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ايـن  . هـا اسـت   هاي مبـارزه بـا بيمـاري     هاي دفاعي گياه يكي از روش       استفاده از مواد محرك جهت القا ژن      
 و شدت بيماري آتشك در گيـاه بـه و در شـرايط              PR2 بر بيان ژن     BTHتحقيق با هدف بررسي اثر ماده محرك        

هـاي     بـا غلظـت    BTH با محلول    ارديبهشت ماه م اصفهان و ترش در      هاي دو ساله به ارقا      درختچه. باغي انجام شد  
پاشي شدند، سپس بـا سوسپانـسيون سـلولي بـاكتري      گرم در ليتر دوبار به فاصله چهار روز محلول           ميلي 400 و 300

از برگ درختان تيمار شـده بـا        . گيري شد   عامل بيماري آتشك آلوده شده و چهار هفته بعد شدت بيماري اندازه           
BTH 400 پس از اسـتخراج     . برداري انجام شد    نمونه) اسپري شده با آب مقطر    (گرم در ليتر و شاهد         ميليRNA  و 

مقايـسه تـوالي    . هاي عمومي تكثير و توالي آن تعيين شـد           با استفاده از آغازگر    PR2، بخشي از ژن     cDNAساخت  
هـاي شـناخته شـده        ه بـالايي بـا ژن      نـشان داد كـه تـشاب       DNAهاي    هاي موجود در پايگاه داده      آن با ساير توالي   

با طراحي آغازگرهاي اختصاصي بر پايه تـوالي ايـن ژن ميـزان     . گلوكاناز در گياهان ديگر و از جمله سيب دارد        
 پـس از تيمـار   PR2نتايج نشان داد كه بيان ژن .  ارزيابي شد real- time PCRتغييرات بيان آن از طريق واكنش

كاهش شدت آتشك به % 76/13و % 66/21بررسي شدت آتشك نيز مبين   . ش يافت  چندين برابر افزاي   BTHگياه با   
دهـد كـاهش      اين نتايج نشان مـي    .  بود BTHگرم در ليتر       ميلي 300گرم در ليتر و        ميلي 400ترتيب در تيمارهاي    

 جمله  ها و از     پروتئين PRهاي رمز كننده      تواند با القا بيان ژن       مي BTHشدت بيماري آتشك پس از ماده محرك        
PR2توان در برنامه مبارزه تلفيقي با بيماري آتشك استفاده كرد  مرتبط باشد و از اين ماده مي.  

  
  .real- time PCRها، بيان ژن،   پروتئينPRبه، آتشك، : هاي كليدي واژه

  
  

ــن                        a_shakib@abrii.ac.ir: نويسنده مسئول 02632703536: تلفـ



 1394، سال 2، شماره 31-1 جلد ”نهال و بذر نژادي  مجله به”

 250

  مقدمه
ــشك   ــاري آت ــل  (Fire blight)بيم ــا عام  ب

Erwinia amylovora (Burril) Wislow  از
دار در    ترين بيماري هاي درختـان ميـوه دانـه          مهم

هـاي    ميزبـان . سراسر جهان از جملـه ايـران اسـت        
، (Cydonia)هاي به     عمده بيماري آتشك جنس   

، ازگيــــل (Malus)، ســــيب (Pyrus)گلابــــي 
(Mespilus)   زالزالك ،(Crataegus)   پيراكانتـا ،

(Pyracanta) ــير خــشت  و (Cotoneaster) و ش
هــا  تــرين ميزبــان بــه، گلابــي و ســيب از حــساس

ايـن  . (van der Zwet and Keil, 1979)هستند 
بيمــاري در تعــدادي از كــشورها گــزارش شــده  

در  و (van der Zwet and Bonn, 1991)است 
  بــــــار در بهــــــاراولــــــين  بــــــرايايــــــران، 

   از كــــــــــرج گــــــــــزارش شــــــــــد1368
(Zakeri and Sharifnabi, 1991) . در حــال

خسارات   و در حال پيشروي است   ر آتشك   حاض
ــاغ   ــه ب ــي ب ــد     هنگفت ــف مانن ــاطق مختل ــاي من ه

ــان،    ــزوين، زنجــان، خراس آذربايجــان شــرقي، ق
ــرده اســت     ــل ك ــران تحمي ــارس و ته ــيلان، ف گ

)Zakeri and Sharifnabi, 1991؛   
Sahadpour and Ghasemi, 2004؛  
Zohour, and Rahmani, 2004؛  

Hassanzadeh, 1995.( 

هاي مبارزه متعددي براي مهار آتـشك         روش
ــوان  اعمــال شــده اســت ولــي هــيچ  ــه عن   كــدام ب

ــت     ــشده اس ــع ن ــؤثر واق ــي م ــارزه قطع   روش مب
(van der Zwet and Keil, 1979) .  انتخـاب

در . توانـد گزينـه مـوثري باشـد      ارقام متحمل مـي   

هاي به كشور     بررسي واكنش تعدادي از ژنوتيپ    
هـا مـشاهده      يماري آتشك تنوع در تحمل آن     به ب 

بنـدي    شد و رقم اصفهان در گروه حـساس طبقـه         
يكــي از . (Mehrabipour et al., 2010)شــد 
ــال  روش ــارزه فع ــاي مب ــوثر   ه ــريع و م ــازي س س

دفاعي گياه با كاربرد مـواد محـرك   هاي   واكنش
 PRهـاي رمـز كننـده        است كـه سـبب القـاي ژن       

. (Schaller et al., 2000)شـوند   ها مـي  پروتئين
تواننــد  تركيبــات آلــي و غيــر آلــي مختلفــي مــي 

  واكـــــنش مقاومـــــت سرتاســـــري در برابـــــر  
ــه تركيــــب   ــد از جملــ ــاد كننــ ــاري ايجــ  بيمــ
thiadiazole-7-carbothioic acid-S-methyl 

ester (acibenzolar-S-methyl, ASM or 

BTH)  ــوان ــا ®Bion تحــت عن  ActigardTM ي
شود و نقش  يمتوليد Syngenta توسط شركت 

ــال   ــك فعـ ــوان يـ ــه عنـ ــاع در  آن بـ ــده دفـ    كننـ
  هــــاي گيــــاهي ماننــــد    تعــــدادي از گونــــه 

توتـون  ، (Lawton et al., 1996)آرابيدوپسيس 
(Friedrich et al., 1996) ،ــدم   گنـــ
(Gorlach et al., 1996) ،ــا   لوبيــــ

(Siegrist et al., 1997) ،ذرت  
(Morris et al., 1998)ــار    و خيــــ

(Narusuka et al., 1999)  ــشان داده شــده ن
اين تركيب همچنين در درختان ميوه مانند       . است

  گلابـــي ژاپنـــي در برابـــر زنـــگ و لكـــه ســـياه 
(Ishii et al., 1999) ، ســــيب در برابــــر  

  ؛Brisset et al., 2000(آتــــــشك 
Maxon-Stein et al., 2002؛  

Bayasal and Zeller, 2004 (  ــده ــه ش تجرب
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ثير مـاده   ايـن تحقيـق بـا هـدف بررسـي تـا           . است
 بر شدت بيماري آتـشك و بيـان         BTHشيميايي  

  . در گياه به در شرايط مزرعه انجام شدPR2ژن 
  

  ها مواد و روش
 بـر   BTHبه منظور ارزيابي اثر مـاده محـرك         

 ،بــه و شــدت بيمــاري آتــشك در PR2بيــان ژن 
هاي دو ساله ارقـام اصـفهان و تـرش كاشـته              نهال

اصلاح و  شده در باغ تحقيقاتي موسسه تحقيقات       
تهيــه نهــال و بــذر در كــرج مــورد اســتفاده قــرار 

ها در زمان رشـد سـريع رويـشي در            نهال. گرفتند
 بـــا BTHارديبهـــشت مـــاه بـــا مـــاده محـــرك  

 ميلي گرم در ليتـر دوبـار        400  و 300هاي    غلظت
چهـار  . پاشـي شـدند     به فاصله چهـار روز محلـول      

سـازي بـه      پاشـي دوم، آلـوده      روز پس از محلـول    
هـاي   نوك شاخه  باكتري عامل به     صورت تزريق 

بـه وسـيله    متر    سانتي 20-30جوان با طول تقريبي     
هاي باكتري قبلاً    سويه. سرنگ انسولين انجام شد   

  از آلـوده و بـه    هاي بـرگ و ميـوه سـيب          از نمونه 
، خراسـان   )از كـرج   Ekسـويه   (هـاي البـرز      استان

از E4 سـويه  (، كردسـتان  )از نيـشابور  Enسويه (
از  EO1ســويه (ايجــان غربــي  و آذرب) ســنندج
جداســـازي و شناســـايي شـــده بودنـــد ) اروميـــه

(Maleki Balajoo et al., 2012) . از كشت سه
ها در محيط آگـار مغـذي نگهـداري          روزه سويه 

. استفاده شـد  گراد    درجه سانتي  25شده در دماي    
غلظــــت سوسپانــــسيون هــــر ســــويه توســــط  

 نـانومتر روي    660اسپكتروفتومتر در طـول مـوج       
 تنظـيم شـد   ) ليتـر    سلول بر ميلـي    10 8 معادل (2/0

(Baysal and Zeller, 2004)   و حجـم مـساوي 
ها با هم مخلوط و به عنوان مايـه تلقـيح بـه              از آن 

ــد   ــرده ش ــار ب ــق،   . ك ــس از تزري ــه پ ــار هفت   چه
ــه بيمــاري  شــدت  ــودگي ب ــسبت  آل ــر اســاس ن   ب

ــه     ــاخه ماي ــول ش ــه ط ــرده ب ــت م ــول باف ــي  ط   زن
ــده  ــساب ك )×100(ش ــا احت ــاخه ، ب ــه ش ــاي  لي ه
  گيــــري شــــد  زنــــي شــــده، انــــدازه   مايــــه

(Le Lezec and Paulin, 1984) . در تيمــار
 BTHبه جـاي محلـول      آب مقطر استريل    شاهد،  

  . به كار برده شد
 نمونه بـرگ    ،PR2براي جداسازي قطعه ژني     

گرم    ميلي 400درختان پنج روز پس از تيمارهاي       
از ) زنــي بــاكتري  قبــل از مايــه  (BTHدر ليتــر 

 RNA. ياهان تيمار شده و شاهد برداشـت شـد        گ
 RNeasy plantكل با استفاده از كيت استخراج 

Mini kit  از شركتBioRad با افزودن دو ماده 
 درصـد   4 (PVP)شيميايي پلي وينيل پيروليـدين      

   اســــتخراج و بــــراي  (DTT)و ديتيوتريتــــول 
   از كيـــــــت شـــــــركت cDNAســـــــاخت 

BioRad ــد ــتفاده شـ ــشابه  .  اسـ ــي مـ ــه ژنـ   قطعـ
PR2بــــا يــــك جفــــت آغــــازگر عمــــومي ،  

F 5-'TAYATAGCIGTIGGIAAYGA-3') 
 بـــر 'R 5'-AACATIGCRAAIAGRTAIGT-3)و 

هاي حفاظت شـده گياهـان مختلـف         اساس توالي 
(Maxon-Stein et al., 2002)    توسـط واكـنش

ــره ــراز  زنجيــــ ــم (PCR)اي پليمــــ   در حجــــ
 شـامل   PCRهاي    چرخه.  ميكروليتر تكثير شد   20

 درجـه   94اوليـه در دمـاي      يك مرحله واسرشت    
 دقيقه، سپس در هر چرخه      5گراد به مدت      سانتي
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ــاي   ثانيــه، اتــصال  30 درجــه بــه مــدت   94دم
ــه رشــته الگــو در دمــاي    درجــه 49آغازگرهــا ب

ــانتي ــدت   س ــه م ــراد ب ــاي  1گ ــه، دم ــسط دقيق   ب
 دقيقـه و مرحلـه      1گراد به مـدت        درجه سانتي  72

گـراد بـه       درجـه سـانتي    72بسط نهايي در دمـاي      
اي   محصول واكنش زنجيـره   .  دقيقه بود  10مدت  

ــرده شــد و 1پليمــراز روي ژل آگــارز   درصــد ب
از  (Fermentas) توسط كيـت تخلـيص فرمنتـاز      

روي ژل خـــالص شـــد و در ناقـــل پلاســـميدي  
pTZ57R/T          الحاق و بـا روش شـوك حرارتـي 

.  منتقـل شـد  XL1Blue سويه E. coliبه باكتري 
خلـوط انتقـال    ميكروليتر م20 براي تشكيل كلني

ــشت   ــيط كــ    حــــاويLB Agarروي محــ
. كشت شـد  سيلين ليتر آمپي گرم برميلي  ميلي100

پلاسميد نوتركيب با كشت يك كلني اسـتخراج        
شد و حضور قطعه ژن درون پلاسميد با واكـنش          

يـابي بـا      اي پليمراز تاييـد و پـس از تـوالي           زنجيره
هـاي موجـود      افزار هاي موجود با ساير تـوالي        نرم

  .  مقايسه شدDNAيگاه اطلاعات در پا
، PR2بـــراي بررســـي تغييـــرات بيـــان ژن    

ــصاصي ايــن ژن    ــاي اخت ــر اســاس  (آغازگره   ب
  بـــــا شـــــماره  ( بـــــه Actو ژن ) تـــــوالي آن
ــه  )KF981879 دسترســي ــوان ژن خان ــه عن دار  ب

(House keeping)   افــزار   بــا اســتفاده از نــرم
Primer 3    1جـدول  ( طراحـي و سـفارش شـد .(

سـازي    اسـب آغازگرهـا و بهينـه      تعيين غلظـت من   
اي پليمـراز جهـت انجـام         برنامه واكـنش زنجيـره    

real-time-PCR و همچنــــين رســــم منحنــــي 
 بــا آغازگرهــا cDNAاسـتاندارد بــا ســري رقتــي  

.  انجـام شـد    cDNAجهت تعيين غلظت مناسـب      
ميــزان بيــان بــا اســتفاده از مقــادير حــدود آســتانه 

اهد هـاي ش ـ       روي نمونه  PR2حاصل از تكثير ژن     
 ΔΔCT-2و تيمار شده با دو تكرار زيستي به روش          

 محاسـبه   Bio-Radبا نرم افزار مربوط به شركت       
و به صورت نسبت بيان ژن بين گياه تيمار شده و           

مقادير به دست آمده، با اسـتفاده       . شاهد ارائه شد  
 مورد تجزيه و تحليل آمـاري       Excellافزار    از نرم 

  .رسم شدندقرار گرفتند و نمودارهاي مربوطه 
  

  نتايج و بحث
يماري آتشك چهار هفته پس     شدت ب بررسي  
هــاي بــه نــشان داد كــه  ســازي درختچــه از آلــوده

سطوح حساسيت دو رقم به اصـفهان و تـرش بـه            
ميانگين (داري نداشتند     اين بيماري اختلاف معني   

ــب     ــه ترتي ــشك ب ــدت آت ــد و 748/79ش  درص
ــود 182/73 ــد ب ــشك در   ).  درص ــدت آت ــا ش ام

  وBTH گـــرم در ليتـــر   ميلـــي300تيمارهـــاي 
 از  (P≤0.05)تر     كم BTHگرم در ليتر       ميلي 400

 BTHبود كه دلالت بـر تـاثير        ) آب مقطر (شاهد  
ميانگين مقـادير   . در كاهش شدت بيماري داشت    

  شــــدت بيمــــاري در دو رقــــم در تيمارهــــاي 
گـرم در      ميلـي  BTH  ،300گرم در ليتر       ميلي 400

، 215/70 و آب مقطـــر بـــه ترتيـــب BTHليتـــر 
 درصد رويت شـد كـه مبـين         631/89 و   295/77

ــه   % 76/13و % 66/21 ــشك ب ــاهش شــدت آت ك
گــرم در ليتــر و   ميلــي400ترتيــب در تيمارهــاي 

اين تفـاوت بـه     .  بود BTHگرم در ليتر       ميلي 300
نتـايج  ). 1شـكل   (دار بـود      تفكيك رقم نيز معنـي    
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 پس از تيمار بادر درخت به  PR2 ژن مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده براي بررسي بيان -1جدول 
 BTH ماده

Table 1. Specifications of primers used for studying expression of the PR2 gene in 
quince after treatment with BTH 

 
 هاتوالي آغازگر

Primer sequences  
 نام آغازگر

Primer name  
5´-TGGGAGAATTTTTGGGTGTC-3´  
5´-CAACTGACGGAGCTGTGAAA-3´ 

PR2 F  
PR2 R  

5´-TGAGACATTCAACGCTCCTG-3´ 
5´-GAAGGAATAGCCACGCTCAG-3´ 

Act F 
Act R 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

هاي مختلف   مقايسه ميانگين شدت آتشك در دو رقم به اصفهان و ترش پس از تيمار با غلظت-1شكل 
 BTHماده محرك 

Fig. 1. Mean comparison of fire blight severity in two quince cultivars Isfahan and 
Torsh after treatment with different concentrations of BTH elicitor 

 

 BTHتحقيق حاضر نشان داد كه استفاده از ماده         
روي درختان به ارقام اصفهان و ترش در شرايط         
باغي شدت بيماري آتـشك را كـاهش داد و دو           

. مـاده نـشان دادنـد     رقم واكنش يكساني بـه ايـن        
كاربرد اين مـاده روي رقـم اصـفهان در شـرايط            

ــه ــاهش داد     گلخان ــاري را ك ــدت بيم ــز ش اي ني
(Maleki Balajoo et al., 2012) .  در سـيب و

 متعـددي در    هـاي   تا حدودي در گلابي گـزارش     

   بـــر آتـــشك منتـــشر شـــده BTHمـــورد تـــاثير 
  ؛Thomson et al, 1998a(اســـــت 

Tsiantos et al., 2003؛  
Buban et al., 2002 ؛Brisset et al., 2000.(  

استفاده از ايـن مـاده بـه خـصوص در كنتـرل             
آتشك سيب رقم گلدن دليـشز كـه رقـم اصـلي            
ســيب كــشور اســت، مــوثر گــزارش شــده اســت 

(Shahini et al., 2010) .   اين نتيجه با توجـه بـه

 
       Isfahan                                 Torsh 
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ــولعــدم ثبــت  ــراياسترپتومايــسين پاشــي  محل  ب
در . اهميـت اسـت   كنترل آتشك در كشور حائز      

بسياري از كشورها از استرپتومايسين براي كنترل       
باغـات  درصـد    بيـست . شـود  آتشك استفاده مـي   

 باغـات گلابـي در ايـالات        چهل درصـد  سيب و   
امـا  . شـوند  متحده با استرپتومايسين محافظت مـي     

جــز آلمــان، يونــان و ه در كــشورهاي اروپــايي بــ
 و  هلند، محلول پاشي استرپتومايسين مجاز نيست     

ــاده بــي  ــا يــك م ــوثر  جــايگزيني آن ب   خطــر و م
ــت دارد  ــسيار اهميــ ــي از روش. بــ ــاي  يكــ   هــ

توصيه شده براي كنترل آتشك در اروپا كاربرد        
BTH)   ــسين ــاي استرپتومايــ ــه جــ ــت) بــ   اســ

(Deckers and Schoofs, 2003).  
  

   PR2 بر بيان ژن BTHتاثير ماده 

هاي گيـاه بـه       از نمونه  RNAپس از استخراج    
بودن كيفيت آن با كامل بودن دو بانـد         و مناسب   

28S RNA 18 وS RNA از روي آن cDNA 
هـاي     و آغـازگر   cDNAبا استفاده از    . ساخته شد 

 جفـت بـاز از ژن       650عمومي يك قطعه حـدود      
PR2 ســازي  و پــس از همــسانه) 2شــكل ( تكثيــر

يابي قطعه كلون شـده   نتايج توالي. توالي يابي شد  
ي موجـود در پايگـاه      ها  در جستجو با ساير توالي    

 نشان داد كـه قطعـه تكثيـر شـده           DNAهاي    داده
هـاي    تشابه بالايي در سطح اسيد نوكلئيك بـا ژن        

 جملـه سـيب دارد      از ساير گياهـان     PR2خانواده  
ــكل ( ــابي   ). 3شـ ــماره بازيـ ــا شـ ــوالي بـ ــن تـ ايـ

KF981878  در بانــك اطلاعــات DNA ثبــت 
پــروتئين حاصــل از ايــن كلــون ژنــي در بــه . شــد

)beta-1,3-glucanase ( ــساني ــالاترين يكـــ   بـــ
ــد89( ــر در )  درصــــ ــوالي نظيــــ ــا تــــ   را بــــ

Malus hupehensis ) ــشن اكســــــــــ
gb|ADR71671.1 ( و Malus domestica 

ــشن ( ــشان داد) emb|CAM82809.1اكس ــا . ن ب
توجه به نتايج تـوالي يـابي و تعيـين آغازگرهـاي            

 realtime-PCRاختصاصي مناسب بـراي انجـام       
اي پليمـراز انجـام      نجيرهواكنش ز  PR2 براي ژن 

 جفت باز بـراي     165شد و تك باندهايي به طول       
 جفت باز براي ژن اكتين حاصل 229  وPR2ژن 

هــاي  كــه بــر تكثيــر كارآمــد ژن) 4شــكل (شــد 
ــت     ــرايط واكــنش دلال ــودن ش ــه ب هــدف و بهين

پس از تعيين غلظت مناسب آغازگرهـا و        . داشت
بـا   PR2 ميـزان بيـان ژن       PCRسازي برنامـه     بهينه

هـاي ايـن ژن و ژن اكتـين بـه             استفاده از آغازگر  
. كنترل داخلي مورد سنجش قـرار گرفـت        عنوان

هاي تيمـار شـده بـا        تفاوت در آستانه تكثير نمونه    
 را  PR2شاهد تفاوت در ميزان بيـان ژن بيـان ژن           

ــشان داد  ــكل (ن ــگ   ). 5ش ــه رن ــائي ك از آن ج
Syber Green  ممكـــــــــن اســـــــــت   

ــصاصي و نيــ ـ   ــاي غيـــر اختـ   ز پرايمـــر تكثيرهـ
ــد    ــز شناســايي كــرده و گــزارش كن دايمــر را ني

(Morrison et al., 1998)  وجود نمـودار ذوب 
منفرد دلالت بر محصولات خالص و اختصاصي       

 10ها افـزايش حـدود       آناليز داده ). 6شكل  (دارد  
 در گياهـــان تيمـــار    PR2برابـــري بيـــان ژن 

ــا   ــده ب ــشان داد    BTHش ــاهد ن ــه ش ــسبت ب   را ن

 بــين تــاثير ايــن مــاده در افــزايش توانــد م كــه مــي

ــان ژن  ــد  PR2بيـــ ــه باشـــ ــان بـــ .  در درختـــ
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   به رقم اصفهاندرختاز  )B (PR2و تكثير ژن ) A( استخراج شده RNA الكتروفورز نمونه -2شكل 
M: محصول : 2 ؛)آب(كنترل منفي  :1 ؛نشانگرPCR تكثير ژن PR2 پس از همسانه سازي روي ناقل 

  پلاسميد
Fig. 2. Electroforesis of extracted RNA sample (A) and amplification of the PR2 
gene (B) from quince cv. Isfahan. M: marker; 1: negative control (water); 2: PCR 

product of the PR2 gene after cloning on a plasmid vector 

  
گياهــان بــه طــور دائــم در معــرض انــواع      

هـا    ها قرار دارند كه رشد و محـصول آن         بيمارگر
دهنــد و از طريــق چنــدين مــسير   را كــاهش مــي

  دفـــاعي خـــواه بـــصورت دائمـــي و يـــا القـــائي 
كننـد    در برابر اين عوامـل بيمـاريزا مقاومـت مـي          

(Mang et al., 2009) . مــسير ســيگنالي اســيد
 سيگنال اوليه در برابـر بيمارگرهـاي        ،ساليسيليك

 كــــه اســــيد بيوتروفيــــك اســــت، در حــــالي
ــك    ــيد اولئيـــ ــيلن و اســـ ــمونيك، اتـــ   جاســـ

ــيگنال ــر     سـ ــه در برابـ ــستند كـ ــه هـ ــاي اوليـ هـ
ــودگي ــي   آل ــال م ــك فع ــاي نكروتروفي ــوند  ه ش

)Ferrari et al., 2003 ؛Diaz et al., 2002 ؛ 

Zhu, 2014 .(    واكنش فوق حـساسيت اغلـب بـا
هـاي دفـاعي وابـسته بـه اسـيد            فعال شدن مكانيزم  

 مقاومـت اكتـسابي     ساليسيليك مرتبط است و بـه     
ــي  ــه از ويژگــي آن   سرتاســري منجــر م ــود ك ش

ــي،     ــسيليك داخل ــيد سالي ــد اس ــزايش در تولي اف
، PR1 ماننــدPRهــاي  بــرداري ژن افــزايش نــسخه

PR2 ،PR5ترانــــسفراز و -اس- و گلوتــــاتيون
حفاظت در برابر بيمارگرهاي بيوتروفيـك اسـت        

(Dewdney et al., 2000) .   اسـيد ساليـسيليك
هاي گياهي دارد     بسياري فعاليت نقش كليدي در    

(Vicente et al., 2011)  و در سطح وسـيعي از 
  شـــود امـــا   هـــاي گيـــاهي بيـــان مـــي    گونـــه

ــه   ــه آن در گون ــطح پاي ــزان س ــف   مي ــاي مختل   ه
دهـد    گياهي تـا چنـد ده برابـر تفـاوت نـشان مـي             

(Navarre and Mayo, 2004) .  گيـاه  چگونـه
ــسيليك را تنظــيم مــي  ــد؟  ســاخت اســيد سالي كن
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Mal             AAGATTCAAATACATTGCCGTAGGAAACGAAATCAAGCCCTCGGACTCGTCTGCGCAATT 
Cyd             ----------TATATCGCGGTGGGGAACGAAGTCAAGCCCTCTGACTCGTCTGCGCAATT 
                          ** ** ** ** ** ****** ********** ***************** 
 
Mal             TCTGGTCCCGGCCATGCGGAACATTCAAAATGCGATTTCCAGTGCCGGTCTTGGAAACCA 
Cyd             TCTGGTCTCGGCCATGCGGAACATTCAAAATGCGATTTCCAGTGCCGGTCTTGGAAACCA 
                ******* **************************************************** 
 
Mal             AATCAAAGTTTCCACCGCCATAGACACCGGTGTGCTTGGAAATTCCTTTCCTCCATCAAA 
Cyd             AATCAAAGTTTCCACCGCCATAGACACCAGTGTGCTTGGAAATTCCTATTTTCCATCAAT 
                **************************** ****************** *  ********  
 
Mal             AGGAGAATTTAGGGGTGACTATAGCCCAATTTTGAATCCTGTTGTCCGGTTCCTGGTGGA 
Cyd             GGGAGAATTTTTGGGTGTCTATAGCCCAATTTTGAATCCTGTTGTCCGGTTCCTGGTGGA 
                 *********  ***** ****************************************** 
 
Mal             CAACAAATCTCCGCTACTTGTTAATTTGTATCCTTATTTTAGTTATATTGGCAACACTCG 
Cyd             CAACAAATCTCCCCTACTCGTTAATTTGTATACTTATTTTAGTTATATTAGCAACACTCG 
                ************ ***** ************ ***************** ********** 
 
Mal             TGACATTCGTCTAGACTATGCTCTTTTCACAGCTCAGTCAGTTGTAGTACAAGATGGCGA 
Cyd             TGACATGCGTCTAGATTATGCTCTTTTCACAGCTCCGTCAGTTGTAGTACAAGATGACCA 
                ****** ******** ******************* ******************** * * 
 
Mal             ACGTGGTTATCGTAATCTTTTCGATGCCATTTTGGGTGCTGTTTACGCTGCGCTTGACAA 
Cyd             ACTTGGTTATCGTAATCTTTTCGATGCCATTTTGGATGCTTTTTACGCTGCGCTTGACAA 
                ** ******************************** **** ******************* 
 
Mal             GGTCGGTGGAGGATCTTTGGAAATTGTTGTATCGGAGAGTGGTTGGCCGACAGCTGGTGG 
Cyd             GGTCGGTGGAGGATCTTTGGAAATTGTTATATCGGAGACTGGTTGGCCGACAGCTGGTGG 
                **************************** ********* ********************* 
 
Mal             GACGGCAACAACAGTTGATAATGCGAGGACTTATAACTCGAATTTGGTTCAACATGTGAA 
Cyd             GACGGCAGCAACAGTGGATAATGCGAGGACTTATAACTCGAATTTGATTCAACATGTGAA 
                ******* ******* ****************************** ************* 
 
Mal             GGGAGGGACTCCAAGGAAGCCTGGAAGGCCCATTGAAACTTACATCTTTGCCATGTTTGA 
Cyd             GGGTGGAACTCCAAGGAAGCCTGGAAGGCCCATTGAAACCTACCTCTTCGCCATGTT--- 
                *** ** ******************************** *** **** ********    

 
با توالي نظير ) Cyd( جداسازي شده از درخت به PR2توالي نوكلوتيدي كلون ژني هم رديفي  -3شكل 

  )Mal (در سيب
Fig. 3. Nucleotide sequence alignment of the PR2 gene clone (588 bp) isolated from 

quince (Cyd) with its analogous gene in apple (Mal) 

 

 ژنتيك معكوس نـشان داده      هاي  استفاده از روش  
 و  SARSD1ها ماننـد      است كه بعضي از پروتئين    

CBP60g       بـرداري نقـش      به عنـوان عامـل نـسخه
ــام     ــسيليك هنگ ــيد سالي ــاخت اس ــدي در س كلي

بـه طـوري    . مواجهه گياه با عوامل بيمارگر دارند     
ــان ايــن دو ژن    ــد بي كــه در گياهــان موتانــت فاق

ف ساخت اسيد ساليسيليك به طـور كامـل متوق ـ        
هـاي   بيـان ژن . (Zhang et al., 2010)شـود   مـي 
PR             در پائين دسـت اسـيد ساليـسيليك بـا القـاي 

 مرتبط است   (SAR) مقاومت اكتسابي سرتاسري  
)Van Loon, 1997 ؛Kuc, 2001 ؛  

Edreva, 2004, 2005 .(   به طـوري كـهPR  هـا 
ــت    ــاوم، فعاليـــ ــه مقـــ ــان تراريختـــ   در گياهـــ
ــد    ــشان دادنــ ــالايي را نــ ــي بــ ــد ميكروبــ   ضــ

)Tonon et al., 2002 ؛Anand et al., 2004 .(
هـاي مـرتبط بـا        از خانواده پروتئين   PR2خانواده  

 هـا در    glucanseβ-(1,3)دفاع گياهي يـا همـان       
 هاي مختلفي در گياهان گـسترده هـستند        ايزوفرم
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گرهاي  و اكتين با آغازPR2 ژن هاي اي پليمراز  واكنش زنجيره الكتروفورز محصولات-4شكل 
  اختصاصي

M :1 ؛كنترل منفي : 4 و2 ؛نشانگر وزن مولكولي :PR2 .3 :Act.  
Fig. 4. Electrophoresis of PCR products of PR2 and actin genes using specific primers 
M: molecular weight marker; 2 and 4: negative control; 1: PR2, 3: Actin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

   در گياه تيمار شده و شاهدPR2 تكثير و حدود آستانه مربوط به تكثير ژن -5شكل 
Fig. 5. Amplification and limit for the PR2 gene amplification in treated and control 

plants 

 

)Simmonsn, 1994 ؛Hoj et al., 1995 .(
هـا   بيشترين نقش اين آنزيم در دفـاع عليـه قـارچ          

دهـد كـه بـا هيـدروليز         ه و نـشان مـي     بررسي شـد  

ــواه   ــاني در دي ــدهاي گلوك ــلولپيون ــاهي  س  گي
بــه . شــوند هــاي مهــاجم مــي موجــب مهــار قــارچ

هـا   وليز گلوكـان  رعلاوه، مواد آزاد شـده از هيـد       
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   در گياه تيمار شده و شاهدPR2 منحني ذوب مربوط به تكثير ژن -6شكل 
Fig. 6. Melting curves for the PR2 gene amplification in treated and control plants 

 

هـاي دفـاعي گيـاه       خود به عنوان محـرك پاسـخ      
هاي  در بيماري. (Bowels, 1990)د كنن عمل مي

  ويروســـي نيـــز نـــشان داده شـــده كـــه ايـــن      
ــزيمآ ــا  ن ــان    ده ــساسيت گياه ــوق ح ــخ ف   ر پاس

يابنـد   هـا بـه شـدت افـزايش مـي          در برابر ويروس  
(Antoniw et al., 1980) .ــاري ــاي  در بيم ه

لي و خارج سلولي اين     واشكال واكوئ باكتريايي،  
ــاع ت آ ــزيم در دفــ ــوننــ ــاكتري  وتــ ــه بــ  عليــ

Pseudomonas syringae لـــت دارنـــد ادخ  
(van Den Bulcke et al., 1998). ــاده  م

يافت شده  انگور  تهيه شده از    عصاره  محركي در   
ــا در     ــزش گلوكانازه ــب برانگي ــه موج ــت ك اس

در . (Goupil et al., 2012)د شــو توتــون مــي
 نشان داده شد كه برخي مـواد مترشـحه از           وتونت

Pseudomonas syringae عامــــل بيمــــاري 
wildfire موجــــــب مهــــــار دفــــــاع گيــــــاه   

ــان  ــاهش بيـ ــه كـ ــي PR2  ژناز جملـ ــوند مـ   شـ
(Lee et al., 2013) . آنــزيم گلوكانــاز ســبب

ــي     ــز م ــاز ني ــزيم كيتين ــت آن ــشديد فعالي ــود ت   ش

(Zhang et al., 2005)    بررسـي نقـشPR2 در 
در  PR2 بـا و بـدون بيـان ژن          تراريختههاي    لاين

ــاه ــسيسگيــ ــارچ    آرابيداپــ ــاثير قــ ــت تــ تحــ
Leptosphaeria maculans و بــــــاكتري 

Pseudomonas syringae نــشان داد كــه بيــان 
ــالوز   ــاد ك ــن ژن از ايج ــا (اي ــري از بت  3-1-پليم

ايجـاد كـالوز    . كند گياه ممانعت مي  در  ) گلوكان
گنال اسيد ساليـسيليك    ي در مسير انتقال س    تمالاًاح

 شـود   و مانع از ايجـاد مقاومـت مـي         كردهتداخل  
ــابراين  ــوان يــك     PR2بن ــه عن ــن اســت ب  ممك

كننده در پاسخ به كالوز يا پاسخ دفاعي در           تنظيم
   . (Oide et al., 2013) كندگياه عمل 
اســـيد ) آنـــالوگ( كـــه مـــشابه BTHمـــاده 

دفـاع سرتاسـري در   توانـد   ساليسيليك اسـت مـي    
برابر بيمارگر را بدون تجمع اسـيد ساليـسيليك و       

سازي مسير پائين دست اسـيد ساليـسيليك    با فعال 
ــ ــد ك تحري   ؛ Yashimoto et al., 2009(كن

Wang et al., 2006, 2007 .( كــاربرد مــاده
 در ســيب نــشان داد كــه افــزايش BTHمحــرك 
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ســطح مقاومـــت درختــان نـــسبت بــه بيمـــاري    
تشك بـه طـور ثـابتي بـا فعـال شـدن             باكتريايي آ 

هاي پراكسيداز و گلوكانـاز ارتبـاط دارد و     آنزيم
ــع آن ــا    تجم ــداقل ت ــا ح ــود  17ه ــدار ب  روز پاي

(Brisset et al., 2000) . در سيب ميزان بيان ژن
PR2        پس از تيمـار بـا BTH      در شـرايط گلخانـه 
 برابـــر نـــسبت بـــه شـــاهد افـــزايش يافـــت  100

(Maxon-Stein et al., 2002) . اســتفاده از
بعضي مواد القـا كننـده كـه باعـث افـزايش بيـان              

ــي از ژن ــاي  برخ ــي PRه ــان م ــوند،   در گياه ش

ــاري    ــل بيمــ ــه عوامــ ــسبت بــ ــت نــ   زا  مقاومــ
  ؛ Herman et al., 2008(دهنـد   را افـزايش مـي  

Francis et al., 2009 .(  تـوان   به طور كلـي مـي
بيان كرد كه استفاده از ماده محـرك بيـون، كـه            

د سبب تحريك فرايند دفـاع گيـاهي و از          توان  مي
هــا و كــاركرد   پــروتئينPRجملــه افــزايش بيــان 

ها در برابر شرايط تنش در گيـاه مـي       حفاظتي آن 
در برنامه مديريت تلفيقي بيمـاري      تواند    شود، مي 
  .ه شوددي گنجان در گياه بهآتشك
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