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  دهكيچ
را  هاي گياهيهاي اووميست بر ميزباناثرات تخريبي قارچ مؤثريطور تواند بهفسفيت پتاسيم مي

قيق مشخص طور دهاي گياهي بهساز و كارهاي مولكولي تغييرات ايجاد شده در بافت حالبااينكاهش دهد. 
ه با در تحقيق حاضر، ميزان تجمع پراكسيدهيدروژن و بيان ژن ديفنسين در گياهان تيمار شد اند.نشده

پاشي فسفيت پتاسيم تحت تنش پاتوژن پيتيوم بررسي شدند. با ظهور دومين برگ حقيقي خيار، محلول
قارچ  سازي باگرم بر ليتر) انجام گرفت. پنج روز بعد، آلوده 4و  1، 0هاي رگي فسفيت پتاسيم (غلظتب

ندازهگيري جهت استخراج و اساعت پس از تلقيح، نمونه 72و  48، 24، 12پيتيوم انجام گرديد. همچنين 
پس از آلودگي با ساعت  48و  24، 12هيدروژن صورت گرفت. سطح تظاهر ژن ديفنسين گيري پراكسيد

رهاي ، بيشترين بيان ژن مربوط به تيمانتايج نشان داد كمي بررسي شد.استفاده از روش ارزيابي نيمه
ر تيمار هيدروژن دساعت پس از تلقيح قارچ بود. ميزان پراكسيد 48گرم بر ليتر)  1 فسفيت پتاسيم (غلظت

عنيطور مساعت پس از تلقيح به 24ديگر در گرم بر ليتر نسبت به تيمارهاي  4غلظت در  فسفيت پتاسيم
  بيشتر بود.>P) 0,01(داري 

  پاشي.و كار مولكولي و محلول ، بيان ژن، سازكمي، اوومايستارزيابي نيمه :كلمات كليدي
 

  مقدمه
اغبـاني بهاي جوان گياهان زينتي و رفتن دانهال نياز بسبب   Pythium ultimumهاي مختلف پيتيوم مانندگونه

نه باعـث از بـين ميري شود كه سـالاتواند سبب بوتهشوند. قارچ پيتيوم در گياه خيار ميمختلف در گلخانه و مزرعه مي
ي وقـهطشود. اين قارچ در آب و هواي گرم و مرطوب سـبب پوسـيدگي ريشـه و رفتن مقدار زيادي از اين محصول مي

هـا كـشچقاربه دليل اثرات نامطلوب  .)Samavatian and Shahriari, 2011( شودخيار مي مخصوصاًي كدوئيان خانواده
هـاي مكانيسـم جملـهازضـرر بـود. ، بايد به دنبال راهكارهاي استفاده از تركيبات بـيزيستمحيطها و بر سلامت انسان

پروپانوئيـد مـيمسير فنيل سازيفعالها و ها، واكنش فوق حساسيت، تجمع فيتوالكسيندفاعي گياهان در برابر پاتوژن
   .(Kavousi et al., 1990)باشند 

شـوند. يد مـيپپتيدهاي ضد ميكروبي هستند كه در اثر تحريك پاتوژن، در گياهان تولها گروهي از پليديفنسين
پذيري غشـاء باعـث ها هستند، از طريق نفوذهاي غشاي سلولي قارچها كه گيرندهها با اتصال به اسفنگو ليپيدديفنسين

معـدني  هـاينمكها (در ميان مواد مختلف، تركيباتي به نام فسفيت . (Madhu et al., 2015)شوندمهار آن مي تسريع
چي و باكتريـايي هاي ديگر قـارهاي پيتيوم و بيماريهاي ناشي از گونه) وجود دارند كه براي كنترل بيماريفسفراسيد 

   (Adams and Conral, 1953).اندشدهشناخته
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بيان ژن  الگوي فسفيت پتاسيم بر تغييرات ميزان فعاليت پراكسيدهيدروژن و تغييرات تأثيردر مطالعه حاضر، 
چ پيتيوم، مورد زاي پيتيوم بررسي شد تا واكنش گياه خيار به قارديفنسين در گياه خيار، تحت تنش قارچ بيماري

  ارزيابي قرار گيرد.
 

  هامواد و روش
اري در سال سي برنج و مركبات، واقع در دانشگاه كشاورزي آزمايشگاه پژوهشكده تحقيق حاضر در گلخانه و

يمارها شامل تيمار تگلداني بود.  صورتبهتكرار  3تيمار و  3تصادفي، شامل  كاملاًانجام شد. طرح پژوهش  1393
اسيد و  فسفوروسگرم بر ليتر بود. براي تهيه محلول فسفيت پتاسيم،  4و  1، 0هاي فسفيت پتاسيم با غلظت

ومي اصفهان، با هم تركيب شدند. با ظهور دومين برگ حقيقي خيار، رقم ب pH=6.3هيدروكسيدپتاسيم تا رسيدن به 
گرم بر  0شاهد ( گرم بر ليتر) انجام گرفت. گياهان 4و  1هاي فسفيت پتاسيم (غلظت پاشي برگي تيمارهايمحلول

  پاشي شدند.ليتر) توسط آب مقطر محلول
 بخش خيار، از م جدا شده ازاينوكولوم قارچ پيتيوم انجام گرديد. قارچ پيتيو وسيلهبهپنج روز بعد، آلوده سازي 

 )،2002( ارانكو هم يرامرت روش از حيتلق هيما هيته جهت. ديگرد هيته تهران يشاورزك قاتيتحق مؤسسه ياهشناسيگ

 قرار گرفت. گيريمورداندازه Sergiev et al., 1997پراكسيدهيدروژن با استفاده از روش  .شد استفاده راتييتغ يمك با
، با استفاده از ساعت بعد از آلودگي قارچي 48و  24، 12هاي زماني هاي گياهان در بازهكل از برگ RNA استخراج

ساخت  DNase I, RNase-freeاز كيت  RNAاز  DNAهاي احتمالي حذف آلودگي منظوربهترايزول انجام گرفت. 
ه اوليه ، رشت18Oligo(dT) از آغازگرهاي) استفاده گرديد. سپس با استفاده 0525Cat. No: EN شركت فرمنتاس (

)cDNA (Complementary DNA ت فرمانتاسكتوسط كيت شر )RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis kit  
  ) ساخته شد.

يگاه اينترنتي هاي رفرنس (اكتين) و مسيرهاي مقاومتي موجود در پاتوالي ژنبراي طراحي آغازگرها، ابتدا 
NCBI )/http://www.ncbi.nlm.nih.gov ه با استفاده از هاي بدست آمدنمودن توالي رديفهم) استخراج شده و پس از

ClustalW ايافزارهوسيله نرمآغازگرها بهBioEdit 7.0.9.0   وOligoExplorer V1.4  1طراحي شدند (جدول .(
  آغازگرهاي مورد استفاده توسط شركت بايونير سنتز شدند.

 Real-time مشخصات پرايمرهاي -1جدول 

5توالي ( 3به َ   نام پرايمر )bp(طول پرايمر )َ
GAGGCGAGGGTATGCGAATC 20  Defensin F  

GCAGCGACGGCGAAATCC 18  Defensin R  
GATTCTGGTGATGGTGTGAGTC 22  ActF 

TCGGCAGTGGTGGTGAACAT 20  ActR 

 
توسـط دسـتگاه  Quantitative Real- Time PCRمورد بررسي، بـا اسـتفاده از تكنيـك  تجزيه و تحليل بيان ژن

C1000™ Thermal Cycler (BioRad)  .ت مـورد اسـتفاده بـراي بررسـي بيـان ژن كيـانجـام شـدMaxima SYBR 

X)2Green/ROX qPCR Master Mix ( ) 0221از شركت فرمنتاسCat. No: K (ان ژن با استفاده از روشيبود. نرخ ب Ct

∆∆ -2 )2001Schmittgen  Livak andهـاآنمورد مطالعـه، نمودارهـاي  يهاان ژنيشد و پس از محاسبه ب يريگ) اندازه 
 افـزارنرمو رسـم نمودارهـا توسـط  SAS افزارنرمها با استفاده از داده، رسم گرديد. تجزيه آماري Excelافزار توسط نرم

Excel درصد استفاده شد.  1اي دانكن در سطح احتمال ها از آزمون چند دامنهانجام گرفت. براي مقايسه ميانگين داده  
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  نتايج و بحث
نجـر شـد. ي حاضر، استفاده از فسفيت پتاسيم، به افزايش فعاليت پراكسـيدهيدروژن م، در مطالعه1طبق شكل 

يت، زميني تحت تيمـار بـا فسـفافزايش پاسخ ايمني سيب Machinandiarena et al., (2012)مطالعه انجام شده توسط 
د هيـدروژن و دا توليـد پراكسـيابت فسـفيت،دريافتند كه  هاآننشان داد.  infestans Phytophthoraپس از تلقيح با قارچ 

 يهااليكراد انزيم شد طبق نتايج، مشاهده كنند.از گسترش پاتوژن جلوگيري مي هاآنكند كه آنيون سوپر اكسيد مي
 يدهـاميپ ينوع را آن توانيم هكافزايش چشمگيري داشت  ،يماريب شرفتيپ با دروژنيد هيسكپرا و ديسكسوپرا آزاد
ي گيـاه هاي بـالا بـرادر غلظت 2O2H، اگرچهدانست.  يماريب عامل به پاسخ در اهيگ يحفاظتستم يس ردنك فعال يبرا
در القـاي مـرگ  كـهطوريبهدر گياه داشـته باشـد.  آورپيامتواند نقش هاي پايين ميتواند سمي باشد. اما در غلظتمي

  ).Qinghua et al., 2008را ايفا كند ( مؤثريتواند نقش بسيار زايي ميهاي مرتبط با بيماريسازي ژنسلولي و فعال
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  فسفيت پتاسيم بر ميزان پراكسيدهيدروژن خيار تحت تنش قارچ پيتيوم تأثير -1شكل 

 
ربـوط بـه مبيشترين بيان ژن ي يك روند نسبي افزايشي در ميزان ژن ديفنسين بوده است. دهنده، نشان2شكل 

ان بـومي بـر روي گياهـ. تحقيقـي كـه ساعت پس از تلقيح قارچ بـود 48گرم بر ليتر)  1 تيمار فسفيت پتاسيم (غلظت
توژن تن كامـل پـااستراليا صورت گرفت، نشان داد، فسفونيك تيمار شده به گياه تلقيح شده با پاتوژن، باعث از بين رفـ

ت بـه بيمـاريهاي مقاومـژن ها وپروتئين هاي دفاعي و فعال شدنژن باعث شروع تحريك گياه به بيانشود: بلكه نمي
اكسـيد  هاي سـوپرهمچنين نظريه ديگري مبني بر ايجاد آنيون ).Hanslamber, 2013شود (ها ميزايي و ديفنسين

. (Franky et al., 1998)شـودتوسط فسفيت پتاسيم، وجود دارد كه اين عامل سبب افزايش بيان ژن ديفنسين مـي
  بود.اين نتايج در توافق با نتايج ما 
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  پيتيوم فسفيت پتاسيم بر ميزان بيان ژن ديفنسين در برگ خيار تحت تنش قارچ تأثير -2شكل 
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Abstract 

Potassium phosphite efficiently mitigates the adverse effects of Oomycete pathogens on host 
plants, but the exact molecular mechanisms of the Phosphite activity in plant tissues have not been 
clearly identified. In the present study the Hydrogen peroxide accumulation along with defensin 
gene expression in the potassium phosphite-treated cucumber plants under Pythium ultimum stress 
were investigated. The plants were sprayed with different concentrations of Potassium phosphite (0, 
1 and 4 grL-1) after the emergence of second true leaves. The plants were then inoculated with P. 
ultimum after 5 days. 12, 24, 48 and 72 hours after inoculation samples were collected from plants 
for Hydrogen peroxide measurement. The defensin gene expression changes was analyzed at 12, 24 
and 48 hours after inoculation through qPCR analysis. Results showed that the highest rate of 
defensin gene expression was recorded in plants treated with 1 grL-1 Potassium phosphite 48 hours 
after inoculation. The hydrogen peroxide content in plants treated with 4 g L-1 Potassium 
phosphite was significantly (P < 0.01) higher than other treatments at 24 hours after treatment. 
Keywords: Gene expression, molecular mechanisms, Oomycete, Semi-quantitative assessment, 
Spray.  

 


