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 چکیده

د، به عنوان یك گرد میایجاد  Pyrenophora tritici-repentis گندم که توسط قارچ خرمایی لکه

ی دقیق، سریع و ها نیكاستفاده از تکد. آور میه خسارات فراوانی به بار بیماری مهم گندم همه سال

گران نژاد بهی مهم همواره مورد توجه ها ماریی گندم نسبت به بیها لایننه برای ارزیابی هزی کم

یی زا بیماریین فاکتور تر مهمکه  ToxAنسبت به  گندم لاین 22در این تحقیق واکنش بوده است. 

P. tritici-repentis لاین به  3نتایج نشان داد که . شدتزریق توکسین ارزیابی با استفاده از ، است

ساعت پس از تزریق توکسین  84علائم نکروز را  به عنوان شاهد حساس، Grandinهمراه رقم 

ی مقاوم به توکسین ها لاینبه عنوان  ها لاین ۀو بقی ToxAی حساس به ها لاین به عنوانو  نشان داد

 Tsn1با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن حساسیت  PCRآزمون  همچنینشدند. شناسایی 

که  ندبود bp 342 ۀی حساس قادر به تکثیر باند به اندازها لاین انجام گردید. نتایج نشان داد که

ی مقاوم در آزمون تزریق توکسین، در آزمون ها لاین همۀ. است Tsn1بیانگر وجود ژن حساسیت 

PCR  تکثیر ژن به نیز قادرTsn1 ید نتایج تزریق توکسین بود. نتایج این پژوهش نشان ؤکه م ندنبود

ی گندم به عنوان انتخاب منفی برای ها لاینگری مقدماتی  برای غربال توان می، از این روش دهد می

 ی استفاده کرد.نژاد بهی ها نامهاز برآنها  ی حساس و حذفها لاینشناسایی 

 

، Pyrenophora tritici-repentis لکه خرمایی گندم، ژن حساسیت، ،ToxAسین توک کلیدی:های واژه

Tsn1. 

 

 مقدمه

 فوناشی از قارچ نکروترکه خرمایی گندم  هبیماری لک

Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs.. 

(anamorph: Drechslera tritici-repentis (Died.). 

Shoem.)  ،های  ترین بیماری به عنوان یکی از مهماست

. این استمطرح  گندم در بسیاری از مناطق جهان

ای برخوردار  بیماری در آمریکای شمالی از اهمیت ویژه

رغم تلاش برای مدیریت و کنترل آن، وقوع  بوده و علی

میلادی  36 ۀتا اواخر ده 46 ۀاز دهو شدت بیماری 

 & Pfender) بوددر حال افزایش برای بیش از سه دهه 

Wootke, 1987; Raymond et al., 1985.) این  ةگستر

بیماری در استرالیا، آسیا )ژاپن، هند، نپال(، آفریقا 

وگاندا، کنیا، تانزانیا، اتیوپی(، اروپا )بریتانیا، آلمان، ا)

اسلواکی، سوئد، قبرس(، آمریکای جنوبی و چک 
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 ة)بولیوی(، آمریکای شمالی )کانادا، ایالات متحد

ه و باعث کاهش چشمگیر محصول از آمریکا( دیده شد

طریق کاهش فتوسنتز و در نتیجه کاهش تعداد سنبله 

شود  و سنبلچه، کاهش وزن دانه و چروکیدگی دانه می

(De Wolf et al., 1998; Shabeer & Bockus, 1988 .)

خسارت این بیماری در بسیاری از مناطق کشت گندم 

شود  کمتر از میزان واقعی آن تخمین زده می

(Duveiller et al., 2005به .) این بیماری  ،طور متوسط

د، اما به گرد میدرصدی محصول  16تا  3باعث کاهش 

% 36تحت شرایط مناسب برای بیماری تا  ،هر حال

 ,.Rees et al) محصول نیز گزارش شده استکاهش 

1988; Shabeer & Bockus, 1988; Lamari &. 

Strelkov, 2010) .ن از طریق ایجاد همچنی خرمایی لکه

پریدگی باعث کاهش های سیاه روی بذر و رنگ لکه

 ,.De Wolf et al) دگرد میگندم تولیدشده  ۀکیفیت دان

در آمریکای جنوبی به  خرمایی لکه(. بیماری 1998

حال گسترش مطرح است  ترین بیماری در عنوان سریع

به  یزیادهای  و در آرژانتین، برزیل و پاراگوئه خسارت

(. Ciuffetti & Tuori, 1999ده است )کر وارد محصول

ین بیماری تر مهمدر مناطق شمالی استرالیا این بیماری 

از آسیای  1384در سال  برگی شناخته شده است و

سرعت به عنوان یکی از  هو ب شده مرکزی گزارش

ی گندم مطرح گردیده است ها ماریین بیتر مهم

(Postnifova & Khashanova, 1998 .)خرمایی لکه 

شدت در حال گسترش  هگندم در مناطق شمالی کشور ب

سال در مزارع استان  به بیماری سال ۀو زادمای است

های  طوری که در سال بهاست؛ گلستان بیشتر شده 

ی مهم گندم ها ماریبی به یکی ازاخیر این بیماری 

 (.Rajabpour et al., 2014منطقه تبدیل گردیده است )

به  ارزیابی مقاومت ،ین بیماریبا توجه به اهمیت ا

 رفتهدر موارد متعددی انجام گ خرمایی لکهبیماری 

گندم تتراپلویید را  ةتود Chu et al. (2008) 488است. 

نسبت به این بیماری ارزیابی کردند. این مطالعات نشان 

مقاومت  خرمایی لکهتوده نسبت به  23داد که حدود 

رقم  126ارزیابی مقاومت د. دهن میخوبی نشان 

آنها  سینتتیک هگزاپلویید نشان داد که بیش از نیمی از

ر ارقام بیشتدر حالی که  ،ندا   به این بیماری مقاوم

 ,.Xu et alتتراپلویید به این بیماری حساس بودند )

لاین مقاوم به  43لاین گندم نان،  133(. از میان 2004

(. در Oliver et al., 2008بودند ) خرمایی لکهبیماری 

لاین الیت گندم نسبت به سه  224آمریکای شمالی 

که  ندارزیابی قرار گرفت تحتنژاد قارچ عامل بیماری 

نژادها مقاوم بودند  همۀتنها چهار لاین نسبت به 

(Singh et al., 2006.) 

های اختصاصی و  این قارچ قادر به تولید توکسین

و نکروز در ارقام که با تولید کلروز  بوده غیراختصاصی

توکسین تولیدشده  سه تاکنون است.مرتبط حساس 

 ToxCو  ToxA ،ToxBهای  توسط قارچ به نام

اند. از این سه توکسین، دو توکسین در  شناسایی شده

یابی و شناسایی شده است که  سطح مولکولی توالی

های متعدد از نقش  . گزارشاست ToxAآنها  ینتر مهم

ToxA ت به در ایجاد حساسیP. tritii-repentis  و نقش

 ,.Ciuffetti et alکند ) یی حکایت میزا بیماریآن در 

یک توکسین  ToxA(. توکسین اختصاصی 1997

، 1 که توسط نژادهای است KD 13.2پروتئینی با وزن 

شود و عامل اصلی بروز علائم نکروز  تولید می 8 و 9، 2

در گیاهان حساس است. ژنتیک حساسیت به 

 خرمایی لکههای تولیدشده توسط عامل بیماری  نتوکسی

های  که آللمختلف در میزبان های ژنی  توسط جایگاه

 & Lamariد )گرد میند کنترل دارغالب یا مغلوب 

Bernier 1991 مکان ژنی مغلوب .)tsn1  که روی بازوی

باعث مقاومت به نژادهای  ،است 5Bبلند کروموزوم 

(. به Stock et al., 1996د )گرد می ToxA ةتولیدکنند

ی گندم ها ژنوتیپدر  Tsn1آلل غالب ژن  ،عبارت دیگر

 عمل کرده و بنابراین ToxAسلولی  ةبه عنوان گیرند

د و از این نظر به گرد میباعث ایجاد حساسیت گندم 

عنوان ژن حساسیت شناخته شده است. اخیراً ژن 

 ,.Faris et alیابی گردیده است ) توالی Tsn1حساسیت 

مشخص  کاملاً Tsn1(. با توجه به اینکه توالی ژن 2010

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی نسبت  توان می ،است

د. همانند کراقدام ود آن در ارقام گیاهی نببه وجود یا 

ترین  کارگیری مقاومت ژنتیکی اقتصادی هها، ب بیماری ۀبقی

محیطی برای کنترل  تخطرترین روش از نظر زیس و کم

اری است. به همین دلیل یافتن منابع مقاومت و این بیم

نژادی از اولویت  های به کارگیری آنها در بسیاری از برنامه به

کنش  برخوردار است. با توجه به اطلاعات موجود از برهم
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امکان استفاده  تحقیق حاضردر  ،مولکولی بیمارگر و میزبان

 برای تفکیک ارقام مقاوم از حساس در ToxAتوکسین از 

از طریق تشکیل نکروز در برگ  ،های گندم تعدادی از لاین

بررسی ارقام حساس  در Tsn1و شناسایی ژن حساسیت 

 .شد

 

 ها مواد و روش
 مواد گیاهی

بود که لاین گندم  18آزمایش شامل  تحتمواد گیاهی 

تحقیقات اصلاح  ۀسسؤبخش تحقیقات غلات، ماز سوی 

 هایاشت بذر(.ک1)جدول  دشمین أتنهال و بذر  ۀو تهی

 های پلاستیکی بذر درون گلدان 9-16گندم به میزان 

ماس و خاک به  حاوی مخلوط پیت متری سانتی 16

ها به میزان  صورت گرفت و سپس گلدان 1:1نسبت 

 26±2با دمای  هو در گلخان ندمورد نیاز آبیاری شد

ساعت روشنایی در طی شبانه  12گراد و  سانتی ۀدرج

 از رقم ها آزمایشنین در این روز قرار گرفتند. همچ

BR34  به عنوان رقم شاهد مقاوم و رقمGrandin  به

 3آزمایش در د. شعنوان رقم شاهد حساس استفاده 

 .فتتکرار انجام گر

 
در  Tsn1و بررسی حضور ژن حساسیت  ToxA، واکنش آنها نسبت به تزریق مورد استفاده های گندم لاین . نام و شجرة1جدول 

 بیانگر تکثیر باند مرتبط است. PCRت مثبت بیانگر ایجاد نکروز در آزمون تزریق توکسین و در آزمون . علامآنها

No. Genotype Pedigree 
 

Response to ToxA 

infiltration (Replication)  
PCR 

results 

 R1 R1 R3 R4 R5  18s Tsn1 

1 MS-84-13 GF-gy54/Attila  + + + + +  + + 

2 MS-85-17 Sakha 8/Darab#2//1-66-22  - - - - -  + - 

3 MV-17 Slaviya/3/Krasnodari 1/ Bezostaya//3Zg.4431  - - - - -  + - 

4 N-85-5 ATRAK/WANG-SHUI-BAI  + + + + +  + + 

5 N-86-4 Milan CM75118//KA CM 75118/K1/3/Tajan (DH)  + + + + +  + + 

6 S-83-3 Attila 50Y//Attila/Bcn  + + + + +  + + 

7 S-84-14 PASTOR/3/KAUZ*2/OPATA//KAUZ  + + + + +  + + 

8 S-85-19 INQALAB91*2/KUKUN  - - - - -  + - 

9 CB-338 E2-131-T  + + + + +  + + 

10 S-87-18 CBRD-3/STORK X DICOCCOIDES  - - - - -  + - 

11 S-87-19 ATTILA-3//CARP/KAUZ'S'  - - - - -  + - 

12 Vee/Nac Vee/nac  - - - - -  + - 

13 WS-85-10 PRL/2*PASTOR  + + + + +  + + 

14 S-83-4 F60314.76/MRL//CNO79/3/KA/NAC/4/STAR  - - - - -  + - 

15 M-79-6 Bow"S"/Vee"S"//1-60-3  + + + + +  + + 

16 DN-11 Attila * 2 / PBW65  - - - - -  + - 

17 MS-87-12 Hys/Drc*2/7c/3/2*Rsh/4/Zagros  + + + + +  + + 

18 MS-85-15 Ormbu/A/armo//Mahooti/3/1-66-22  - - - - -  + - 

19 Grandin1 
Susceptible control  + + + + +  + + 

20 BR342 
Resistant control  - - - - -  + - 

 رقم کنترل منفی )شاهد مقاوم( .2       رقم کنترل مثبت )شاهد حساس( .1  

 
 Pichia pastorisتولید توکسین توسط مخمر 

 pRM-ToxAدر یک سازه به نام  ToxA ةکنند ژن تولید

تولید پروتئین به  برایمذکور  ةو سازشد سازی  سانه هم

. (Mehrabi, 2014)کلون گردید  P. pastorisمخمر 

 ةاز محیط کشت عصار ToxAلید توکسین برای تو

-YPD (Yeast extractدکستروز  -پپتون -مخمر

Pepton-Dexterose)  ةگرم عصار 16. ابتدا شداستفاده 

لیتر آب مقطر  میلی 366گرم پپتون در  26مخمر با 
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. سپس گردیدو محیط کشت مایع استریل  شدحل 

و با آب مقطر استریل به  شدگرم دکستروز وزن  266

% 26شده ) و محلول تهیه دیجم یک لیتر رسح

تا شد میکرومتری عبور داده  23دکستروز( از فیلتر 

لیتر محلول دکستروز  میلی 166د. سپس شواستریل 

اضافه  YPDلیتر  میلی 366% به بطری حاوی 26

 قارچ ،گردید. محیط کشت مذکور به ارلن منتقل شد

ن به آ pRM-ToxA ة حاوی ساز P. pastorisمخمر 

روز روی شیکر انکوباتور با  6زنی گردید و به مدت  مایه

دور در دقیقه قرار  126در  گراد سانتی ۀدرج 96دمای 

محتوای ارلن به  ،داده شد. بعد از سپری شدن این زمان

 3لیتری منتقل شد و به مدت  میلی 36های  فالکون

هزار دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید. پس  16دقیقه در 

مایع رویی )حاوی محیط کشت  ،سانتریفیوژۀ مرحلاز 

 مایع و توکسین( به تیوب دیگری منتقل شد و برای

 رفت.کار  بهتزریق گیاهان 

 

ی گندم نسبت به تزریق ها ژنوتیپآزمون واکنش  ۀنحو

 توکسین

سرنگ  ۀوسیل ها در گلخانه، تزریق به پس از رشد ژنوتیپ

ام انج روزه16 ۀبه برگ دوم گیاهچ لیتری میلی 1

. آن قسمت از برگ که پس از تزریق و وارد شدن گرفت

ماژیک  ۀوسیل به بود، سوختگی شده توکسین دچار آب

. برای گردیدساعت ارزیابی  68و بعد از شد مشخص 

 اطمینان از اینکه علائم فقط در اثر تزریق توکسین بوده

و  YPDتیمار شاهدی با تزریق محیط کشت  است،

 یل در نظر گرفته شد.همچنین با آب مقطر استر

 

 Tsn1شناسایی ژن حساسیت 

 ها با استفاده از روش معمول از برگ DNAاستخراج 

CTAB ( با اندکی تغییر انجام گرفتSaghai-Maroof et 

al., 1984 بدین منظور ابتدا قطعات برگی از هر ژنوتیپ .)

گندم جدا و درون هاون چینی در ازت مایع پودر شده و 

 966لیتری حاوی  میلی 3/1روتیوب بلافاصله به میک

 ،Tris-HCl pH=8 (100mM) استخراج میکرولیتر بافر

EDTA (50mM) ،NaCl (1.4M) ،2β.mercaptoethanol 

(2%) ،CTAB (2%) ساعت در  1و به مدت  منتقل شد

 گراد قرار داده سانتی ۀدرج 96 با دمای حمام آب گرم

 الکل ایزوآمیل -حجم آن محلول کلروفرم شد. سپس هم

و به  گردیدها اضافه  ( به میکرتیوب26:1)به نسبت 

هم زده شد و در نهایت  دقیقه مخلوط حاصل  3مدت 

 در دمای دور در دقیقه 12666دقیقه با  16به مدت 

 3/1سانتریفیوژ گردید. فاز رویی به میکروتیوب  اتاق

 9از محیط،  RNAحذف  برایلیتری منتقل و  میلی

 ر تیوب اضافه شد و در دمایبه ه RNaseمیکرولیتر 

دقیقه قرار داده شد.  96گراد به مدت  سانتی ۀدرج 99

به نسبت یک  (pH=5.2)مولار  3سپس استات سدیم 

 حجم 8/6ها اضافه گردید و معادل  دهم حجم به نمونه

ها به  آن نیز ایزوپروپانول سرد به آن اضافه شد و تیوب

د. به ظاهر شو DNAتا کلاف  ندآرامی سر و ته شد

 دقیقه 16ها به مدت  تیوب DNAمنظور تشکیل رسوب 

دور در دقیقه سانتریفیوژ شد و در نهایت فاز  12666در 

% 96با استفاده از اتانول  DNAمایع دور ریخته و رسوب 

شسته و در دمای اتاق خشک گردید. رسوب حاصل در 

 ,TE [Tris-HCl pH=7 (10mM)میکرولیتر بافر  166

EDTA (1mM)] د. کیفیت ش حلDNA  استخراج شده از

نظر خصوصیات کمی و کیفی شامل غلظت، شکستگی و 

توسط  DNAهای  همراه مولکول RNAود نبوجود یا 

 % بررسی شد.1الکتروفورز روی ژل آگارز 

مشخص است،  کاملاً Tsn1با توجه به اینکه توالی ژن 

ود این ژن نباز پرایمرهای اختصاصی برای بررسی وجود یا 

(. Faris et al., 2010) های گیاهی اقدام گردید ژنوتیپدر 

 آزمایش از پرایمرهای اختصاصی این ژن با در این 

  CTATTCGTAATCGTGCCTTCCG-3′-′5 توالی

 CCTTCTCTCTCACCGCTATCTCATC-3′-′5 و

استفاده گردید. همچنین برای اطمینان از کیفیت و کمیت 

DNA  و واکنشPCR  18از آغازگرهای ژنS بوزومی با ری 

 و GTGACGGGTGACGGAGAATT-3′-′5توالی 

 5′-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3′ به عنوان 

(. آزمون Faris et al., 2010) کنترل مثبت استفاده گردید

PCR  با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژنTsn1  18وS 

 DNAبا استفاده از کشور بلژیک  IDTساخت شرکت 

واکنش  .فتنظر انجام گر تحتهای گندم  جداشده از لاین

برای هر )میکرولیتر  23ای پلیمراز در حجم  زنجیره

، آغازگرهای PCR (1X) واکنش با استفاده از بافر

میکرومولار، آنزیم تگ  2/6اختصاصی هر کدام با غلظت 
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مولار(، کلرید منیزیم  میلی 2/6) dNTPsواحد(،  1پلیمراز )

انجام گردید.  (نانوگرمDNA (16 )مولار( و  میلی 3/2)

 ۀصورت یک چرخ به PCRحرارتی برای واکنش  ۀبرنام

گراد به  سانتی ۀدرج 36 سازی اولیه در دمای واسرشت

سازی  چرخه شامل مراحل واسرشت 93دقیقه و  9مدت 

ثانیه، اتصال در  63گراد به مدت  سانتی ۀدرج 36 در دمای

ثانیه و بسط در  63گراد به مدت  سانتی ۀدرج 33دمای 

ثانیه و در خاتمه  63گراد به مدت  سانتی ۀدرج 92ی دما

گراد به  سانتی ۀدرج 92بسط نهایی در دمای  ۀیک چرخ

های  د. برای الکتروفورز فرآوردهشمدت پنج دقیقه تنظیم 

درصد استفاده  3/1از ژل آگارز با غلظت  PCR ةتکثیرشد

 شد.

 

 نتایج و بحث

 ToxA ،68نسبت به  لاین 26در این تحقیق واکنش 

یی که ها لاین. شدساعت پس از تزریق توکسین ارزیابی 

به تزریق آنها  و واکنش ندعلائم نکروز را نشان داد

عنوان ه ند و با توکسین مثبت بود، حاوی ژن حساسیت

(. 1 شناسایی شدند )شکل ToxAی حساس به ها لاین

عنوان  هیی که علائم مورد نظر را نشان ندادند، بها لاین

(. از 1 شناخته شدند )شکل ToxAوم به ی مقاها لاین

 ی ها لاین ی بررسی شده، واکنشها ژنوتیپبین 

S-87-19 ،DN-11 ،MS-85-17 ،S-85-19 ،MV-17 ،

MS-85-15 ،S-87-18 ،S-83-4 ،Vee/Nac  وBR34  به

بود و  ای منفی گلخانه یها آزمایشتزریق توکسین در 

شناسایی شدند  ToxAبه  ی مقاومها لاینبه عنوان 

 ، WS-85-10 یها لاین (. همچنین واکنش1 )شکل

S-84-14 ،M-79-6 ،MS-87-12 ،S-83-3 ،N-86-4 ، 

N-85-5 ،MS-84-13 ،CB-338  وGrandin  به تزریق

بود و به  ی مثبتا گلخانه یها آزمایشتوکسین در 

شناسایی شدند  ToxAبه  ی حساسها لاینعنوان 

 (.1 )شکل

 

 
های مقاوم به همراه شاهد  . سمت چپ لاینToxAساعت پس از تزریق توکسین  68های گندم  . واکنش تعدادی از لاین1ل شک

( نمایش داده شده است. منطقۀ تزریق توکسین Grandinهای حساس به همراه شاهد حساس ) ( و سمت راست لاینBR34مقاوم )

 وسیلۀ خطوط سیاه رنگ علامت زده شده است. به

 

مولکولی نشان داد با استفاده از  یها مایشآز

بررسی قادر به تکثیر  تحتهای  لاین همۀ18S  آغازگرهای

 DNAوجود  ةدهند نشان اند. این نتیجه bp 131 ةبه انداز

ز ای پلیمرا با کیفیت مناسب برای تکثیر در واکنش زنجیره

نشان داد که  PCR(. همچنین آزمون 2)شکل  است

 اند bp 986 ةی حساس قادر به تکثیر باند به اندازها لاین

(. 2)شکل  است Tsn1که بیانگر وجود ژن حساسیت 

شده  مقاوم شناسایی های در لاین Tsn1ژن نشدن تکثیر 

د ژن نبودر آزمون تزریق توکسین گیاهان بیانگر 

و در نتیجه مقاومت به توکسین  Tsn1 حساسیت

ییدی بر أولی تتولیدشده است. در مجموع آزمون مولک

 .ها تزریق توکسین است صحت آزمایش
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 |-------(Resistant)مقاوم  -----|    |------ (Susceptible) ساحس -------|
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. در قسمت بالای تصویر 18sو ژن  Tsn1های گندم با استفاده از آغازگرهای ژن  . قطعات تکثیرشده برای تعدادی از لاین2شکل 

 همۀ . در قسمت پایین تصویراست Tsn1که بیانگر وجود ژن حساسیت  اند bp 986 ةحساس قادر به تکثیر باند به اندازهای  لاین

با کیفیت مناسب برای تکثیر در واکنش  DNAوجود  ةدهند که نشان اند bp 131 ةبررسی قادر به تکثیر به انداز تحتهای  لاین

 است. ای پلیمراز زنجیره

 

نتایج، مشخص شد که نتایج آزمایش  ۀپس از مقایس

ولی و همچنین نتایج حاصل از آزمون مولک ToxAتزریق 

های گیاهی مطابقت و  در ژنوتیپ Tsn1ود نبوجود یا 

دیگر دارند. بدین معنی که یکخوانی کاملی با  هم

مثبت بوده، در  ToxAهایی که پاسخ آنها به تزریق  ژنوتیپ

بودند.  Tsn1آزمون مولکولی همگی حاوی ژن حساسیت 

با توجه به نتایج، تکنیک تزریق توکسین برای تشخیص 

 رسد. حساسیت مناسب به نظر میسریع حضور ژن 
 خرمایی لکهارزیابی منابع مقاومت به بیماری 

د در مزرعه یا گلخانه انجام پذیرد. آلودگی در توان می

زنی اسپور  یا مایه ،مزرعه عموماً توسط کاه و کلش آلوده

اسپری کردن و پوشش دادن گیاهان آلوده  ۀوسیل به

 & Lamariد )یرگ مین رطوبت انجام میأشده برای ت

Bernier, 1989هرحال، ارزیابی منابع مقاومت در ه (. ب

دلیل وجود مشکلات در کنترل شرایط ه مزرعه ب

آلودگی به عنوان روش قابل اعتماد شناخته نشده است 

(Brule-Babel & Lamari, 1992از جمل .)این  ۀ

کافی،  ةقارچ به انداز ۀزادمای ۀبه تهی توان میمشکلات 

بت مناسب برای استقرار بیماری، دن رطوآورفراهم 

سازی و استقرار بیماری در نقاط  بودن آلودهنهمگن 

های  آلودگینشدن مختلف در یک مزرعه و کنترل 

طبیعی به نژادهای مختلف قارچ عامل بیماری اشاره 

از آن جا که این بیماری در مزرعه  ،د. از طرف دیگرکر

، ارزیابی شود ی برگی ظاهر میها ماریبی ۀهمراه با بقی

 ,Gilbert & Woods) کند را بعضاً با مشکل مواجه می

2001; Lamari & Bernier, 1989) در مقایسه با .

 ۀوسیل ای به گیاهچه ۀای، ارزیابی در مرحل ارزیابی مزرعه

ارزیابی در شرایط  ةزنی مصنوعی در گلخانه، اجاز مایه

و بنابراین مشکلات است ده آورهمسان را فراهم 

ای ترجیح  و از این نظر به ارزیابی مزرعه رداکمتری د

 شود. داده می

های مولکولی به عنوان ابزاری  استفاده از روش

 پژوهشگرانهزینه همواره مورد توجه  دقیق، سریع و کم

مند به  هکنندگان گندم علاق گر بوده است. اصلاحنژاد به

ند و ا های اصلاحی های مقاومت در برنامه استفاده از ژن

های مقاومت  از ژن زیادیون برای تعداد تاکن

ی نژاد بهی ها نامهنشانگرهای مناسب شناسایی و در بر

(. در Yu et al., 2001است ) شده گرفته کار به

های مقاومت، مدل کلاسیک ژن برای  کارگیری ژن هب

پیشنهاد شد، اساس  1362ژن که توسط فلور در سال 

ی که حاوی ژن یها ژنوتیپکارگیری بوده و بنابراین  هب

ی انتخاب نژاد بهی ها نامهدر بر ،های مذکور باشند یا ژن

 Lamari etاین بیماری لاماری ) موردند. اما در گرد می

al., 2003پاتوسیستم گندمۀ ( فرضی- P.tritici-

repentis ه داد. در مدل توکسینی ژن برای ژن، ئرا ارا

 کنش بین گیاه میزبان و بیمارگر باعث حساسیت برهم

توکسین  کنش برهمد که این حساسیت ناشی از گرد می

توکسین در میزبان  ةتولیدشده توسط بیمارگر و گیرند

در سطح مولکولی است که از این لحاظ مدل توکسینی 

ژن برای ژن عکس مدل کلاسیک ژن برای ژن است. در 

کنش ژن مقاومت در  مدل کلاسیک ژن برای ژن برهم

ر بیمارگر باعث واکنش د زا بیماریمیزبان و ژن غیر
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که مقاومت در پاتوسیستم  درحالی ؛دگرد میمقاومت 

ود ژن حساسیت نببه دلیل  P. tritici-repentis -گندم

 ,.Anderson et al) استتوکسین  ةیا ژن تولیدکنند

1999; Singh et al., 2008)ًژن حساسیت  . اخیراTsn1 

 8ای (. این ژن دارFaris et al., 2010ده است )شکلون 

 ۀ. منطقاست bp 16381آن  ةاگزون بوده و انداز

بوده که  bp 6699آن حاوی  (ORF)پروتئین  ةکدکنند

کند  اسید آمینه را کد می 1636پروتئینی به طول 

(Faris et al., 2010 .)ToxA  نیز اولین توکسین قارچی

 ,.Ballance et alبود که شناسایی و جداسازی شد )

پروتئین با وزن مولکولی پایین  (. این پروتئین یک1989

پروتئین حاصل قادر است  .است KDa 2/19در حدود 

روی ارقام حاوی ژن  (Infiltration)بعد از تزریق 

ساعت نکروز تولید  68سرعت ظرف  هب Tsn1حساسیت 

و  Gamba & Lamari (1998) هزمیندر این  کند.

Effertz et al. (2002) های مذکور  معتقدند که توکسین

( culture filtrateتوکسینی کشت قارچ ) ةیا عصار

ند برای ارزیابی و شناسایی ارقام مقاوم به جای توان می

 & Singh) کار روند بهزنی با اسپور  استفاده از مایه

Hughes, 2006ها یا  (. سودمندی استفاده از توکسین

توجه بوده و علاوه  شایانتوکسینی کشت قارچ  ةعصار

وتاهی برای ارزیابی مورد نیاز است، بر اینکه زمان ک

بسیار اندکی دارد. علاوه بر این، پاسخ به تزریق  ۀهزین

ارقام حساس و  است وتر  توکسین قارچ شفاف

زیاد  ۀو نیاز به تجرب تمایزپذیرندراحتی  هغیرحساس ب

بسیار  تأثیرد. سادگی انجام کار همراه با نای ندار گلخانه

ز مزایای دیگر این روش کم آزمایش از شرایط محیطی ا

در  ToxA ةکنند ژن تولید ،شده دلایل اشارهه . باست

 ةسازی و ساز سانه هم pRM-ToxAیک سازه به نام 

کلون  P. pastorisتولید پروتیین به مخمر  برایمذکور 

. پروتئین حاصل قادر است بعد (Mehrabi, 2014)د ش

یت روی ارقام حاوی ژن حساس (Infiltration)از تزریق 

Tsn1 ساعت نکروز تولید کند.  68سرعت ظرف  هب

حاوی  ندنکروز داد ToxAیی که بعد از تزریق ها ژنوتیپ

و به عنوان ژنوتیپ حساس  ندبود Tsn1ژن حساسیت 

تولید  ToxAیی که با تزریق ها ژنوتیپشناخته شدند و 

به عنوان ژنوتیپ مقاوم نسبت به  ،بودند نکروز نکرده

 دند.ششناسایی  ToxA ةهای تولیدکنند جدایه
 

 گیری کلی نتیجه

روش تزریق توکسین که برای اولین بار در ایران انجام 

، به عنوان یک روش آسان، سریع و یک تکنیک گرفت

پلاسم گندم و  ساده برای آزمایش اولیه و غربال ژرم

توان  که می طوری هب ،شناسایی ارقام حساس و مقاوم است

ها را  طی مدت زمان کوتاهی تعداد زیادی از ژنوتیپ

توان برای انتخاب منفی  از این روش مید. کربررسی 

(Negative selectionژنوتیپ )  ها استفاده کرد تا ارقام

نژادی برای مقاومت به این  حساس از گردونۀ برنامۀ به

بیماری حذف شوند و تنها ارقام مقاوم به توکسین برای 

ای  ای و گلخانه مزرعه های گری تر و غربال ی دقیقها ارزیابی

 استفاده گردد.
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