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ABSTRACT 

Plant diseases, particularly diseases caused by fungi and oomycetes pose 

significant challenges in modern agriculture worldwide. Pathogen associated 

molecular pattern (PAMP) like chitin found in the cell walls of fungi and 

oomycetes, trigger defence signalling, leading to expression of R-genes and 

the production of reactive oxygen species (ROS), and accumulation of a wide 

range of metabolites. Chitin elicitors prompt the expression of defence-related 

genes such as chitinases, ultimately the resulting in the breakdown of chitin in 

the pathogen's cell wall. To assess the expression level of certain chitinases in 

potatoes and the activity of antioxidant enzymes, leaves of a tolerant potato 

genotype (jelly) was challenged with chitin oligomers in vitro. Result of this 

study revealed that 48 hours post chitin induction, the expression of different 

classes of chitinase genes were significantly increased. Class I chitinase 

(Soltu.DM.10G017450) and class III chitinase (Soltu.DM.11G026160) genes, 

had respectively the highest (5.5-fold relative to control) and the lowest (1.1-

fold relative to control) expression level after 48 hours post chitin inoculation. 

However, the activities of antioxidant enzymes catalase and ascorbate 

peroxidase did not change significantly compared to the control. These 

findings suggest that the application of chitin does not activate the signaling 

pathways involved in the biosynthesis of antioxidant enzymes 48 hours after 

chitin treatment. In addition, results of this study may imply that chitinase 

genes can be cloned by genetic engineering approaches to generate transgenic 

plants resistant to pathogens.  
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هااای کیتیناااز  یان برخی ژن اکسیدان و تغییر ب های آنتی بررسی فعالیت برخی آنزیم 

 کیتین   با  تلقیح   از   پس زمینی  دفاعی گیاه سیب 
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 چکیده 
ی  کشاورز  یعمده  ی هااز چالش  ها،ها و اٌوومیستقارچهای حاصل از  ی، به ویژه بیماریاهی گ  یهایماریب

ها و  ی سلولی قارچ( مانند کیتین دیوارهPAMPهستند. الگوهای مولکولی مرتبط با پاتوژن )  جهانی  رنمد
 فعال  یژناکس  یهاگونه   یدتول  و  R  یهاژن  انیبهایی در گیاه میزبان،  ها، باعث تحریک و سیگنالاٌوومیست

 نازهایتیمرتبط با دفاع مانند ک  یهاژن   ان یمنجر به ب  نیتیکتحریک  .  ندشویم  هات یمتابول  از  یعیوس  فیو ط
 هایتعدادی از ژن   انیسطح ب  یابیمنظور ارزبه   .شودیم  هاپاتوژن  یسلول  یوارهید  نیتیک  بیتخرنهایت  و در
به متحمل    ینیزمب یس  پیژنوت  کهای ی برگ  دان،یاکسیآنت  یهامیآنزبرخی    تیفعالگیری  و اندازه  نازیتیک

 48نشان داد که  پژوهش    جینتاتلقیح شد.    ن یتیک  یگومرهایبا الیشگاهی  بیماری به نام جلی، در شرایط آزما
نسبت به شاهد  های تیمار شده  در برگ  نازیتیمختلف ژن ک  یهاکلاس   ان یب  ن،یتیک  تلقیح با ساعت پس از  

های  ژن و  برابر افزایش بیان نسبت به شاهد(    5/5)با    Iکلاس    نازیتیک  یها. ژنپیدا کرد  یداریمعن  شیافزا
  48را    انیب  نیو کمتر  نیشتریب  ب یبه ترتبرابر افزایش بیان نسبت به شاهد(،    11/1)با    IIIکلاس  تیناز  کی

تلق از  پس  آنزیم  داشتند.  نیتیکبا    حیساعت  فعالیت  حال،  این  آبا  و   اکسیداننتیهای  کاتالاز 
  یمار که استفاده از ت  هددینشان م  یجهنت  یننسبت به شاهد نداشتند. ا  دارییمعن  تغییر  یدازپراکسآسکوربات 

ب  یردرگ  یدهیگنالس  یرهایمس  یتین،ک ت  48  دررا    یداناکسیآنت  یهایم آنز  یوسنتزدر  از  پس    یمارساعت 
  سازی همسانه  ژنتیک  مهندسی  هایروش   با  توان می  را  کیتینازها  کدکننده  هایژن نیز    و  کندی القا نم  یتین،ک

 ها را تولید کرد.پاتوژن  به مقاوم یتراریخته  گیاهان نهایت در و نمود
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 مقدمه 
در جهااان   یعمده کشاورز  یهااز چالش  یکی  یاهیگ  یهایماریب

زا باعااث عواماال بیماااری(. Gurr & Rushton, 2005) هسااتند
های مختلفی در گیاه، مانند القااا مقاوماات سیسااتمیک پاسخایجاد  

بااه بیمااارگر   شااوند. پاسااخدر برابر بیمارگر ماای  (SAR)  1اکتسابی
زنااده فیزیکاای و شاایمیایی موسااوم بااه تواند توسط عوامل غیرمی

 یمولکااول یهاااالگواتفاق بیافتد که به طور کلاای بااه آنهااا   2القاگر
 & Durrant)گااردد ق ماایطاالاا (PAMPs) 3مرتبط با پاااتوژن

Dong, 2004). ها سلولی، مولکول اجزاء در بیشتر موارد، القاگرها
هایی هستند که توسط بیمارگرها ساانتز شااده و یا پروتئین و آنزیم

 یهااااز الگو  یکاا ی  نیتیککنند.  به بیرون از سلولهایشان ترشح می
در دیواره ساالولی که  یا یک القاگر است    اتوژنمرتبط با پ  یمولکول

. شودها دیده میها و قارچبرخی اوومیست  بویژهها  پاتوژنبرخی از  
 که  است  یسمریو غ  ریپذبیتخر  ستیز  مریپل  کی  مولکول کیتین

توسااط   ساااخته شااده اساات و  4ینمآگلوکزلیاست  –N  یهااز واحد
 Esteban) اندبه هم مرتبط شااده β(1-4)یدیکوزیگل یهاوندیپ

et al., 2000, Cuesta et al., 2003, Elie et al., 2018 .) 

دیگااری ماننااد متعاادد    ی مولکااولیهاااعلاوه بر کیتااین، الگو
توسااط ها، کیتوزان، فلاژلین و ... نیز وجود دارند کااه پپتیدوگلیکان

 یاهیاا سااطح ساالول گ( در PRRs) 5 الگااو صیتشخ یهارندهیگ

بااا شناسااایی  (.& Zipfel, 2016 Couto) شااوندماای ییشناسااا
هااای دفاااعی خاصاای در درون های مرتبط با پاتوژن، واکنشالگو

های فعااال شااوند. تولیااد گونااههای گیاه میزبان فعااال ماایسلول
کننااده هااای کدباارداری ژن، تحریااک نسااخه(ROS)6اکساایژن 
های ضد میکروبی، بیوسنتز اتیلن و تحریک آبشار پروتئین پروتئین

هااای دفاااعی تاارین واکنش، از مهم7ژنوسااط میتااوهااا تنازکی
 ,Asai et al., 2002شااوند )های گیاااهی محسااو  میساالول

., 2004et al Nürnberger.) 
 هااا،میزبان در مواجهه با حمله پاااتوژن  اهیگ  یهااز پاسخ  یکی

 et alNavarro ,2004 ,.دفاااع اساات ) باااماارتبط  یهاژن انیب

., 2006et alZipfel .) یهااایناز پااروتئ یه کااوچکروگ اهانیگ 
 را سنتز  8(PRs)  ییزایماریمرتبط با ب  یهانیناهمگن به نام پروتئ

 
1. Systemic acquired resistance 

2. Stimuli 

3. Pathogene- associated molecular pattern 
4. N-Acetylglucosamine (GlcNAc) 

5. Ptteren recognition receptors 

6. Reactive oxigen species (ROS) 

7. Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

8.Pathogenesis-related 

مقابلااه   هاااتنش ناشی از حمله پاااتوژنو با استفاده از آنها با    کرده
هااا (. ایاان پروتئین Strien, 1999Van loon & Van)کنند یم
در   یو نقااش مهماا   شااده  دیاا تول  یماااریب  طیطور خاص در شاارابه
. باار (Saboki & Singh, 2011)ند کنیم فایا یماریبه ب قاومتم

بااه  PRهااای اساس خصوصیات بیوشیمیایی و ساختمانی، پروتئین
شوند. در این بندی میخانواده پروتئینی با عملکرد متنوع دسته  17

 3و  β 1-ناشناخته، برخی نقااش  های این پروتئینبندی، بعضطبقه
هااای شاابیه پااروتئین تینازی، تعدادیبرخی عملکرد کی گلوکانازی،

پراکسیدازی و برخی دیگر نیز در گااروه   ای فعالیتها، عدهتوماتین
  .(van Loon et al., 2006) ها هستندتیونین

ای کنناادههااای هیدرولیز، آنزیم(E.C 3.2.1.14) هاااکیتیناز
دهنده هااا از جملااه کیتااین تشااکیلهستند که سبب هضاام کیتین
در   یاطور گسااتردهبااهو  شااوند  هااا میدیواره سلولی برخی از قارچ

هااا و ها، جااانوران، ویروس ها، قارچمثل باکتریمختلف    موجودات
 هااین آنزیم  .(Rawat et al., 2017) شوندگیاهان عالی دیده می

دهند، اما در شاارایط در شرایط طبیعی سطح بیان پایه را نشان می
طور هااای غیرزنااده، بیااان آنهااا بااهبیماااری و بااروز برخاای تنش

 هااا،یابد که در نتیجااه بیااان ایاان پااروتئینچشمگیری افزایش می
 ,.Návarová et al) شااودیمالقاااء  کیستمیس یمقاومت اکتساب

ف مختلاا   یهادر اناادام  یاطور گسااتردهبه  هااین پروتئین  .(2012
، زایماریتوسط عوامل بآلودگی  از    پسد و  نوجود دار  عالی  اهانیگ

 .(Bravo et al., 2003) دنشویو انباشته م دیبه سرعت تول
پس از حماالات پاااتوژن،   اه،یاومت گمق  سمیبسته به نوع مکان

و ( 2O-) دیسوپراکساا  آزاد یهاااکالیراد ژهیوبااه ROS9تجماا  
تااا از رشااد   اباادییم  شیسرعت افزا، به2O2(H(  دروژنیهدیپراکس

اکساایدان، هااای آنتیآنزیم  .به عمل آید  یریها جلوگپاتوژن  شتریب
ها هستند. گیاهان عالی از ROSاولین راه دفاعی در برابر صدمات  

، آسااکوربات (CAT)اکسیدان از قبیاال کاتااالاز  چندین آنزیم آنتی
هااای آزاد اکساایژن آوری رادیکالباارای جماا  (APX)پراکساایداز 
آناازیم  (.Schutzendubel & Polle, 2002)کننااد اسااتفاده می

هیدروژن نقش دارد و آنزیم اثرسازی پراکسیددر جذ  و بی  کاتالاز
ن دهنااده عنواپراکساایداز بااا اسااتفاده از آسااکوربات بااهرباتآسکو

 . (Asada, 1992)کند هیدروژن را به آ  احیا میالکترون پراکسید

مرتبط   یهاعنوان ژنبه  هانازیتیکه ک  دهندتحقیقات نشان می
 Abeles) کنندیعمل م نیتیک یحاو یهابا دفاع در برابر پاتوژن

et al., 1971). ،در پاسااخ بااه  هااانازیتیکبیااان سااطح  برای مثال

 
9. Reactive oxigen species  



 ... ینیزمبیس اهیگ یدفاع نازیتیک یهاژن یبرخ انیب رییتغ و  دانیاکسیآنت یهامیآنز یبرخ تیفعال یبررسمکاران: و ه فرامرزی جعفربیگلو 46
 

 Que et al., 2014; Roby)یابد می شیافزا هاپاتوژن  هایهحمل

et al., 1988) .فرنگی، مطالعات نشان دادند کااه در میااوه گوجااه
ی کیتینازهای مختلف در جریان آلودگی به های کدکنندهبیان ژن

Alternaria alternata  پیاادا کاارتغییر( دCota et al., 2007) 
در تحقیقی دیگر، نقش خانواده ژنی کیتینازها در شاارایط بیماااری 

ژن   33قارچی گیاه کلزا مورد بررساای قاارار گرفاات و در مجمااوع  
ی کیتینازها شناسایی شدند که بر اساااس وجااود دومااین کدکننده

شاادند.   بندیگروه دسته  5ها در  حفاظت شده در آنها، این پروتئین
(Chen et al., 2018). 

خانواده پااروتئین هااای متصاال شااونده بااه کیتااین در   بررسی
، در مجمااوع ژنااوم  یروش جستجو  کیبا استفاده از  لم  خانواده ک

ند. همچنین نتایج مطالعااه اخیاار شد  ییشناسا  نازیتیژن ک  20تعداد  
هااا و در بافت  در کلاام  ینااازیتیک  یهاااخااانواده ژننشان داد کااه  

 انیاا ب،  مختلف  ار تنشتحت چهو    شوندیم  انیمختلف ب  یهااندام
چنین تجزیه هم .(Zhu et al., 2020) از خود نشان دادندمتفاوت 

نسکریپتوم در گیاه نیشااکر نشااان یابی تراهای توالیو تحلیل داده
در  I-VIهااای هااای کیتیناااز متعلاالا بااه کاالاس نداد که بیااان ژ

های سااازگار و ناسااازگار در جریااان آلااودگی بااه بیماااری ژنوتیپ
 تغییر پیدا کردند Sporisorium scitamineumسیاهک توسط 

(Su et al., 2015).  ژن  43محققان در ژنوم گوجه فرنگی تعااداد
ی گلیکولیزهیاادرولازهای هاکننده کیتینازهای متعللا به خانوادهکد

را شناسااایی کردنااد کااه  (GH18, GH19) 19و  18های خانواده
هااای هااای مختلااف و در بافتمیزان بیااان آنهااا در شاارایط تنش

 .(Cao & Tan, 2019)داری متغیر بود طور معنیمختلف به
 تیاا از اهم( .Solanum tuberosum L) یناا یزم بیساا  گیاه
اساات و از نظاار  ساار جهااان برخااوردار در ساارتا ایویژه یاقتصاد

اهمیت در تولید و تغذیه بشر پس از باارنج، گناادم و درت در رتبااه 
. به دلیاال گسااتردگی (Muleta & Aga, 2019)چهارم قرار دارد 
و   ییایاا تر، باکیقااارچ  یهااایماریاز ب  یعیوساا   فیطسطح کشت،  

 به این گیاه حمله کرده و سبب افاات شاادید عملکاارد آن  یروسیو
بااا توجااه بااه نقااش  .(Abd Elhamid et al., 2010) گردندمی

این پژوهش با هدف بررسی میزان کیتین به عنوان یک الیسیتور،  
چنااین فعالیاات های کدکننده کیتینازها و هاامکلاس از ژن  4بیان  
 1اکسیدان در شرایط القااای کیتااین، در رقاام جلاایهای آنتیآنزیم

 عنوان یک رقم متحمل به بیماری، انجام شد.سیب زمینی، به

 
1. Jelly  

 شناسی پژوهش روش

شناسایی خانواده ژنی و آناالیز بیوانفورمااتی ی کیتینااز 

 سیب زمینی

هااای برای شناسایی خانواده ژناای کیتیناااز، پااس از دریافاات توالی
هااای گوجااه فرنگاای، پروتئیناای کیتینازهااای مربااوی بااه گیاه

، تااوالی مااورد توافاالا NCBIآرابیدوپسیس و تنباکو از پایگاه داده  
، انجام شد. توالی DNAstarفزار  حاصل از همردیفی، توسط نرم ا

عنوان ورودی علیااه بااه  Phytozomeمورد توافلا در پایگاااه داده  
همردیف شد و در   tBLASTnژنوم گیاه سیب زمینی، توسط ابزار  
کننااده کیتیناااز های کاندید کدنهایت نتایج همردیفی به عنوان ژن

هااای شااناخته و نامگااذاری شاادند. باارای تاییااد حضااور دومین
هااای چنااین دومااین اتصااال بااه کیتااین در توالییتیکی و همکاتال
استفاده شد.   CDDو    SMARTو    pfamهای  پایگاهنظر، از  مورد

های زیستی های انتخابی در شرایط تنشبررسی تغییرات بیان ژن
هااای ترنسااکریپتومی موجااود باارای با اسااتفاده از مجموعااه داده

زمینی در پایگااااااااااااااااااااه داده سااااااااااااااااااایب
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra )SRA  .انجااام شااد

 CLCافاازارهااای ترنسااکریپتوم توسااط نرمپااس از آنااالیز داده

Genomicswb20 هااایی کااه در ، از هر کلاس ژن کیتیناااز، ژن
شرایط تلقیح با قارچ، بیان بالایی داشتند، برای بررسی میزان بیان 
ژن در شرایط تلقیح کیتین انتخااا  شاادند. بااه منظااور شناسااایی 

هااای کیتیناااز انتخااابی و ناصر تنظیمی در نواحی پرومااوتری ژنع
جفت باز   1500نش زنده،  نقش احتمالی آنها در ایجاد مقاومت به ت

در بالادست هر ژن در نظاار گرفتااه شااد و بااا اسااتفاده از پایگاااه 
 (https://www.dna.affrc.go.jp/PLACEاطلاعااااااتی )

PLACE  ساای ساااختار مورد تجزیه تحلیل قرار گرفت. جهت برر
های کیتیناز، و ارتبااای و اینترونی ژنژن و پراکنش نواحی اگزونی  

اسااتفاده   TBtoolsز اباازار بیوانفورماااتیکی  آن با میزان بیان ژن ا
 شد. 
 

 کشت و اعمال تنش

زمینی، هااای ساایبتاارین کیتینازبه منظور ارزیابی نحوه بیان مهم
ر در گلخانااه آزمایشی در قالب طرح کاملاً تصااادفی بااا سااه تکاارا

دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان اجرا شد. باارای ایاان منظااور، 
های حاااوی پاارومیکس و در گلدانهای کوچک سیب زمینی  غده

گراد در گلخانااه بااا درجااه سااانتی 20پرلیاات کشاات و در دمااای 
داری شاادند. درصااد، نگااه  70ساعته و رطوباات    14-12فتوپریود  
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هفتااه از رشااد   5از گذشاات  های گیاااه پااس  تلقیح کیتین به برگ
های بسیار نازک در سطح زمینی انجام شد. برای تلقیح، شیارسیب

 روی g/ mlμ 150ده و محلول کیتااین بااا غلظاات برگ ایجاد ش

باارای تیمااار  (Mohammadi et al., 2020) ها اسپری شدبرگ
هااا شاهد نیز به جای محلول کیتین از آ  مقطر استفاده شد. برگ

ها باارای انجااام برداری از برگو نمونهشیده شدند  توسط نایلون پو
ورت ساااعت پااس از اعمااال تیمااار، صاا   48مراحل آزمایشااگاهی،  

 . (Samet et al., 2018) گرفت
 

 اکسیدانگیری فعالیت آنزیم آنتیاندازه

اکسیدان، برای های آنتیبه منظور اندازه گیری میزان فعالیت آنزیم
یاات م اسااتفاده شااد. میاازان فعالگیری از بافر فسفات پتاسیعصاره

 ,Aebi)( اناادازه گیااری شااد 1984اباای ) آنزیم کاتااالاز بااا روش 

نااانومتر   240های آنزیماای در طااول مااو   و قرائت نمونه  (1984
گیری فعالیاات آناازیم آسااکوربات صااورت گرفاات. باارای اناادازه

( اسااتفاده شااد 1981پراکساایداز از شاایوه نامااه ناکااانو و آسااادا )
(Nakano & Asada, 1981) هااا در طااول مااو  و قرائت نمونه

آوری هااای جماا های آماااری دادهانجام گرفت. آنالیزنانومتر    290
انجااام شااده و مقایسااه  SAS. v 9افاازار شااده بااا اسااتفاده از نرم

ای دانکن در سطوح احتمال ها بر اساس آزمون چند دامنهمیانگین
 پنج درصد و یک درصد صورت گرفت. 

 

 های کیتینازیبررسی بیان ژن

یست و بر اساس  کل توسط کیت تجاری دنا ز   RNAاستخرا   

شیوه نامه شرکت سازنده صورت گرفت. تعیین کیفیت و کمیت  
RNA    با استفاده از اسپکتروفتومتری و الکتروفااورز ژل آگااارز

 Thermo Fisher، توسااط کیاات  cDNAانجام شااد. ساانتز  

Scientific   صااورت  نامااه شاارکت سااازنده  و بر اساااس شاایوه
هااای  تجزیه و تحلیل های کیتیناز بر اساس  ژن   گرفت. انتخا  

یااابی مربااوی بااه  هااای تااوالی بیوانفورماتیکی و استفاده از داده 
هااای  ترانسکریپتوم گیاه سیب زمینی در شرایط تلقیح بااا قااارچ 

هااای داده صااورت گرفاات. در هاار  کیتین دار موجود در پایگاه 
ند که میزان بیان  تخا  شد هایی ان کلاس ژنی از کیتینازها، ژن 

های همولوگ همان کلاس داشتند.  ایر ژن بالاتری نسبت به س 
(، آغازگرهااای اختصاصاای، باار  1های انتخابی )جدول  برای ژن 

  Primer-BLASTبه کمک نرم افزار    CDSاساس توالی  
طراحاای و نامگااذاری شاادند. واکاانش    Oligo analyser  و 

Real-time PCR   هااای  دما   باار اساااس برنامااه زمااانی و
  Rotor Gene  و توسااط دسااتگاه   2ول  مشخص شده در جد 

هااا در سااه  باارای هریااک از ژن   QIAGENساخت شاارکت  
های سااریالی باارای هاار  تکرار فنّی انجام شد. بر اساس غلظت 

یک از ژنهای انتخابی با استفاده از آغازگرها اختصاصی )جدول  
صورت گرفاات کااه در همااه مااوارد میاازان    PCR( واکنش  1

یاان رو،  ا   ( بااود. از % 85-% 110در محدوده قابل قبااول )   کارایی 
،  Ct∆∆ها با شاهد با استفاده از روش  مقایسه میزان بیان ژن 

 ,Livak & Schmittgen)   معااروف بااه روش لیااواک 

هااا، از  صورت گرفت. برای مقایسااه میاازان بیااان ژن (  2001
 استفاده شد.   1و در سطح احتمال    tآزمون  

 
 های مختلف ژن کیتیناز سیب زمینیرای بیان کلاس ای طراحی شده بهتوالی آغازگر .1 جدول

طول قطعه  

(bp ) 
 ( 5´- 3´توالی آغازگر )

نام 

 آغازگر 
 دسترسی ژنومی 

نام 

 ژن

218 
TTGCCAGAGCTAGTGTTGTGATA 

CAGCAATTTTCCTTTTACAGCCA 
F_Ch1 
R_Ch1 

Soltu.DM.10G017450 CH1 

115 GGGCACAACCATTCCTCAGT TCTAGGAGACAAGCCACCAC 
F_Ch2 
R_Ch2 

Soltu.DM.11G026160 CH3 

149 
GGTCCCGGTCCTTCAGAG 
CAGGAAAAGACCAAGCAGCA 

F_Ch4 
R_Ch4 

 
Soltu.DM.10G017290 

CH4 

150 
ACAGAATCGTGCCACAACAG 
CACGCAAAGTAACCACGCAA 

F_Ch5 
R_Ch5 

 
Soltu.DM.07G000200 

CH5 

101 ATTGGAAACGGATATGCTCCA TCCTTACCTGAACGCCTGTCA 
F_elf 
R_elf 

NM_001288491 elf1-α 
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 های کیتیناز مختلف گیاه سیب زمینی پس از تیمار کیتینبرای بررسی بیان ژن  Real Time PCRبرنامه دمایی واکنش  .2 جدول

 اجزاء  دما )درجه سانتی گراد(  زمان تعداد چرخه

 دناتوره سازی اولیه 95 دقیقه   15 1

 دناتوره سازی  95 ثانیه  30 40

 اتصال 60 ثانیه  30 40

 تکثیر 72 ثانیه  30 40

 منحنی دو   55  -95 درجه   5/0ثانیه    5هر   1

 

 های پژوهش یافته

های کیتیناز انتخابی، از قبیاال کاالاس پروتئیناای،  خصوصیات پروتئین 
  2طول ژن، طول پروتئین و نقطااه ایزوالکتریااک پااروتئین در جاادول  

نشان داده شده است. کمترین اندازه وزن مولکولی پروتئین، مربوی به  
کیتیناااز و بیشااترین اناادازه وزن مولکااولی   IVهااای کاالاس پروتئین 

در بین کیتینازها اساات. باار اساااس    Vهای کلاس  مربوی به پروتئین 
دارای میزان شااباهت   IVو  Iهای کلاس  های موجود، کیتیناز گزارش 

  19بالایی با هم هستند و در گروه گلیکوزیل هیاادرولازهای خااانواده 
 (GH19 )   س پروتئینی دارای یک دومین غناای  قرار دارند. این دو کلا

خااود هسااتند. اناادازه وزن    ( N)   از سیسااتئین در انتهااای ساار آمیناای 
بطااور قاباال تااوجهی کااوچکتر از    IVهااای کاالاس  مولکولی پروتئین 

 Fukamizo, 2000, Patilباشااد ) می   Iهای کیتیناز کلاس  پروتئین 

et al., 2000  .)pH   ده  و هااای کیتیناااز در محااد ایزو الکتریک پروتئین
ایزوالکتریااک بیااانگر تنااوع در    pHقاارار دارد. دامنااه    9/ 3تااا    5/ 9

(. باار  1باشااد) جاادول خصوصیات اسیدی و بازی پروتئین کیتیناااز می 
هااای یوکاااریوتی در  در داخل بیشتر ساالول   pHاساس مطالعات دامنه  

دهنااد  ها نشان می (. گزارش Felle 2001می باشد)   7/ 2-7/ 5محدوده  
ناحیه آپوپلاست اسیدی و در حاادود    pHسیتوسول قلیایی، اما    pHکه  
(. با توجه به اینکه کیتینازهااا هاام در داخاال  Felle 2001است )   6-5

سیتوسول فعال هسااتند و هاام دارای ساایگنال پپتیااد بااوده و لااذا بااه  
  pHشوند، لذا چنااین دامنااه فعااالیتی در محاادود آپوپلاست ترشح می 

 بینی و قابل قبول است. برای آنها قابل پیش    2جدول 

 های کدکننده کیتینازهابررسی سطح بیان ژن

 Iدر ایااان پاااژوهش، تغییااارات بیاااان ژن کیتینااااز کااالاس 
(Soltu.DM.10G017450) کااااااااااااااااااااااالاس ،III 
(Soltu.DM.11G026160) کااااااااااااااااااااااالاس ،IV 
(Soltu.DM.10G017290 ) و کاااااااااااااااااااااالاسV 
(Soltu.DM.07G000200) با اسااتفاده از روش ،Real-Time 

PCR  بررسی قرار گرفت. نتااایج بیااانگر اثاار گااذاری القااای   مورد
 (.1کیتین بر سطح بیان هر چهار کلاس کیتینازی بود )شکل 

شااود، هاار کاادام از  دیااده ماای   1همااانطوری کااه در شااکل  
های ژن کیتیناز، سطح بیان متقاوتی را در شرایط القاء کیتین  کلاس 

یب مربوی بااه  نشان دادند. بیشترین و کمترین میزان بیان ژن به ترت 
  IIIو کیتیناز کلاس    I   (Soltu.DM.10G017450 )کیتیناز کلاس  

 (Soltu.DM.11G026160 )   بود. در مطالعات انجام شده، بااا فااوق
در گیاه چای، میزان مقاومت گیاه به قااارچ    Iبیان ژن کیتیاز کلاس  

 ,.Singh et alافاازایش یافاات )   blister blightعاماال بیماااری  

ژوهشی که برای بررسی مقاومت گیاااه باارنج  چنین در پ (. هم 2015
ژن    Iانجااام شااد، کاالاس    A. flavusو    late leaf spotبه قااارچ  

کیتیناز در پاسااخ بااه شاارایط بیماااری افاازایش بیااان داشااته اساات  
 (Prasad et al., 2013 ( ماارادی و همکاااران .)در تحقیقاای  2016 )

  48ه ، د کااه در ایاان گیااا که روی گیاه خیار انجام دادند، نشان دادناا 
افاازایش    Sphaerotheca fuligineaساعت پااس از تیمااار قااارچ  

  ژن کیتیناز صورت گرفت.   IIIناچیزی در میزان بیان کلاس  

 
 های مختلف کیتیناز سیب زمینیهای ژنی و پروتئینی کلاس ویژگی .3جدول 

 ایزوالکتریک  pH ( a.a)  طول پروتئین ( bp)  نوکلئوتیدیطول توالی  کلاس  نام ژن

Soltu.DM.10G017450 I 999 250 30/9 

Soltu.DM.11G026160 III 924 308 9/5 

Soltu.DM.10G017290 IV 1714 122 89/6 

Soltu.DM.07G000200 V 2558 377 07/9 

 

 



 49  ( 43-53)  1402پاییز م، وس، پیاپی چهل و میکسیزدهم، شماره  فناوری گیاهان زراعی، سالعلمی زیست مجله   
 

**

ns

**

**

0

1

2

3

4

5

6

7

CH1 CH3 CH4 CH5 Control

  
  

  
   

  
   

  
   

  
 

                             
  1در سطح  tط آزمون مقایسه میزان بیان با شاهد توس زمینی در شرایط القای کیتین.های گیاه سیب کیتیناز در برگهای ژنتغییرات بیان  .1شکل 

ها های بالای هر کدام از ستون: شاهد. میلهV ،control : کلاس IV، CH5: کلاسIII، CH4: کلاس I ،CH3: کلاس CH1درصد صورت گرفته است. 
 د. دهنرا نشان می (SD±)ها مقادیر انحراف استاندارد میانگین

 

چنین در تحقیقی که روی برگ خردل انجام شد، مشخص هم
 ساعت پس از تلقیح بااا قااارچ 48کیتیناز  IVکه بیان کلاس شد 

 Alternaria 2017 ,.(افاازایش یافااتet alRawat ( بیااان .
های کیتینازی در مواجهااه بااا پاااتوژن در گیاااه آرابیدوپساایس ژن

 IVبررسی شد. نتایج این مطالعه نشان داد کااه رونوشاات کاالاس 
نباشته شااد. ایاان کیتیناز پس از تلقیح با قارچ به سرعت در برگ ا

موضوع نشان داد که این کلاس ژنی از کیتینازها در وقااای  اولیااه 
 .(1997et al ilianeL ,.) واکنش فوق حساساایت دخالاات دارنااد

های گیاهی، موجب بعلاوه مشخص شده است که جراحت به اندام
های گیاااه خااردل تحریک پروموتر ژن کدکنندهی کیتیناز در برگ

ها به این دلیل است که پروموتر ر این ژنشود. تحریک پروموتمی
در گیاااه مااذکور دارای عناصاار تنظیماای باارای  IVژن کیتیناااز 

 Van loon)باشااد ، جاسمونیک اسید و زخم میسالیسیلیک اسید

et al., 2006.) های کیتیناز کلاس ژنV  بیشااتر در فرآیناادهای
 Kopparapu et al., 2011; Santos) رشد و نمو درگیر هستند

et al., 2004.)  با توجه به اینکه افزایش استقامت گیاااه، راه حاال
آید، افاازایش بیااان ایاان کلیدی برای مقابله با پاتوژن به شمار می

های مربوی بااه آن در شاارایط حملااه کلاس ژنی و تولید پروتئین
 رسد.پاتوژن و تلقیح کیتین توسط گیاه ضروری به نظر می

ی پروموتری ی شده در نواحبا توجه به عناصر تنظیمی شناسای
هاااای مختلاااف ژن کیتینااااز سااایب زمینااای در پایگااااه کلاس 
، /PLACE https://www.dna.affrc.go.jp/PLACEداده
را به تعداد کمتر  IIIژن کلاس  توان یکی از دلایل بیان پایینمی

عناصر تنظیمی در پروموتر این کلاس ژنی مرتبط دانست )شااکل 
بر تعااداد زیاااد عناصاار   علاوه  Iکلاس    (. بیان بالای کیتینازهای3

هااای آن نیااز تواند به کوتاه بودن طول ژن و اینترونتنظیمی، می
های مرتبط بااا تاانش، حاااوی طور کلی ژنبستگی داشته باشد. به

(. البتااه در Jeffares et al., 2008های کمتری هسااتند )اینترون
رغم علاای V(Soltu.DM.07G000200)ژن کیتیناااز کاالاس 

بعلت فراوانی خیلاای زیاااد عناصاار تنظیماای در   زیاد اینترون،طول  
 IIIنااواحی پرومااوتری، بیااان بیشااتری را نساابت بااه کاالاس 

 (Soltu.DM.11G026160 )    وIV  (Soltu.DM.10G017290 ) 
 (.2مشاهده شد )شکل 

 

 اکسیدانهای آنتیفعالیت آنزیم

های سیب زمینی رقم متحمل به بیماری جلی توسط  القاء برگ 
های آنتی اکسیدان دخیل  میزان فعالیت آنزیم تاثیری بر    کیتین 

  48در فرآیند دفاعی نداشاات. باار اساااس نتااایج ایاان مطالعااه،  
هااای  ساعت پس از اعمال تیمار کیتین، میاازان فعالیاات آناازیم 

آنتاای اکساایدان کاتااالاز و آسااکوربات پراکساایداز نساابت بااه  
در    (. 3های شاااهد تفاااوت معناای داری نداشاات )شااکل  نمونااه 

( فعالیاات  2016شده توسط مرادی و همکاااران )   پژوهش انجام 
ساعت پس از تلقیح بااا    48آنزیم کاتالاز در گیاه سیب زمینی،  

هااا و  کیناز   .قارچ تغییر معنی داری نسبت به شاهد نشااان نااداد 
ها  های رونویسی در انتقال سیگنال غیر اختصاصی قارچ فاکتور 

هااای دفاااعی  نقش دارنااد کااه در نهایاات منجاار بااه بیااان ژن 
شوند. با این حال مکانیساام دفاااعی مسااتقل از رونویساای،  می 

های کلیدی دیگری بستگی داشته  ممکن است به تنظیم کننده 
های ایجاااد شااده حاصاال از  باشد. یکی از این عوامل، سیگنال 

 باشد. ها می ROSتجم   
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های کیتیناز در سمت چپ و نواحی اگزون و  ظیمی مرتبط با بیماری در نواحی پروموتر ژن انتخابی این مطالعه. عناصر تنهای کیتیناز ساختار ژن  .2شکل 

 های کیتینازسیب زمینی انتخابی در سمت راست نشان داده شده است. اینترون در ساختار ژن 
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  1در سطح  داریꟷف لاتین مشابه عدم معنیسیدان در گیاه سیب زمینی. حرواکهای آنتیمقایسه میانگین اثر تلقیح کیتین بر فعالیت آنزیم .3شکل 

 : آسکوربات پروکسیداز. APX: کاتالاز، CATدهد. درصد با آزمون دانکن را نشان می 

 
اولااین واکاانش گیاااه در شاارایط   2O2Hها مثاال  ROSتجم   

هااای شود. مولکولمیهای مختلف در گیاه میزبان محسو   تنش
ROS  نوان یک عامل عتشکیل شده در این مرحله ممکن است به

بااا ایجاااد اتصااالات   2O2Hچنااین  ضد میکروبی عمل کننااد. هاام
های دیواره سلولی در تقویاات دیااواره ساالولی عرضی بین پروتئین

کنااد. گیاهااان بااا اسااتفاده از ایاان روش، دسترساای شاارکت می
کننااد توپلاساات گیاااهی محاادود میهای قارچی را بااه پروپاتوژن

)Huckelhoven, 2007( .دهند که آسکوربات ن میمطالعات نشا
هااای Cآپوپلاستی برای رشد و دفاااع گیاااه مهاام اساات، ویتااامین

هااای میکروسااکوپی را بصااورت جهااش یافتااه یکسااری زخاام 
های مرتبط با پاتوژن کنند که باعث بیان ژنخودبخودی ایجاد می

کننااد در براباار عواماال قااارچی را ایجاااد می شااوند و مقاومااتمی
(Pavet et al., 2005).  96با توجه به اینکه در تحقیقات اغلااب 

اکسیدان برای های آنتیساعت پس از آلودگی قارچی فعالیت آنزیم
یابااد های فعااال اکساایژن افاازایش میآوری گونااهکاهش و جماا 

(., 2016et alMoradi )های فعااال ، حضور مقادیر پایه از گونااه
و یااا ساعت پس از حملااه پاااتوژن    48اکسیژن در ساعات اولیه تا  

هااای های آزاد بر بیان ژنتلقیح کیتین، به دلیل اثر مثبت رادیکال
دفاعی و همچنین محافظت از گیاه در مقابل نفود پاتوژن، منطقی 

 رسد.به نظر می
 

 ها نتیجه گیری و پیشنهاد
ه، مشااخص اساات کااه بیااان هااای ریزآرایاا داده  بر اساس بررساای

ت پس از تلقاایح بااا ساع  48های کیتیناز در گیاه سیب زمینی،  ژن
ها شوند که این موضوع نشان دهنده نقش مهم آنکیتین فعال می
هااای هااا و اوومیسااتهای زیستی به ویژه قااارچدر پاسخ به تنش

هااا یکاای از دار اساات. کیتینازبیمارگری با دیااواره ساالولی کیتااین
هااای بیماااریزای گیاااهی موثرترین عوامل زیستی در کنتاارل قارچ

نازها به صورت کاربرد خارجی، برای کنتاارل کپااک هستند. از کیتی
هااا هااا و برگپودری توت فرنگی بااه صااورت اسااپری روی میوه



 51  ( 43-53)  1402پاییز م، وس، پیاپی چهل و میکسیزدهم، شماره  فناوری گیاهان زراعی، سالعلمی زیست مجله   
 

چنین برای کنترل بیماری قااارچی در گیاااه استفاده شده است. هم
های اپیدرمی کولئوپتیل جو نیااز ت ریزتزریقی در سلولجو به صور

هااا و قارچ  کاربرد دارد. کیتین، ماده اصاالی دیااواره ساالولی برخاای
ها بااا تجزیااه کیتااین موجااود در دیااواره ها است. کیتینازاوومیست

سلولی، باعث حفاظت از گیاه در برابر حملااه قااارچ و جلااوگیری از 
د آناازیم کیتیناااز فرآیناادی شوند. تولیاا ها میگسترش آن در بافت

بر است، ضمن انکه حفظ و نگهداری ساختار آنزیم مشکل و هزینه

زی آن مشااکل اساات، از ایاان رو اسااتفاده از ایاان و فعالیت کیتینا
پذیر ها به صورت محلول پاشی تقریبا و در حال حاضر امکانآنزیم
توان از محلااول پاشاای با توجه به نتایج پژوهش حاضر، می نیست.

های کیتیناز و مقابله با پاتوژن استفاده کاارد. تین برای القای ژنکی
هااای سی ژنتیک، ژنهای مهندهمچنین می توان به کمک روش 

پاسخ دهنده در اثر القای کیتین را همسانه سااازی نمااود و از انهااا 
 برای ایجاد گیاهان تراریخت مقاوم به بیماری استفاده نمود.
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