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) يكي از مهمترين گياهان زراعي .Triticum aestivum Lگندم نان (
گيرد. مطالعات   هاي زيادي قرار مي اتوژنباشد كه در معرض پ در جهان مي

هاي  ها نشان داده است كه علاوه بر ژن قبلي در ارتباط با الگوي بيان ژن
هاي دفاعي ديگري  ها در گندم، ژناصلي ايجادكننده مقاومت به بيماري

يابد. در اين نيز تظاهر مي S-Like RNaseهاي ازجمله ژن كدكننده آنزيم
در مقابله با انواع  ،S-Like RNaseژن  سي الگوي بيانمنظور برر تحقيق به

هاي قارچي گندم، مطالعات بيوانفورماتيكي و آزمايشگاهي انجام  بيماري
آرايه با تيمار  ريز  شد. در مطالعات بيوانفورماتيكي چندين كتابخانه

هاي قارچي فوزاريوم، بادزدگي و زنگ نواري گندم بررسي شدند و   بيماري
زمان (صفر  8در  S-Like RNaseآزمايشگاهي سطح بيان ژن  در مطالعات

ترين روز) بعد از آلودگي با بيماري سپتوريوز برگي يكي از مخرب 6تا 
و حساس فلات با استفاده  Wangshuibaiهاي گندم در رقم مقاوم بيماري

گيري شد. نتايج اين تحقيق نشان داد  كمي اندازه نيمه RT-PCRاز روش 
هاي قارچي در ارقام مقاوم بسته  ژن در اثر آلودگي با بيماري كه بيان اين

ساعت اوليه بعد از آلودگي افزايش  24به نوع بيماري و رقم حداكثر در 
مقاومت عليه  ايجاد در ژن اين گفت توان به اين نتايج مي توجه يابد. بامي

ننده هاي اصلي ايجادكدارد و در كنار ژن سزاييبه هاي قارچي نقش بيماري
مقاومت باعث تشديد، حفظ و بهبود مقاومت خواهد شد. همچنين نتايج 

ژن، هويت ژن مربوطه را مورد  بلاست نوكلئوتيدي توالي اين ژن در بانك
 قرار داد. تأييد

 
 S-Like RNase، Triticum ،هاي قارچي بيماري كليدي: هايواژه

aestivum، تظاهر ژن 

 

Bread wheat (Triticumaestivum) is one of the most 
important world food crops that are exposed to many 
pathogen. During the previous expression-profiling 
experiments, in addition to major resistant genes to disease in 
wheat, some defense-related genes such as S-Like RNase gene 
have been identified. Here to study expression pattern of this 
gene in several fungal wheat diseases, some bioinformatics 
and laboratory studied were performed. In bioinformatics 
studies, several microarray libraries infected with Fusarium, 
Spike blight and Stripe rust were considered. In laboratory 
experiments Septoria tritici bloth was studied. So the level of 
expression was measured at 8 time interval, from 0h to 6 days 
after inoculation by Mycosphaerella graminicola in 
Wangshuibai as a resistant wheat cultivar and Falat as a 
susceptible wheat cultivar by semi quantitative reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). The results 
show that the maximum expression of this gene, depending on 
types of disease and resistant cultivars, is obtained up to 24 
hours after the inoculation. Thus, according to this results it 
can be concluded that this gene plays an important role in 
resistance to diseases and ,along with the main gene, increase 
and maintain resistance to many fungal diseases in wheat. 
Also this gene was confirmed by Nucleotide Blast. 
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2Bمقدمه 

ترين م) يكي از مه.Triticum aestivum Lگندم نان (
هاي  باشد كه در معرض پاتوژن گياهان زراعي در جهان مي

هاي گيرد. بر اساس آمار منتشرشده، بيماري  زيادي قرار مي
 شوددرصد از توليدات گندم مي 35گياهي منجر به كاهش 

)Kia and Torabi,2008(ن در . دفاع گياه در برابر پاتوژ
هاي در گير در نتيجه خصوصيات دفاعي ساختاري و بيان ژن

باشد. مطالعات نشان داده است كه گياهان داراي مقاومت مي
طور اختصاصي  ه) هستند كه بRهاي مقاومت اختصاصي (ژن

) متناظر با آن است avrزاي ( پاتوژني را كه داراي ژن بيماري
اساس مطالعات  . بر)Agrios, 2005( كنندرا شناسايي مي

هاي موثر در ايجاد مقاومت به شده جهت شناسايي ژن انجام
نشان داده است  cDNA-AFLPها از طريق تكنيك بيماري

ژني، در طول  كه علاوه بر اين نوع مقاومت اختصاصي يا تك
يابد  ها افزايش ميپاسخ مقاومت گياه تظاهر تعداد زيادي از ژن

)Adhikari et al.,2007 ها در الگوي بيان اين ژن). تفاوت
در ارقام مقاوم و حساس پس از آلودگي با بيماري ممكن است 

هاي مقاومت به بيماري در گندم نقش اصلي را در مكانيزم
 داشته باشد.

هايي از جمله ژن S-Like RNaseژن كدكننده آنزيم 
باشد كه در اثر آلودگي گياه با بيماري به ميزان زيادي بيان مي

 S-Likeهاي شود. آنزيم عث ايجاد مقاومت ميشده و با
RNase باشند. گروهي از خانواده ريبونوكلئازهاي گياهي مي

ها هستند كه باند هاي ريبونوكلئاز گروهي از آنزيمآنزيم
ها در دهند. اين پروتئينبرش مي RNAاستر را در فسفودي

باشند. داراي نقش كليدي مي RNAهاي بلوغ انواع مولكول
 T2هاي ريبونوكلئاز، خانواده هاي آنزيمي از زيرگروهيك
ها از قارچ جداسازي شدند ولي بعد از باشند. ابتدا اين آنزيم مي

وسيعي از موجودات يافت شدند. در شرايط  دامنهآن در 
شناخته  S-RNaseصورت  ها بهآزمايشگاهي نقش اين آنزيم

 ها درBariola et al., 1999 .(S-RNaseشده است (
گياهي  خانوادهفرآيند خودناسازگاري گامتوفيتي در حداقل سه 

ها در ). تراوش اين آنزيمHua et al., 2008دخالت دارند (
كند مشابه جلوگيري مي sخامه از رشد دانه گرده حاوي آلل 

)Clarke and Newbigin, 1993 گروه ديگري از .(
 S-Like، به نام T2ريبونوكلئازهاي گياهي در خانواده 

RNase  خوانده شده است. اگر چه وزن مولكولي اين
شباهت دارد اما از لحاظ ساختار،  S-RNaseها با پروتئين

متفاوتند. مشخص شده است كه  S-RNaseبيان و فعاليت با 

باشند و در خود ناسازگاري دخيل نمي فرايندها در اين آنزيم
 ,.Bariola et al)شوندگياهان خودسازگار نيز بيان مي

ها فقط كه بيان آن S-RNaseهاي بر خلاف آنزيم .(1999
در  S-Like RNaseهاي باشد، آنزيممحدود به خامه مي

هاي گياهي و تحت تحريكات محيطي بيان همه اندام
 S-Like). عملكرد Bariola et al., 1999شوند ( مي

RNase  در دو مسير فيزيولوژيكي گزارش شده است: الف) در
واسطه چرخش مجدد فسفات معدني در طي  تغذيه كه به

باشد و ب) در طي پيري يا ديگر مراحل كمبود فسفات مي
ها رشدي شامل مرگ سلولي و دفاع در برابر پاتوژن

)Deshpande and Shankar, 2002 مشخص شده .(
ناحيه  5داراي  S-Like RNaseو  S-RNaseاست كه 

باشند. دو ناحيه مي C1-C5نام  اي بهالعاده محافظت شدهفوق
C2  وC3  مكان هيستيدين فعال هستند كه  3تا  2داراي

 Hillwig et)ها لازم است براي فعاليت كاتاليكي اين آنزيم
al., 2010)هاي . آنزيمS-Like RNase  داراي يك ناحيه

دهندگي  نيز هستند كه اين ناحيه پتانسيل شكاف Nانتهايي 
كند كه اين مي تأييدآميد  آكريل بالا دارد. آناليزهاي ژل پلي

 Hugot et)باشند كيلودالتون مي 22ها داراي وزن پروتئين
al., 2002) . 

بيماري در اين تحقيق نقش اين ژن در ايجاد مقاومت به 
ترين عنوان مخرب به نواري بادزدگي و زنگ ،سپتوريوز برگي

 هاي گندم مورد بررسي قرار گرفت. بيماري
 

3Bهامواد و روش 
5Bات بيوانفورماتيكيمطالع 

جهت بررسي تظاهر ژن در شرايط تنش زنده ابتدا 
هاي ريزآرايه مربوط به بررسي مقاومت گندم  داده  ي ها كتابخانه

 قارچي از سايت  بيماري نان نسبت به
www.ncbi.nlm.nih.gov  قسمتGEO DataSet  با

 :GEO accession)  كتابخانه اول دانلود شد. Cellپسوند 
GSE43706) دو گندم مقاوم  هاي آزمايشي مربوط به داده

)EM0040 و () (EM0168 و گندم حساس)Superb (
 Fusarium graminearum توكسين قارچآلوده شده با 

 24و  8، 3زماني  تيماردر سه  )DON(داكسي نيوالنول 
سه تكرار به همراه نمونه شاهد در  ساعت پس از آلودگي در

 :GEO accession)دوم   انهكتابخ هر تيمار زماني بود.
GSE43706) دو گونه گندم هاي آزمايشي مربوط به  داده

آلوده  )NIL Sو گندم حساس (NIL2) ( ) وNIL1مقاوم (
 IFA-65سويه  Fusarium graminearumقارچ شده با 
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ساعت  72و  24 ،8زماني  تيماردر سه  عامل بيماري بادزدگي
مونه شاهد در هر تيمار سه تكرار به همراه ن پس از آلودگي در

 :GEO accession)  كتابخانه سوم زماني بود.
GSE31753) دو گندم مقاوم هاي آزمايشي مربوط به  داده

)Yr5) و حساس (S yr5 ( و  24، 12، 6زماني  تيماردر چهار
 Puccinia striiformisساعت پس از آلودگي به  48

نمونه شاهد سه تكرار به همراه  ) دربيماري زنگ نواري(عامل 
 در هر تيمار زماني بود.

هاي خام هاي آماري داده منظور بررسي بعد به  در مرحله
 Expression Consoleافزار  آرايه با استفاده از نرم ريز

 .Flexarray (verافزار سازي شدند و با استفاده از نرمنرمال
مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند. در اين  (1.6.2

 05/0 كمتر از p-valueدر  t-testا كمك آزمون برررسي ب
هاي مختلف نسبت  هايي كه در مقابله با بيماري در زمان ژن

به تيمار كنترل افزايش بيان داشتند مشخص شدند. با استفاده 
 گندم  آرايه هاي ريز در چيپ S-LikeRNaseست از پروب

(Ta.30631.1.S1_at) هاي افزايش بيان  از ميان ژن
هاي   در كتابخانه S-Like RNaseگوي بياني ژن داشته ال

 فوق بررسي و نمودار آن رسم شد.
6Bمطالعات آزمايشگاهي 

هاي فلات و  در اين تحقيق از دو رقم گندم، با نام
ترتيب نسبت به بيماري سپتوريوز برگي  ونگشوباي كه به

باشند استفاده شد. جهت ايجاد آلودگي از حساس و مقاوم مي
 .استفاده شد M. graminicolaقارچ  .SA852-2ايزوله 

 PDA )Potatoهاي قارچ روي محيط كشت  ابتدا ايزوله
Dextrose Agarروز در  5مدت  ) كشت داده شده و به

در زير لامپ فلورسنت نگهداري شدند.  ºC 22-18دماي 
هاي رشد كرده به داخل محيط كشت مايع  سپس ميسليوم

YGA )Yeast Glucose Agarند. محيط ) منتقل شد
 ºC18 دور در دقيقه) در دماي 30كشت مايع روي شيكر (

روز گذاشته شد. بعد از اين مدت كه قارچ خوب رشد  5مدت  به
صورت كج روي  ههاي حاوي محيط كشت مايع ب كرد، فلاسك

ساعت گذاشته شدند تا اسپورهاي  3-5مدت  هاي فلزي به پايه
اسپورهاي قارچ رسوب كنند. سپس فاز مايع خالي شده و 

رسوب كرده در آب مقطر حل شده و با استفاده از لام 
ها تعيين  هموسايتومتر در زير ميكروسكوپ ميزان غلظت قارچ

در نظر گرفته  2×106گرديد. غلظت نهايي براي اسپورپاشي 
شد. پس از آنكه سوسپانسيون قارچ به غلظت موردنظر رسانده 

اضافه  20وين قطره ت 10شد، به هر ليتر از سوسپانسيون، 

ها روي ماندن آن گرديد كه باعث چسبندگي اسپورها و باقي
شود. اسپورپاشي بوسيله اسپري  برگ در هنگام اسپورپاشي مي

ساعت  72مدت  دستي انجام شد. بعد از اسپورپاشي، گياهان به
هاي پلاستيكي جهت تامين رطوبت قرار  در داخل پاكت

 72پوشيده شد. بعد از  ها با پلاستيك سياهگرفتند و روي آن
ساعت گياهان از پلاستيك خارج شده و در گلخانه با شرايط 

 16% و حداقل 90-95و رطوبت نسبي  ºC26-22دمايي
از گياهان آلوده و شاهد دو  ساعت روشنايي در روز قرار گرفتند.

، 6، 3، 0هاي هاي برگي در زمانرقم حساس و مقاوم نمونه
روز پس از آلودگي و هر كدام  6ساعت و  72 و 48 ،24، 12

 در سه تكرار گرفته شد و بعد از قرارگرفتن درون فويل سريعاً
براي  -ºC 80وسيله ازت مايع منجمد گرديد و به فريزر هب

 انتقال يافت.  RNAاستخراج 
گرم از نمونه  ميلي 100، حدود RNAمنظور استخراج  به

چيني به كمك نيتروژن مايع در هاون  شده به  گياهي منجمد
ليتري انتقال يافت.  ميلي 2خوبي سائيده شده و به تيوپ 

 RNeasy Mini Kitبا استفاده از كيت  RNAاستخراج 
) انجام شد. تعيين كميت QIAGEN )#74903از شركت 

RNA  استخراج شده با استفاده از روش اسپكتروفتومتري
ورز ها از روش الكتروفمنظور تعيين كيفيت نمونه انجام شد و به

استفاده گرديد.  MOPS 1x درصد در بافر 3/1ژل آگارز 
شده از برگ در شكل  استخراج RNAاي از الكتروفورز نمونه

دهنده  نشان s28و  s18آورده شده است. تفكيك باندهاي  1
 باشد.مي RNAكيفيت خوب 

 

 
شده از برگ بر  استخراج RNAاي از الكتروفورز نمونه -1شكل 

 درصد 3/1روي ژل آگارز 
 

-Viva 2با استفاده از كيت cDNAسنتز رشته اول
steps RT-PCR Kit with M-MuLV RT/Taq 

DNA Polymerase )#RTPL12 ساخت شركت (
Vivantis  و برطبق دستورالعمل آن شركت انجام شد. براي
استخراج شده مورد استفاده  RNA ميكروگرم1اين منظور 
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منظور آناليز  بهكمي نيمه RT-PCRقرار گرفت. از واكنش 
روزه پس از  6در دوره  s-Like RNaseالگوي بيان ژن 

 1، از RT-PCRمنظور انجام واكنش به آلودگي استفاده شد.
سنتز شده و آغازگرهاي مربوط به ژن  cDNAميكروليتر 

) استفاده گرديد. 1هدف و ژن كنترل داخلي اكتين (جدول 
نابع مورد بررسي لازم به ذكر است اين آغازگرها با توجه به م

حاوي  20µlدر حجم نهايي  PCRانتخاب شدند. واكنش 

 Taq، يك واحد 1x (PCR، 200µM dNTPبافر (
از هر كدام ازآغازگرها، انجام گرفت.  0.4µMمراز و  پلي

 ºC94 ،30دقيقه در دماي  PCR ،3شرايط دمايي براي تكثير 
ه هر ثانيه در دماي اتصال مربوط ب ºC94 ،30ثانيه در دماي 
و سپس نگهداري در دماي  ºC72دقيقه در  1جفت آغازگر، 

ºC10 .بود 

 
 و ژن اكتين مورد استفاده S-Like RNaseمربوط به ژن  هاي رفت و برگشتتوالي آغازگر -1 جدول

 رديف نام ژن رفت آغازگر برگشت آغازگر محصول منبع
)Adhikari et al., 2007( 430 TGTCCTACGCCGAAGCATTC ATTCGCTTGAACGCAACTCA S-Like 

RNase 
1 

)Ji et al., 2011( 200 GCTTCTCCTTGATGTCCCTTA GCCGTGCTTTCCCTCTATG Actin 2 
 

بر روي ژل  PCR، فراورده PCRپس از اتمام واكنش 
از  الكتروفورز شد. و نهايتاً x TBE5/0درصد با بافر5/1آگارز 

-UVبا استفاده از دستگاه  UVژل زير نور 
transiluminator  عكس گرفته شد. سپس با استفاده از

 ,Image J )ImageJ software; Rasbandافزار  نرم
)، ميزان بيان هر ژن كمي گرديد و هر نمونه با توجه به 2011

دست آمده براي  هاكتين خود نسبي شد و سپس ميزان عددي ب
هر دو حالت كنترل و تنش ارقام نسبت كنترل رقم حساس 

گين بيان هر ژن با استفاده از سه تكرار نسبي شدند و ميان
منظور  دو طرفه به t-testبيولوژيك محاسبه گرديد. آزمون

 دار بين تيمارها استفاده گرديد. هاي معني بررسي اختلاف
قطعه تكثيرشده  S-Like RNaseژن  تأييدمنظور  به

وسيله جفت آغازگر مربوطه در رقم فلات و ونگشوبايي،  هب
كلون گرديد و پس از تعيين توالي، اين  E.coliداخل باكتري 

بلاست شد. به اين منظور ابتدا  NCBIقطعه در سايت 
ساخت  PCR Clean-up kitتوسط كيت  PCRفراورده 
سازي شد و ) خالصVivantis )#GF-PC-050شركت 

 CloneJET PCR Cloning kitسپس با استفاده از كيت 
)#k1231ر به داخل ) ساخت شركت فرمنتاز قطعه موردنظ

كلون گرديد. سپس وكتور درون باكتري  pJET1.2وكتور 
E.coli سويه DH5α  انتقال داده شد و پس از انتخاب

هاي تراريخته، استخراج پلازميد با استفاده از كيت كلوني
-Vivantis )#GF-PLاستخراج پلازميد ساخت شركت 

 ) انجام شد.050
 

4Bنتايج و بحث 
در  S-Like Rnaseالگوي بيان ژن  بررسي

 بادزدگيهاي  آرايه گندم مربوط به بيماري هاي ريز كتابخانه
) بيانگر 4و زنگ نواري گندم (شكل  )3و  2هاي (شكل

ي آلودگي در ارقام  ساعت اوليه 24افزايش بيان اين ژن در 
مقاوم نسبت به ارقام حساس است. زمان بروز حداكثر ميزان 

در  يماري متفاوت بود.بيان در ارقام مختلف و بسته به نوع ب
ارقام مقاوم در  (عامل بيماري بادزدگي) مقابله با سم فوزاريوم

 ساعت پس از آلودگي بيشترين بيان ژن  8زمان 
S-Like Rnase  را نشان دادند، اين در حالي است كه رقم

دهد و  حساس در اين زمان كمترين ميزان بيان را نشان مي
 رسد به اوج مي 24 بيان اين ژن در رقم حساس در زمان

 ).2 (شكل
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  Superb وگندم حساس EM0168 و EM040در دو گندم مقاوم  s-Like RNaseالگوي بياني ژن  -2شكل 
 DON)توكسين قارچ فوزاريوم ( پس از تيمار با

 
 
 

 24در رابطه با بيماري بادزدگي ارقام حساس در زمان 
ود نشان ساعت پس از آلودگي بيشترين ميزان بيان را از خ

دهند. اين در حالي است كه بيان اين ژن در رقم حساس  مي
يابد و حتي ميزان آن نسبت  اين زمان به شدت كاهش مي در

 ).3(شكل شود شاهد نيز كمتر مي  به نمونه

 در مقابله با  S-Like Rnaseنمودار بيان ژن 
  كي يبيان اين ژن ط دهد بيماري زنگ نواري نشان مي

  ارقام در و داشته كاهش بعد و انيب شيافزا اول روز
 ت اس داشته كاهش اول روز كي يساس طح

 ).4(شكل
 

 
 ) NIL S) و گندم حساس (NIL2و  NIL1در دو گندم مقاوم ( s-Like RNaseالگوي بياني ژن  -3شكل 

 graminearum Fusariumپس از تيمار با 
 

 
 Puccinia striiformisپس از تيمار با ) S yr5( ) و گندم حساسYr5( در گندم مقاوم s-Like RNaseالگوي بياني ژن  -4 شكل

 
در مطالعات آزمايشگاهي الگوي بيان ژن كدكننده آنزيم 

S-Like RNase،  روزه پس از آلودگي با 6در طي دوره 
بيماري سپتوريوز برگي در دو رقم حساس فلات و مقاوم  عامل

لگوي بياني ژن ونگشوبايي مورد بررسي قرار گرفت. بررسي ا
S-Like RNase دهد كه بيان اين ژن در اثر نشان مي

روزه پس از  6آلودگي با بيماري سپتوريوز برگي در طي دوره 
ديده  5شكل  طور كه در يابد. همانآلودگي افزايش مي

 3در رقم فلات تا زمان  S-Like RNaseشود، بيان ژن  مي
بت به حالت داري نسروز پس از آلودگي هيچ افزايش معني

برابر نسبت به حالت  3 كنترل نداشته ولي در اين زمان تقريباً
) يافته است. با توجه به p≤0.05داري (كنترل افزايش معني

 24تا  6نمودار، بيان اين ژن در رقم مقاوم در فاصله زماني 

بالا  ساعت پس از آلودگي در هر دو حالت كنترل و تنش نسبتاً
) با رقم حساس دارد p≤0.05داري (باشد و اختلاف معني مي

ساعت  12تر از رقم حساس و در زمان و بيان اين ژن سريع
برابر افزايش يافته و در  2پس از آلودگي در اثر تنش بيماري 

داري با حالت كنترل % داراي اختلاف معني5سطح احتمال 
ها در باشد. در مطالعات مختلف مشخص شده كه اين آنزيممي

ثري دارند. ؤهاي مختلف نقش ممت عليه بيماريايجاد مقاو
)، گزارش كردند كه بيان 1992و همكاران ( Leeنخستين بار 

ها ها در تخمدان باعث ايجاد مقاومت عليه پاتوژناين آنزيم
شود. همچنين گزارش شده است كه در گياه تنباكو ژن مي

RNase NW  در اثر آلودگي با بيماري ويروس موزاييك
 RNase Rkl) و ژن Kurata and Kariu, 2002تنباكو (
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 Ohno and)در اثر آلودگي با بيماري ويروس موزاييك خيار 
Ehara, 2005) شود. و طي به ميزان زيادي بيان مي

) انجام شد 1997و همكاران ( Galianaاي كه توسط  مطالعه
در هنگام  S-Like RNaseنيز مشخص گرديد كه بيان ژن 

به ميزان زيادي  Phytophthora parasiticaآلودگي با 
) در 2002و همكاران ( Hugotهمچنين  يابد.افزايش مي

توانند از  ها ميشرايط آزمايشگاهي نشان دادند كه اين آنزيم
 Phytophthoraهاي دو قارچ شدن هيف طويل

parasitica  وFusarium oxysporum  جلوگيري كنند
) 2007همكاران ( و Adhikariاي كه توسط بر اساس مطالعه

صورت گرفت نيز  S-Like RNaseبر روي الگوي بيان ژن 
 3در  W7985مشخص گرديد كه بيان اين ژن در رقم مقاوم 

روز پس از آلودگي با بيماري سپتوريوز برگي افزايش يافته و 
كه ميزان بيان آن در دو  رسد در حاليبه حداكثر ميزان خود مي

هي نشان نداده است. نقش رقم حساس هيچ افزايش قابل توج
هاي اين ژن در ايجاد مقاومت در گياه در برابر ديگر استرس

اي كه طور مثال طي مطالعه محيطي نيز اثبات شده است: به
صورت گرفت مشخص  )1982( و همكاران Farkasتوسط 

يابد. افزايش مي ها در اثر زخم سريعاًشد كه فعاليت اين آنزيم
و همكاران  Tylorكه توسط اي همچنين طبق مطالعه

) صورت گرفت نيز 1994و همكاران ( Bariola) و 1993(
 Arabidopsisها در سه گياه مشخص شد كه اين آنزيم

thaliana،Lycopersicum esculentum  وNicotina 
alata  در طي پيري گياه و در اثر كمبود فسفات بيان

نشان  ) نيز2002و همكاران ( Salekdehشوند. همچنين  مي
در برنج  S-Like RNaseدادند كه بيان ژن كدكننده آنزيم 

يافته و باعث  افزايشدر اثر تنش خشكي به ميزان زيادي 
 ايجاد مقاومت خواهد شد. 

 

 
 روزه  6در دو رقم حساس (فلات) و مقاوم (ونگشوباي) در طي دوره  S-Like RNaseالگوي بيان ژن  -5شكل 

 توريوز برگي گندمپس از آلودگي با بيماري سپ
 
 

 افزايش بيان ژن  تأييددر اين تحقيق پس از بررسي و 
S-Like RNase، وسيله جفت پرايمر  هقطعه تكثيرشده ب

يابي با استفاده از سايت داخل پلازميد كلون شد و پس از توالي
NCBI شده  بلاست نوكلئوتيدي انجام گرفت. توالي ژن كلون

در  S-Like RNaseلي ژن آورده شده است. توا 2جدول  در
هر دو رقم فلات و ونگشوباي با توالي گزارش شده براي ژن 

S-LikeRNase جو ( موجود در گياهrsh1با شماره دسترسي ( 
)AF182197.1 باشد. % داراي شباهت مي67) به ميزان 

در دو رقم  S-Like RNaseاين مقايسه بيان ژن  بنابر
دهد كه ميزان بيان حساس و مقاوم در اين تحقيق نشان مي

 ساعت پس از 24تا  6اين ژن در رقم مقاوم در فاصله زماني 
 در  است.  حساس  رقم  از  بالاتر  زيادي  ميزان  به  آلودگي 
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 پس از حذف توالي پلاسميد S-Like RNaseتوالي نوكلئوتيدي مربوط به ژن  -2 جدول
 شباهت دو رقم (%) توالي نوكلئوتيدي نمونه

S-Like RNase-Falat TTGTCCTACGCCGAAGCATTCGAGATGGCCGGCGCCGCCATGG
GATACTGAGCTGCAGCTGCAGATCGGTAGCCGGTCGGGCCCTT
GACCGGTCTCGTCTTGTGAGTTGCGTTCAAGCGAAT 

 
99/2 

S-Like RNase-Wangshuibai TTGTCCTACGCCGAAGCATTCGAGATGGCCGGCGCCGCCATGG
GATACTGAGCTGCAGCTGCAGATCGGTAGCCGGTCGGGCCCTT
GACCGGTCTCGTCTTGTGAGTTGCGTTCAAGCGAATT 

 
 

در گياه  S-Like RNaseهاي واقع توليد و تجمع پروتئين
قارچ عامل بيماري، از  RNA تواند از طريق تجزيهمقاوم مي

پيشروي و گسترش قارچ درون گياه جلوگيري و باعث ايجاد 
اين سطح  ). علاوه برBariola et al.,1999مقاومت گردد (

ژن در رقم مقاوم در اثر بيماري سپتوريوز برگي  بيان اين
 يابد و بر اين تر افزايش مينسبت به حالت كنترل سريع

 رود نه تنها بالابودن سطح بيان ژن اساس تصور مي

S-Like RNase  دارد بلكه زمان القاء  تأثيردر ايجاد مقاومت
وجه به باشد. بنابراين با تبيان نيز از اهميت بالايي برخوردار مي

توان چنين نتيجه نتايج اين تحقيق و تحقيقات مشابه مي
هاي اصلي ايجاد كننده تواند در كنار ژنگرفت كه اين ژن مي

)، باعث تشديد، حفظ و بهبود مقاومت در گندم STBمقاومت (
  ها از جمله بيماري سپتوريوز برگيدر مقابله با بيماري

 شوند.
 
REFERENCES 
Kia Sh, Torabi M (2008) Effect of infection 

with Septoria tritici leaf Blotch (Septoria 
tritici Rob. ex 

Desm) at different growth stages on yield and 
yield components of wheat cultivars in 
Gorgan. Young Tree and Seed Magazine, 
24(2): 237-250. 

Agrios GN (2005) Plant Pathology 3rd edition 
Academic Press Inc. San Diego, USA 

Adhikari TB, Balaji B, Breeden J Goodwin 
SB (2007) Resistance of wheat to 
Mycosphaerella graminicola involves 
early and late peaks of gene expression. 
PMPP 71:55-68. 

Bariola PA, Howard CJ, Tylor CB, Verburg 
MT, Jaglan VD, Green PJ (1994) The 
Arabidopsis ribonuclease gene RNs1 is 
tightly controlled in response to phosphate 
limitation. Plant J. 6: 673-685. 

Bariola PA, Macintosh GC, Green PJ (1999) 
Regulation of s-Like Ribonuclease level 
in Arabidopsis antisense inhibition RNs1 
or RNs2 elevates anthocyanin 
accumulation Plant Physiol. 119: 331-342. 

Clarke AE, Newbigin E (1993) Molecular 
aspects of self-incompatibility in 
flowering plants. Annu. Rev. Genet. 27: 
257-262. 

Deshpande RA, Shankar V (2002) 
Ribonucleases from T2 family. Crit. Rev. 
Microbiol. 28: 79-122. 

Farkas GL (1982) Ribonuclease and 
ribonucleic acid breakdown. In: Benno P, 
Donland Nucleic acid and protein in 
plants II. Structure Biochemistry and 
Physiology of Nucleic Acid. Springer-
Verlag Berlin pp. 224-262 

Galiana E, Bonnet P, Conrod S, Keller H, 
Panabieres F, Ponchet M, Poupet A, Ricci 
P (1997) RNase activity prevent the 
growth of a fungal pathogen in tobacco 
leaves and increases upon induction of 
systemic acquired resistance with elicitin. 
Plant Physiol. 115: 1557-1567. 

Hillwig MS, Liu X, Liu G, Robert W, 
Thornburg RW, Gustavo C, MacIntosh 
GC (2010) Petunia nectar protein have 
ribonuclease activity. J. Exp. Bot. 61: 
2951-2965. 

Hua ZH, Fields A, Kao TH (2008) 
Biochemical models for SRNase-based 
self-incompatibility. Mol. Plant. 1: 575-
585. 

Hugot K, Ponchet M, Marais A, Ricci P, 
Galiana E (2002) A tobacco S-Like 
RNase inhibits hyphal elongation of plant 
pathogens. Mol. Plant-Microbe Interact. 
15(3): 243-250. 

Ji X, Dong B, Shiran B, Talbot MJ, 
Edlington JE, White RG, Gubler F (2011) 
Control of abscisic acid catabolism and 
abscisic acid homoeostasis is important 



 1392سال سوم، شماره پنجم، پائيز و زمستان فناوري گياهان زراعي علمي ـ پژوهشي زيستمجله     92

for reproductive stage stress tolerance in 
cereals. Plant Physiol. 156: 617-662. 

Kurata N, Kariu T (2002) Molecular cloning 
of cDNAs encoding ribonuclease-related 
proteins in Nicotiana glutinosa leaves, as 
induced in response to wounding or to 
TMV-infection. Biosci. Biotechnol. 
Biochem. 66 (2): 391-397. 

Lee HS, Singh A Kao TH (1992) RNase X2 
A pistil-specific ribonuclease from 
Petunia inflate, share sequence similarity 
with Solanaceous S protein. Plant Mol. 
Biol. 20: 1131-1141.  

Ohno H, Ehara Y (2005) Expression of 
ribonuclease gene in mechanically injured 
of virus-inoculated Nicotiana tabacum 
leaves. Tohoku J. Agric. Res. 55: 4-11. 

Patterson FL, Shaner GE, Huber DM, Ohm 
HW, Finney RE, Galun RL, Robert JJ 
(1979) Registration of Sullivan wheat. 
Crop Sci. 19: 279-284. 

Raman R, Milgate AW, Imtiaz M, Tan MK, 
Raman H, Lisle C, Coombes N, Martin P 
(2009) Molecular mapping and physical 
location of major gene conferring seedling 
resistance to Septoria tritici blotch in 
wheat. Mol. Breeding. 24: 153-164. 

Rasband WS (2011) Image J institutes of 
helth. htpp://image.nih gov/ij/. 

Salekdeh GH, Siopongco J, Wade LJ, 
Ghareyazie B, Bennet J (2002) Proteomic 
analysis of rice leaves during drought 
stress and recovery. Proteomics 2: 1131-
1145. 

Tylor CB, Bariola PA, Delcardayer SB, 
Raines RT, Green PJ (1993) RNs2: A 
senescence- associated RNase of 
Arabidopsis that diverged from the s-
RNase before speciation. Proceeding of 
the National Academy of Sciences of 
USA 90: 5118-5122. 

 


	بررسی الگوی بیان ژن کدکننده آنزیم S-Like RNase در مقابله با 
	بیماریهاي قارچي در گندم نان
	مقدمه
	مواد و روشها
	مطالعات بيوانفورماتيكي
	مطالعات آزمايشگاهي

	نتایج و بحث

