیدر ت P. protegens  ش یافـزا

ان ی ـثر بکبه حدا یزنهیماساعت پس از  48افت و در زمان ی
 3در  هک ـنشـان داده اسـت    يز آماریآنال .ده استیخود رس

 ـان ایزان بیح، در میساعت پس از تلق 72و  48، 24زمان  نی

  
 Pseudomonasو بـاکتري    Serendipita indicaُدر گیاه گندم رقم تجـن تیمـار شـده بـا قـارچ ریشـه        PALالگوي بیان ژن  .4شکل 

protegens  زنی با قارچ عامل بیماري سپتوریوز برگی هاي مختلف پس از مایهدر زمانZ. tritici   
درصـد اخـتلاف معنـی دار      0,1و  1، 5*، ** و *** به ترتیب نشان می دهد که بین تیمارهاي مختلف در مقایسه با شاهد در سطح آمـاري   -

 .وجود دارد
Fig. 4. Expression patterns of PAL gene in Tajan cultivar of wheat plant. Control, treated by mycorrhizal fungus 
Serendipita indica, Pseudomonas protegens and co-inoculated by S. indica and P. protegens at various times after 
inoculation with the causal agent of Septoria leaf blight Z. tritici. 
Note: *,**,***  Stars show that expression data means was statistically different at 0.05, 0.01 and 0.001 levels respectively. 

  
سـاعت   72و  48، 24 يهادرصد وجود دارد. در زمان 5و  1، 1/0دار در سـطح  یمعن يمار شاهد اختلاف آماریژن و ت
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، 07/27ب یــبــه ترت LOXان ژن یــزان بیــح، میپــس از تلقــ
مـار شـاهد بـوده    یان آن در تی ـزان بیبرابر م 25/7و  81/56

  است.
اهـان بـا   یح گیساعت پـس از تلق ـ  48ن در زمان یهمچن
 یـک ولوژیاهان با دو عامل بیمار توام گیزا در تيماریعامل ب

S. indica   وP. protegens ن مقدار ژLOX ان ینه بیشیبه ب
 ـان ایزان بین زمان میده است. در ایخود رس  ـن ژن در ای ن ی

سـاعت پـس    24مار شاهد بوده است. یبرابر ت 22/21مار یت
مـار  یان آن در تیبرابر ب 46/9ن ژن یان ایزان بیز میح نیاز تلق

 ـکشاهد بوده است. در دو زمان ذ  ـن ایانگی ـن میر شده ب ن ی
دار در یمعن ـ يشـاهد اخـتلاف آمـار   مار ین تیانگیمار و میت

  درصد وجود دارد. 5سطح 
توان مشاهده نمود، هـر  یز مین 5ل که در شکطور همان
ه یان اولیاند. بموثر بوده LOXان ژن یش بیمار در افزایسه ت

بـوده   1 يمار با هم برابر و مساویت 4در زمان صفر، در هر 
 ـان ای ـه بک ـح یساعت پس از تلق 48است. اما در  ژن بـه  ن ی

مـار  یتدر ان یزان بین زمان میده است، در اینه خود رسیشیب
P. protegens ان ی ـزان بیشتر بوده است. میمارها بیه تیاز بق

اهش ک ـح یساعت پس از تلق 72مار یدر هر سه ت LOXژن 
 ـان ای ـزان بی ـافت. اما می در  P. protegensمـار  ین ژن در تی

دار یاختلاف معن ـ يدرصد دارا 5ز در سطح یور نکزمان مذ
  مار شاهد بود.یبا ت
ه منجـر بـه   ک ـژناز اسـت  یسکايد یک 18ژناز یسکپویل
 ير اشـباع دارا ی ـچـرب غ  يدهایون اس ـیداسیسکدرو پرایه

و  یـــکنولنی، ل19یـــکنولئیل يدهایس و اســـیســاختار سـ ــ
مهـم   میآنـز  یک LOXژن ن یشود. همچنیم 20یکدونکیآر

                                                      
18 Lipoxigenase 
19 Linoleic 
20 Archidonic 

ــ Octadecanoidو  Phenylpropanoid يرهایدر مســ -یم
  .(Stotz et al. 2009) باشد

Beccari ســت نمــودن قــارچ   یاران بــا همزکــو هم
زان ی ـر در میی ـاه گندم و مطالعـه تغ یبا گ  S. indicaتیاندوف

 .F يزايمـار یو القاء مقاومـت بـه قـارچ ب    LOXان ژن یب

culmorum   ـان ای ـه بک ـمشاهده نمودنـد  ن ژن در مراحـل  ی
 96افته و پـس از  یش یاه افزاین گیدر ا یه پس از آلودگیاول

ش در یشـان افـزا  یابـد. ا ییاهش م ـک ـان آن یزان بیساعت م
از رخنه پـاتوژن و القـاء    يرین ژن را در جلوگیان ایزان بیم

 ـزبـان مـوثر دانسـته و ا   یاه میمقاومت در گ  ـن پدی ده را بـه  ی
نمودند  یزبان معرفیش مقاومت میاز عوامل افزا یکیعنوان 

(Beccari et al., 2011)ـیکت ضـد م ی. فعال  در  LOX یروب
ده یمتفاوت به اثبات رس يمارگرهایه بیاهان مختلف و علیگ

. بـا  (Croft et al. 1993, Schaffrath et al. 2000) اسـت 
در طـول   ییغشـا  يدهایپیژن فعال به لیسکا يهاحمله گونه

دا ی ـش پیافـزا  LOX، مقـدار  يدی ـپیون لیداسیسکند پرایفرآ
ش یشود. افزایچرب م يدهایآزاد شدن اسرده و منجر به ک
 ـمنجـر بـه تخر   LOXه یاول  ـب غشـاء و در نها ی ت ترشـح  ی
ت ی ـن گزارش در مورد فعالیها خواهد شد. چندتیترولکال
نش مقـاوم نسـبت بـه    ک ـ، در واLOXم یشتر آنـز یع و بیسر
 یـک نولئیژنـاز، ل یس ـکپویحساس وجـود دارد. ل  يهانشکوا
 ـند و اکیل مید تبدیاس یکد را به جاسمونیاس م در ین آنـز ی
 & Vick)نقش دارد  (ISR) ییالقا یکستمیر مقاومت سیمس

Zimmerman, 1983)ان ژن یــزان بیــش می. افــزاLOX  در
ح شده بـا  یو تلق یکلیسید سالیمار شده با اسیاهان گندم تیگ

 .B. graminis f. spگنـدم   یسـطح  كدیقـارچ عامـل سـف   

tritici   ـگزارش شده اسـت. در ا  زان رخنـه  ی ـن ماهـا ین گی
 Tayeh et)رد ک ـدا یاهش پکنه قارچ کیل مکیمارگر و تشیب

al. 2013)مـار  یگنـدم ت  يانجام شده بر رو يهای. در بررس
 Z. triticiح شـده بـا قـارچ    ین و تلق ـیتکشده با ماده سورفا
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زان مقاومـت گنـدم بـه    ی ـه مک یطید، در شرایمشخص گرد
ان یرده بود، بکدا یش پیدرصد نسبت به شاهد افزا 70مقدار 

 .Le Mire et al)ابـد  ییش م ـیبـه شـدت افـزا    LOXژن 

د یمـار گنـدم بـا اس ـ   یانجام شده با ت يهای. در بررس(2018
ان ژن ی ـزان بی ـ، مZ. triticiاهـان بـا   یح گیو تلق یکوربکاس

LOX  برابـر   4زان ی ـاهان به میمار گیساعت پس از ت 24در
 .(Somai-Jemmali et al. 2015)افت یش یافزا

   NPR1ان ژن یب يالگو

 یــکاهــان بــه عنــوان یدر گ NPR1ان یــو ب یــکاز تحر
اهـان و دفـاع در برابـر    یجاد مقاومت در گیا يبرا ياستراتژ

 Xu et al. 2017, Esse)اد شده است یاهان یگ يمارگرهایب

et al. 2020)ن ی. پــروتئNPR1 (Nonexpresor of 

Pathogenesis related gene 1) يهـا ه بـا نـام  ک ـ N1M1 

(Non-inducible immunity)  وSAI1 (Salicylic acid-

insensitive) يدی ـلکننده کم یتنظ یکشود، یز شناخته مین 
از  یعیف وس ـی ـه طی ـاهـان عل یه سبب مقاومت گکباشد یم
 Bai)دارد  ISRو  SARدر  یمارگرها شده و نقش مهم ـیب

et al. 2011) .  
اهـان  یمار گیدر اثر ت NPR1ان ژن یز بینن پژوهش یدر ا

 يترکو با S. indicaت یشه اندوفیگندم رقم تجن با قارچ ر
P. protegens مارگر یح با قارچ بیو تلقZ. tritici  ش یافـزا

زانیم  S. indicaمار یح، در تیافت. در روز دوم پس از تلقی
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 Pseudomonasو بـاکتري    Serendipita indicaدر گیاه گندم رقم تجن تیمـار شـده بـا قـارچ ریشـه       LOXالگوي بیان ژن  .5شکل 

protegens  زنی با قارچ عامل بیماري سپتوریوز برگی هاي مختلف پس از مایهدر زمانZ. tritici  
درصـد اخـتلاف معنـی دار      0,1و  1، 5آمـاري   *، ** و *** به ترتیب نشان می دهد که بین تیمارهاي مختلف در مقایسه با شاهد در سطح -

  وجود دارد.
Fig. 5. Expression patterns of LOX gene in Tajan cultivar wheat plant. Control, treated by mycorrhizal fungus 
Serendipita indica,  Pseudomonas protegens and co-inoculated by S. indica and P. protegens at various times after 
inoculation with the causal agent of Septoria leaf blight Z. tritici. 
Note: *,**,*** Stars show that expression data means was significantly different at 0.05, 0.01 and 0.001 levels respectively. 

  
 ـد. در اینه خود رسیشیبه ب NPR1ان ژن یب زان ی ـن زمـان م ی
مـار شـاهد بـود. بـر     یان آن در تی ـبرابر ب 42/1ن ژن یان ایب

 ـا هک ـ دیمشخص گرد ل انجام شدهیه و تحلیاساس تجز ن ی
دار در یمعن ـ ياخـتلاف آمـار   يمـار شـاهد دارا  یمار و تیت

  باشند.  یدرصد م 5سطح 
ژن ان ی ـب P. protegensمـار  یمار قبـل، در ت یبرخلاف ت

NPR1  ــان  ــ 24در زم ــس از تلق ــاعت پ ــا  یح گیس ــان ب اه
ان ینه بیشیزا به بيماریقارچ عامل ب يون اسپورهایسوسپانس
سـاعت پـس    72و  48 يهاد. پس از آن، در زمانیخود رس
 ـن ژن در ایان ایج بیح به تدریاز تلق دا ی ـاهش پک ـمـار  ین تی

، یساعت پس از اسپورپاش 72و  48، 24 يهارد. در زمانک

ان آن ی ـزان بی ـبرابر م 55/2و  7/1، 77/2ن ژن یان ایزان بیم
 ـ ک ـزمان ذ 3مار شاهد بود. در یدر ت  .Pمـار  ین تیر شـده، ب

protegens دار در سطح یمعن يمار شاهد اختلاف آماریو ت
  درصد وجود داشت.  5

مـار تـوام   یح در تیساعت پس از تلق NPR1 48ان ژن یب
 P. protegensو   S. indica یـک ولوژیاهان با دو عامل بیگ
 يهـا ن ژن در زمـان یان ایزان بید. میان خود رسینه بیشیبه ب
 56/2، 38/3ب ی ـح، بـه ترت یساعت پس از تلق 72و  48، 24
 ـان ایبرابر ب 55/3و  ن یمـار شـاهد بـود. همچن ـ   ین ژن در تی
مار شاهد یمار و تین تیه اکنشان داد  يل آماریه و تحلیتجز

سـاعت پـس از    72و  48، 24 ياه ـدر زمـان  ياز نظر آمار
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درصد  5و  1، 1/0زا در سطح يماریاهان با عامل بیح گیتلق
ل کباشند. با توجه بـه ش ـ یدار میمعن ياختلاف آمار يدارا

 ـساعت پس از ما 48ان در زمان یزان بین میشتری، ب6  ـهی  یزن
ان مربـوط بـه   یزان بین میشتریگندم رخ داده است. ب اهانیگ
  باشد.یم P. protegensو   S. indicaمار توام گندم با یت

ت یر قارچ اندوفیتاث ياران با مطالعه بر روکآهنگر و هم
S. indica   در القاء مقاومت بهB. graminnis f. sp. tritici 

اهـان  یه در گک ـاه گنـدم رقـم تجـن، اظهـار داشـتند      یدر گ
 ـست شده با ایهمز ر و د NPR1ان ژن ی ـزان بی ـن قـارچ، م ی
 یساعت پس از آلـودگ  48ز در طول یاه نیجه مقاومت گینت
 ـج ایشـان بـر اسـاس نتـا    یافته است. ایش یافزا ق، ی ـن تحقی
ش زودهنگـام در  ین قارچ و افـزا یزبان با ایاه میگ یستیهمز
ور را در القـاء مقاومـت مـوثر دانسـتند     کان ژن مـذ یزان بیم

(Ahangar et al., 2017)   .Beccari ق یاران با تحقکو هم
ش مقاومـت  یدر افزا S. indicaت یر قارچ اندوفیتاث يبر رو

ن یچن ـ F. culmorum يزايمـار یگندم نسـبت بـه قـارچ ب   
 يمــار شــده، در روزهــایاهــان تیه در گکــاذعــان داشــتند 

 NPR1ان ژن ی ـت و بی ـزان فعالی ـم ین پس از آلودگینخست
-یان مبزیاه میش مقاومت در گیافته و موجب افزایش یافزا

قـات نشـان   ین تحقی. همچن ـ(Beccari et al., 2011)گردد 
س منجـر بـه   یدوپس ـیدر آراب NPR1ان ی ـش بیه افزاکدادند 
ــزا ــل بیاف ــت آن در مقاب ــارگر بایش مقاوم ــترکم  .P ییای

syringae pv. tomato كدیمــارگر ســفیو قــارچ عامــل ب 
 .Cao et al)شـود  یم ـ Peronospora parasitica  یداخل

منجـر بـه    یدر گوجـه فرنگ ـ  NPR1ان ی ـش بی. افزا(1997
-یم یگوجه فرنگ ییکروس موزایش مقاومت آن به ویافزا

ــود  ــودن ژن ک. (Lin et al. 2004)ش ــون نم از  NPR1ل
منجر  CtNH1ان ژن ین بیبات و همچنکس به مریدوپسیآراب

 ـترکر باکشـان  يمـار یزبـان بـه ب  یش مقاومـت م یبه افزا  ییای
 Zhang et) گـردد  یم ـ X. axonopodis pv. citriبات کمر

al. 2010, Chen et al. 2013) ان یه بک. مشخص شده است
 P. parasiticaس بـا  یدوپسیآراب یپس از آلودگ NPR1ژن 

ش یو افزا (Rairdan et al. 2001)ابد ییش میبه شدت افزا
ش مقاومـت آن بـه   یو منجـر بـه افـزا   کن ژن در تنبـا یان ایب

و  F. oxysporum f.sp. lycopersici يهـــاقـــارچ
Rizoctonia solani شود یم(Cao et al. 1997) .  

   PR5ان ژن یب يالگو

وجود  یوت گوناگونیارکویدر موجودات  PR5 نیپروتئ
 یـی زايمـار ین وابسته بـه ب ین ژن تحت عنوان پروتئیدارد. ا

ت ی ـمارگر با اهمیب يهاقارچ یشناخته شده و در بازدارندگ
 ییهـا نیپـروتئ  PR5گـروه   يهانیشمرده شده است. پروتئ

لـو دالتـون بـوده و شـباهت     کی 22ش از یب یولکبا جرم مول
ن ین پروتئین بار این دارند. اولیتومات يهانیبه پروتئ يادیز

 JAه با مـس،  ک Hitomeboreرقم  يبرنج هند يهادر برگ
 .Linthorrst et al)شف شـد  کمار شده بود یت UVو اشعه 

1991).  
اهـان  یدر گ PR5ان ژن ی ـ، تجمـع ب 7ل کبا توجه بـه ش ـ 
در   S. indicaت یمار شده با قارچ انـدوف یگندم رقم تجن ت

 48شـروع شـده و در    Z. triticiح بـا  یروز اول پس از تلق ـ
ده است. پس ینه خود رسیشیبه حد ب یساعت پس از آلودگ

زان یم یاز آن در روز سوم نسبت به روز دوم پس از آلودگ
مار ین تیدر ا PR5ان ژن یزان بیافته است. میاهش کان آن یب

 81/2و  3/10ح یساعت پس از تلق 72و  48 يهادر ساعت
-ه در زمـان ک ـج نشـان داد  یمار شاهد بوده است. نتایبرابر ت

بـا    S. indicaمـار  یح تیساعت پـس از تلق ـ  72و  48 يها
 يدرصــد دارا 5و  1ب در ســطوح یــمــار شــاهد بــه ترتیت

  دار است.  یمعن ياختلاف آمار
ز هماننـد  ی ـن P. protegens يترکاهان بـا بـا  یمار گیدر ت

سـاعت پـس از   48در زمان  PR5ان ژن ینه بیشیمار قبل بیت
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 Pseudomonasو بـاکتري    Serendipita indicaدر گیاه گندم رقم تجن تیمـار شـده بـا قـارچ ریشـه       NPR1الگوي بیان ژن  .6شکل 

protegens   زنی با قارچ عامل بیماري سپتوریوز برگی هاي مختلف پس از مایهدر زمانZ. tritici  
درصـد اخـتلاف معنـی دار      0,1و  1، 5*، ** و *** به ترتیب نشان می دهد که بین تیمارهاي مختلف در مقایسه با شاهد در سطح آمـاري   -

  وجود دارد.
Fig. 6. Expression patterns of NPR1 gene in Tajan cultivar of wheat plant. Control, treated by mycorrhizal 
fungus Serendipita indica, Pseudomonas protegens and co-inoculated by S. indica and P. protegens at various 
times after inoculation with the causal agent of Septoria leaf blight Z.tritici. 
Note: *,**,*** Stars show that expression data means was significantly different at 0.05, 0.01 and 0.001 levels respectively. 

  
زان ی ـز می ـبود. پـس از آن ن  Z.triticiمارگر یح با قارچ بیتلق
ان یزان بیزمان من یافت. در ایاهش کج ین ژن به تدریان ایب

مـار شـاهد بـود.    یان آن در تی ـبرابـر ب  83/5ژن مـورد نظـر   
ان ژن مورد یزان بیه مکنشان داد  يز آماریج آنالین نتایهمچن

 يمـار شـاهد دارا  ین تیانگی ـر شده با مکنظر تنها در زمان ذ
  باشد.یدرصد م 5دار در سطح یمعن ياختلاف آمار

  S. indicaاهان با یمار توام گیدر ت PR5ان ژن ینه بیشیب
 یساعت پس از اسپورپاش 48ز در زمان ین P. protegensو 
ج ین نتایبوده است. همچن Z.triticiمارگر یاهان با قارچ بیگ
 يهـا ن ژن در ساعتیان ایزان بیه مکنشان داد  يز آماریآنال

 يمار شاهد داراین تیانگیح با میساعت پس از تلق 72و  48
درصـد   5و  1ب در سطوح یبه ترتدار یمعن ياختلاف آمار

 ـان ژن مورد نظر در ایزان بین میباشد. همچنیم مـار و  ین تی
مار شـاهد بـود   یبرابر ت 86/2و  23/11ور کمذ يهادر زمان

  ).  7ل ک(ش
در  PR5ان ژن ی ـزان بی ـن میشـتر ی، ب7ل کبا توجه به ش ـ

 ـه در اکباشد. همانطور یح میساعت پس از تلق 48زمان  ن ی
 ـان و تجمع اینه بیشیگردد، بیه مز مشاهدیل نکش ن ژن در ی
 .S يمارهـا یان تی ـنه بیش ـیمتـر از ب ک P. protegensمـار  یت

indica  ـمار توام ایو ت  باشـد.  یم ـ یـک ولوژین دو عامـل ب ی
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مـار تـوام   ین قسمت مربـوط بـه ت  یان در ایزان بین میشتریب
 است.  یکولوژیاهان با دو عامل بیگ

-تنش يهاتیموقع نش بهکاهان در وایدر گ PR5تجمع 

مارگرهـا  یا حمله بیها بالا و زخم کنم يهازا مانند غلظت
 يهـا نقـش  PR5مختلـف   يهـا زوفـرم یده شده اسـت. ا ید

، حفاظـت در برابـر   یضـد قـارچ   يهاتیمانند فعال یمتنوع
 Kononowicz  et al. 1992, Shatters) ياسـمز  يهاتنش

et al. 2006)   و سـرما(Hon et al. 1995)   ن یدارنـد. چنـد
ها با ممانعـت از  ه قارچیعل يت موثریها فعال PR5گروه از 
از توسعه لوله  يریا جلوگیف، جوانه زدن اسپور و یرشد ه

 Velazhahan)تندش در صورت جوانه زدن اسپور دارنـد  

et al. 1998) .PR5  ـبـا تجز   ـه و تخری  β-1,3-glucansب ی
ها و ممانعـت  ن موجب زوال اسـپور ین پروتئیارتباط دارد. ا
ــه ــاز جوان ــهآن یزن ــا در گون ــاه ، Bipolarisمختلــف  يه

Fusarium  وPhytophthora ان یــن بیشــده اســت. همچنــ
از  یناش ـ يماری، گسترش علائم بینیب زمیدر س PR5اد یز

P. infestans ق انداخته اسـت  یرا به تعو(Shatters et al. 

2006) .  
ماننـد   ییزایمـار یمرتبط با ب يهانین ارتباط پروتئیمحقق

PR5 ش مقاومت گندم آلوده بـه  یرا در افزاZ. tritici   مـوثر
ن ین ژن موجب دفاع ایان ایه بکاند دانسته و گزارش نموده

. (Samain et al. 2019)شـود  یاه در برابر قارچ مهاجم میگ
 یستیه همزکاران نشان داد کآهنگر و هم يهاشیج آزماینتا

ش یم رقـم فـلات موجـب افـزا    اه گندیبا گ S. indicaقارچ 
جه القـاء مقاومـت نسـبت بـه قـارچ      یو در نت PR5ان ژن یب
 .B. graminis f. spگندم  یسطح كدیعامل سف يزايماریب

tritici ــ ــود یم . در (Ahangar et al., 2014, 2016)ش
مـار شـده بـا مـاده     یگنـدم ت  يانجام شده بر رو يهایبررس
د یمشخص گرد Z. triticiح شده با قارچ ین و تلقیتکسورفا

درصد  70زان مقاومت گندم به مقدار یه مک یطیه، در شراک

بـه   PR5ان ژن ی ـرده بـود، ب ک ـدا یش پینسبت به شاهد افزا
اد یتجمع ز. (Le Mire et al. 2018)ابد ییش میشدت افزا

در  Z. triticiتعامل ناسازگار گندم بـا   در PR5و زودهنگام 
ز گـزارش شـده   ی ـاران نکو هم یجمال يسوما يهاشیآزما

  .(Somai-Jemmali et al. 2017)است 
-یز مشاهده م ـین 7و  6، 5، 4 يهالکه در شکهمانطور 

مـار شـاهد در   یهدف در ت يهاان ژنیش بیزان افزایشود، م
متـر  کاهـان  یح گیساعت پس از تلق 72و  48، 24 يهازمان
مـار  یده نشان دهنـده نقـش ت  یدن پیمارها است. ایر تیاز سا
ع و زود هنگـام  یش سـر یدر افزا یکولوژیاهان با عوامل بیگ
مـارگر در  یدر پاسـخ بـه حملـه ب    یمورد بررس يهاان ژنیب

 ـن پدیباشد. ایرقم گندم حساس(تجن) م توانـد در  یده م ـی
از  يریا جلوگیاه و یمارگر به بافت گیردن ورود بکمحدود 

 ـن و ینخسـت ت آن در همان ساعات یفعال ه ی ـاول يا روزهـا ی
ان یر هنگام بیش و تجمع دیموثر واقع شود. اما افزا یآلودگ
اه شاهد، یمارگر در گیزبان به بیل در مقاومت میدخ يهاژن
 يهـا ه بـه درون بافـت  ک ـدهد ین فرصت را میمارگر ایبه ب
اه ی ـجـه پـس از آن گ  یاه نفوذ نموده و مستقر شـود. در نت یگ
-یحـادث م ـ  يمـار ینبوده و علائم بگر قادر به مقاومت ید

و  يبرداراداشتیمراحل  یدر ط یده به خوبین پدیگردد. ا
ز مشــاهد یــن P. protegens يترکاهــان بــا بــایمــار گیدر ت
 یه در قســمت بررســکــمــار همــانطور ین تیــد. در ایــگرد
 ـر گردکز ذیمارها نیمقاومت ت یپیفنوت ده اسـت، علائـم در   ی

 يهـا هک ـبـه صـورت ل   Z. triticiح با ین تلقینخست يروزها
ده نشان دهنـده  ین پدید. ایمشاهده گرد یکلروتکز یار ریبس
ان زودهنگـام  یمار در اثر بین تیو القاء مقاومت در ا یکتحر
ــاژن ــاس   PR5و  PAL ،LOX ،NPR1 يه ــر اس اســت. ب

 مار ین مقاومت در تیانگیه مکشود یز مشاهده مین 2جدول 

P. protegens اهان بـا قـارچ   یمار گیمار شاهد و تیاز تS. 

indica انجام شده بـا  يتر بوده و بر اساس گروهبندکوچک



 ۳۰۱-۲۷۵ :۱۳۹۹ سال / ۳ شماره / ۵۶ جلد / گياهي هايبيماري

297 297  
 

  
 Pseudomonasو بـاکتري    Serendipita indicaدر گیاه گندم رقم تجـن تیمـار شـده بـا قـارچ ریشـه        PR5الگوي بیان ژن  .7شکل 

protegens  زنی با قارچ عامل بیماري سپتوریوز برگی هاي مختلف پس از مایهدر زمانZ. tritici  
درصـد اخـتلاف معنـی دار      0,1و  1، 5*، ** و *** به ترتیب نشان می دهد که بین تیمارهاي مختلف در مقایسه با شاهد در سطح آمـاري   -

 وجود دارد.
Fig. 7. Expression patterns of PR5 gene in Tajan cultivar of wheat plant. Control, treated by mycorrhizal fungus 
Serendipita indica, Pseudomonas protegens and co-inoculated by S. indica and P. protegens at various times after 
inoculation with the causal agent of Septoria leaf blight Z. tritici. 
Note: *,**,*** Stars show that expression data means was significantly different at 0.05, 0.01 and 0.001 levels respectively. 
 

  
ارزیابی میزان مقاومت و شدت بیماري تیمارهاي آزمایش و گیاه شـاهد و واکـنش رقـم حسـاس تجـن تیمـار شـده بـا قـارچ           .3جدول 

Serendipita indica  و باکتريPseudomonas protegens  به قارچZ.tritici    1-9گیـري  بـر اسـاس روش انـدازه Zhang   و همکـاران
)2001 ،(R ،مقاوم =MS نیمه مقاوم = 

Table 3. The evaluation of treatment and control plant resistance and disease severity  in Tajan wheat cultivar 
treated with mycorrhizal fungus Serendipita indica, Pseudomonas protegens bacteria and control plant at after 
inoculation with the causal agent of septoria leaf blotch(zymoseptoria tritici) by Zhang et al., (2001), 
R=Resistance, MS=Moderately Resistance 

  تیمار
Treatment 

  درجه مقاومت
Resistance range 

(1-9 Scaled Zhang et al., 2001)  

  واکنش
Reaction 

  شدت بیماري
Disease severity 

  )Necrosis % (AUDPC) (نکروز سطح برگ%
S.indica    b78/4  R  a667/550  

P. protegens  c67/3  R b322  
S.indica  + P. protegens  c67/3  R b833/355  

  Control a27/7  MS  a5/584 شاهد



  ... Serendipitaو قارچ اندوفيت  Pseudomonas protegens CHA0بررسي تاثير باكتري  :اشرفي و همكاران
 

298 298 
 

ه ک ـقرار گرفته است. همانطور  Cز در گروه ین LSDآزمون 
ــ ــالکدر ش ــن 7و  6، 5، 4 يه ــی ــاهده م ــردد، در یز مش گ

مار تـوام  یو در ت P. protegens يترکاهان با بایگ يمارهایت
ع در یان و تسـر ی ـزان بی ـ، میکولوژیاهان با هر دو عامل بیگ

 ـدر ا ورکمـذ  يهـا ان ژنی ـزمان ب ه حضـور  ک ـمـار  ین دو تی
-یاسـت مشـهود م ـ   كدر آنها مشتر P. protegens يترکبا

 ـج بـه دسـت آمـده از ا   ین با توجـه بـه نتـا   یباشد. بنابرا ن ی
سـت  یمـار و همز یه تک ـنمـود   يریگجهیتوان نتیپژوهش م
 .P يترکاهــان گنــدم رقــم تجــن بــا بــایشــه گینمــودن ر

protegens   وز یسـپتور  يمـار یدر القاء مقاومت بـه عامـل ب
  باشد.   یگندم موثرتر م یبرگ

  يسپاسگزار
ــد ــن یب ــات و همیوس ــله از زحم ــايارک ــده  يه ارزن

 اهیــگ يهــاشــگاه گــروهیرگروه محتــرم و پرســنل آزمایمــد
د ی ـده تولکدانش ـ ينولـوژ کوتیو بنباتـات  و اصلاح  کیپزش
 يگرگان برا یعیو منابع طب يشاورزکدانشگاه علوم  یاهیگ
-یم ـ یر و قدردانکمانه تشیشات صمیو انجام آزما يریگیپ

شـور  کل از دانشـگاه لـوزان   کین از پروفسور یگردد. همچن
از  یه اختصاص ـیجدا یکل یدر تحو يارکهم يس برایسو
و مشـاوره در   Pseudomonas protegens CHA0 يترکبـا 

م. از یمانه سپاســگزاریصــم يتــرکن رســاله دیــخصــوص ا
ر گروه محتـرم و پرسـنل   یو مدزاد  ییتر باباکد يجناب آقا

و  يشـاورز کدانشـگاه علـوم    کیاه پزشیشگاه گروه گیآزما
 يار گـذاردن فضـا  ی ـبـه منظـور در اخت   يسار یعیمنابع طب

زان یم یابیارز یلیمکت يهاشیانجام آزما يبرا یشگاهیآزما
mRNA گردد یم یمانه قدردانیصم.  
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