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ترشح  دار بوده ودرختان ميوه دانهنکروزه آوندی   ترين بيماری مخرب( Fire blight)بيماری آتشک 

  ترين مؤلفهمهم، ميزبانبه از سلول باکتری  DspA/Eو  HrpN ،HrpWباکتری شامل های مؤثره  پروتئين

باکتری های مؤثره  پروتئيناز منظور بررسی اثر هر يک به .شودمحسوب میی اين باکتری يزا بيماری

همراه با سويه شاهد  -hrpWو  -hrpN- ،dspA/Eيافته شامل  روی ارقام مختلف ميزبان، اثر سه سويه جهش

و درگزی ، هروسوئيت بارتلت، روی ارقام مختلف درخت گلابی شامل ارقام Ea273يافته  جهش غير

ها در دو شرايط زنجيره ها در اين اثر متقابل، بررسیچنين با توجه به نقش کلروپلاست هم. بررسی شد

 ارزيابی نتايج با شاخص. شيشه انجام گرفتشرايط درونانتقال الکترون کلروپلاستی فعال و غيرفعال در 

و  HrpN  داد که عدم توليد پروتئينسازی نشان های پس از آلودهميزان پيشرفت نکروز در زمان

DspA/E  به ترتيب در سويهhrpN-  وdspA/E-  سبب تأخير در بروز اولين علائم نکروز و همچنين کاهش

ی يزا يافته در ارقام شد، اما شدت کاهش بيماری ا سويه شاهد غيرجهشسرعت پيشرفت نکروز در مقايسه ب

ی را نسبت به يزا ترين کاهش در شدت بيماری، کم-hrpWچنين سويه  هم. تر بودبيش -dspA/Eدر سويه 

ی و مقايسه آن در شرايط يزا يافته روی شدت بيماری های جهشتأثير سويه. همراه داشت سويه شاهد به

به ترتيب توسط  های مؤثره پروتئينی يزاترين سهم بيماریعال و غيرفعال بيانگر بيشکلروپلاست ف

DspA/E ،HrpN  وHrpW که تأثير بود، به صورتیHrpW زايی باکتری، ناچيز ارزيابی  روی بيماری

های فعال ، وجود کلروپلاستروی ميزبان HrpNتأثير پروتئين برای چنين نشان داد که  نتايج هم. شد

تواند می HrpNباکتری،  های مؤثره پروتئيندهنده اين است که از بين  بوده، که اين نشانوری ضر

های گزارش شده آن در  های ميزبان باشد که با نقشترين مؤلفه اثر متقابل باکتری با کلروپلاستاصلی

 .مقاومت و تحريک سيستم دفاع اکتسابی سيستميک نيز منطبق است
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باکتری ، یك (Erwinia amylovora)عامل بیماری آتشك  باکتری

از خانواده  7داردانهدرختان میوهنکروز آوندی مهاجم  بیمارگر

مطالعات ژنتیکي گسترده طي چندین دهه  .باشد مي 2گلسرخیان

تا حدی زایي این باکتری را  اخیر، مکانیسم مولکولي بیماری

بر این اساس، مشخص (. Khan et al. 2012) آشکار کرده است

های مؤثره و ترشح ي باکتری به تولید پروتئینیزاشده که بیماری 

III سیستم ترشحي نوعآنها از طریق 
ساکارید  پليبه تولید و نیز  3

. (Zhao and Qi 2011)وابسته است  4خارج سلولي آمیلووران

های مؤثره  ژنمطالعات ژنتیکي صورت گرفته در زمینه شناسایي 

های جهش باکتری مذکور، اغلب از طریق تولید و بررسي سویه

طي  Belleman and Geider (1992) .گیرد یافته صورت مي

 هایي از باکتری یافته تحقیقي، خصوصیات ژنتیکي جهش

E.amylovora ها را بر کلاستر ژني و اثر این جهشams  که

باشد را د خارج سلولي ميساکاریدرگیر در تولید آمیلووران یا پلي

، Menggad and Laurent (1998) .مورد بررسي قرار دادند

را از طریق واردسازی  E.amylovoraباکتری  amsکلاستر ژني 

Tn3Gus  دچار جهش و در نتیجه غیرفعال کردند و گزارش کردند

ساکارید آمیلووران در تکثیر باکتری درون گیاه و نیز  که پلي

 .Wang et al. واکنش دفاعي نقش فعال دارد حفاظت باکتری از

در سنتز  AmyRای به منظور بررسي نقش تنظیمي  مطالعه (2012)

در مطالعات . انجام دادند E.amylovoraزایي  آمیلوران و بیماری

یك تنظیم کننده منفي تولید آمیلووران  AmyRها معلوم شد که  آن

آمیلووران در یك به طوری که تولید . باشد مي E. amylovoraدر 

. تر از سویه شاهد بود ، حدوداً هشت برابر بیش2یافته حذفي جهش

نقشي مهم در تولید آمیلووران  AmyRنتایج این افراد نشان داد که 

 . زایي باکتری دارد و بیماری

 ي باکترییزاچنین در بررسي اولیه مکانیسم بیماری هم

E.amylovora ،(1990)et al.  Steinberger  ها برای ترانسپوزوناز

نتایج . استفاده کردند E. amylovoraایجاد جهش در باکتری 

                                                           
1
 Pomoideae 

2
 Rosaceae 

3
 Type III secretion system 

4
 Amylovoran 

5
 knock out mutant 

زایي و ایجاد  های درگیر در بیماری ها نشان داد که ژنتحقیق آن

واکنش فوق حساسیت، با هم ارتباط نزدیك داشته و آن دسته از 

هایي که در وقوع واکنش فوق حساسیت نقش دارند برای  ژن

های بعدی با نام این خوشه ژني در بررسي. لازمندزایي نیز  بیماری

ي باکتری یزادر پي فعالیت بیماری. مشخص شد hrpکلاستر ژني 

های مؤثره به سلول میزبان و همچنین و تولید و ترشح پروتئین

ترتیب در اثر فعالیت تولید و خروج آمیلووران از سلول باکتری، به

، پراکسیده شدن 9یداتیو، انفجار اکسhrcو  hrpدو کلاستر ژني 

های های سلولي و در پي آن خروج الکترولیتلیپیدهای دیواره

و ( Venisse et al. 2001)سلول میزبان و در نهایت ایجاد نکروز 

همچنین بسته شدن آوندها توسط آمیلووران و سرعصائي شدن 

این علائم، . ، بروز خواهد کرد(Zhao and Qi 2011)ها سرشاخه

 .باشندئم مشخصه بیماری آتشك روی میزبان ميهردو از علا

 .Eي باکترییزاهای اولیه در رابطه با ساختار بیماریبررسي

amylovora کیلو  44، بیانگر وجود یك کلاستر ژني با طول حدود

باز در باکتری بوده، که با توجه به نقش دوگانه این کلاستر در 

نامیده  hrpني حساسیت، کلاستر ژایجاد بیماری و واکنش فوق

در این بررسي، اولین پروتئین مؤثره (. Wei et al. 1992)شد 

شناسائي و همچنین مشخص  HrpNیا  1باکتری با نام هارپین

های این کلاستر در اثر متقابل سازگار و غیرسازگار گردید که ژن

ترتیب با گیاهان میزبان و غیرمیزبان، سطح باکتری عامل بیماری، به

هارپین   Kim and Beer(1998). تي بروز خواهند دادتظاهر متفاو

گزارش و  E. amylovoraرا در باکتری  HrpWای به نام ثانویه

یك پروتئین  HrpNمشخص کردند که این هارپین نیز همانند 

. باشدو خارج سلولي باکتری مي  اسیدی، غني از گلیسین و سرین

در   .Gaudriault et al(1997) علاوه بر دو پروتئین مؤثره فوق،

کیلو باز  4تری با فاصله  ، کلاستر کوچكhrpمجاور کلاستر ژني 

 در واکنش فوق hrpرا شناسائي کردند که بر خلاف کلاستر 

ي روی میزبان یزاحساسیت باکتری نقشي نداشته، اما در بیماری

dspتأثیرگذار بوده و با نام کلاستر 
پروتئین مؤثره . شد ناختهش 6

زماني  نامیده شد، اما به دلیل هم DspAاین کلاستر تولیدی توسط 

                                                           
6
 Oxidative burst 

7
 Harpin 

8
 Glycine and Serine reach 

9 Disease specific 
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صورت ، و نامگذاری آن به .Bogdanove et al(1998a) تحقیق

DspE  در این تحقیق، از آن پس پروتئین مؤثرهDspA/E  نام

و  HrpN ،HrpWپس از شناسائي سه پروتئین مؤثره . گرفت

DspA/E  در باکتری عامل بیماری آتشك، تحقیقات بعدی در

تر روی ساختارهای ي، بیشیي عامل باکتریاایززمینه ژنتیك بیماری

و همچنین  dspو  hrpهای کلاستر سیگنال و تنظیمي تظاهر ژن

 .Khan et al)باکتری متمرکز شد  IIIساختارهای ترشحي نوع 

2012). 

روی  E. amylovoraباکتری  شواهد اولیه مبني بر چگونگي تأثیر

گزارش و  .Venisse et al (2001) های میزبان، توسطسلول

ي باکتری به واسطه یك انفجار یزامشخص شد که بیماری

 .شود های درخت گلابي ایجاد مياکسیداتیو روی بافت

(2008)Degrave et al.   گزارش کردند که از بین سه پروتئین

زایي و  های بیماری در فعالیت ينقش مهم HrpNمؤثره باکتری، 

hrpNیافته  جهشهای ته و سویهداشزایي  غیربیماری
، قادر به -

باعث ایجاد یك انفجار  ،ایجاد بیماری در گلابي نبوده و در سیب

همچنین مشخص شد که طي واکنش . شوندمياکسیداتیو خفیف 

، سبب تخریب HrpNپروتئین، در گیاه غیرمیزبانحساسیت فوق

لي ریزی شده سلو عملکرد میتوکندریایي و در نتیجه مرگ برنامه

همچنین گزارش گردید که  (.Xie and Chen 2000) خواهد شد

است  7لایزدومین پکتات دارای یك HrpWباکتری، هارپین دیگر 

 مورد نیازي باکتری روی میزبان یزابیماریطور جزئي برای و به

، HrpNمشابه با پروتئین مؤثره . (Kim and Beer 1995)باشد  مي

ضروری تشخیص  باکتریي یزارینیز برای بیما DspA/E پروتئین

dspA/Eهای که سویه شدداده شد و گزارش 
قادر زا و غیربیماری -

با  (.Bogdanove et al. 1998a, b)نیستند گیاه میزبان در رشد به 

 HrpNهر دو پروتئین مؤثره  این وجود، با توجه به تأثیر

، تاکنون E. amylovoraي باکتری یزاروی بیماری DspA/Eو

دو  نشده که چه نسبتي از بیماری توسط هریك از اینمشخص 

پروتئین مؤثره ایجاد و یا اینکه هر دو پروتئین مؤثره، شرط لازم 

 .برای ایجاد بیماری در میزبان خواهند بود

 های مؤثره باکتریي پروتئینیزاعلاوه بر اثرات بیماری

E.amylovora های مذکور دارای ده که پروتئینش، مشخص

                                                           
1
 Pectatelyase domain 

ای روی گیاهان میزبان و همچنین غیرمیزبان ثانویه( های)نقش

، گزارش شده که HrpNدر رابطه با پروتئین مؤثره . باشندمي

ي، نقش تحریك سیستم سیگنالي یزاعلاوه بر تأثیر در بیماری

حساسیت را نیز به اندازی واکنش فوقخارج سلولي مرتبط با راه

اس این پروتئین ، بر این اس(Oh and Beer 2005)عهده دارد 

نیز  2در تحریك سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك تواندمؤثره مي

 .Dong et al(1999) شواهد ارائه شده توسط. نقش داشته باشد

، از E. amylovoraنشان داده که مقاومت گیاه توتون علیه باکتری 

طریق تحریك سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك، مرتبط با اسید 

واکنش مشابهي در رابطه با تحریك . پذیردسالیسیلیك صورت مي

سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك در واکنش سازگار باکتری با 

بر (. Wei and Beer 1996)است  گیاهان میزبان نیز گزارش شده

، روی سیستم دفاع اکتسابي HrpNکنندگي خلاف نقش تحریك

از تحریك  DspA/Eسیستمیك، نشان داده شده است که پروتئین 

ای وابسته به اسید  عالیت سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك پایهو ف

زایي عنوان یك استراتژی بیماری سالیسیلیك جلوگیری کرده و به

مهم جهت آلودگي گیاهان میزبان، سبب مرگ سلول میزبان 

د شوبر این اساس، مشخص مي(. DebRoy et al. 2004)شود  مي

در  DspA/Eو  HrpNکه اگرچه نقش دو پروتئین مؤثره 

باشد، اما در رابطه با سیستم دفاع اکتسابي ي همسو ميیزا بیماری

سیستمیك میزبان و یا غیرمیزبان، بر خلاف یکدیگر عمل نموده و 

ي یزاگیری کرد که حداقل بخشي از بیماریتوان نتیجهلذا مي

های چندگانه دو پروتئین باکتری و شدت آن، به تعادل بین نقش

ي و تحریك سیستم دفاع یزا روی بیماری DspA/Eو  HrpNمؤثره 

 .باشداکتسابي سیستمیك مرتبط مي

ي یزابا توجه به مطالعات گسترده انجام گرفته روی ژنتیك بیماری

های مؤثره  باکتری، اطلاعات مفیدی در رابطه با اثرات پروتئین

این درحالي است که تأثیر دقیق . دست آمده استباکتری به

های مختلف سلولي که ثره باکتری روی بخشهای مؤپروتئین

و مرگ ( Venisse et al. 2001)منجر به ایجاد انفجار اکسیداتیو 

، به شودمي (Xie and Chen 2000)ریزی شده سلولي برنامه

اطلاعات محدود حاصله، نشانگر نقش . درستي مشخص نیست

 زنجیره انتقال الکترون کلروپلاست در این انفجار اکسیداتیو

                                                           
2
 Systemic Acquired Resistance (SAR) 
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(Abdollahi et al. 2015)ها ، و نقش احتمالي کلروپلاست

(Erfaninia et al. 2014 ) در تعیین میزان حساسیت رقم، نسبت به

لذا با توجه به اینکه عامل اصلي ایجاد . بیماری آتشك است

ها به عنوان های مؤثره باکتری بوده و کلروپلاستبیماری، پروتئین

های فعال اکسیژن و در نتیجه لیکي از مراکز اصلي تولید رادیکا

ایفای نقش ( Bhattacharjee 2011)انفجار اکسیداتیو در گیاهان 

کنند، تحقیق اخیر با هدف رفع بخشي از ابهامات موجود مي

ي هر یك از دو پروتئین مؤثره یزامشتمل بر تعیین سهم بیماری

HrpN  وDspA/E  روی میزبان و همچنین تعیین میزان اهمیت

، HrpNها در اثر متقابل با هریك از سه پروتئین مؤثره ستکلروپلا

HrpW  وDspA/E های ریزی و با استفاده از سویهباکتری طرح

hrpNیافته  جهش
- ،dspA/E

hrpWو  -
در  باکتری عامل بیماری، -

 .مقایسه با سویه شاهد بررسي شد

 

به  ،7رقام درگزیارقام گلابي مورد استفاده در این تحقیق شامل ا

عنوان رقم نیمه متحمل و  ، به2عنوان رقم متحمل، رقم هروسوئیت

وسیله ارقام مورد نظر به. عنوان رقم حساس بودند، به3رقم بارتلت

به این . ای تکثیر شدند شیشهچه به صورت درون کشت شاخه

QLمنظور، از محیط کشت 
4 (Leblay et al. 1991 )744همراه به 

BAPلیتر  گرم در میلي
9گرم در لیتر  میلي یك، 2

2iP  7/4و 

NAAگرم در لیتر  میلي
درصد  4/ گرم در لیتر سوکروز،  34، 1

گرم در لیتر پکتین مرکبات برای پرآوری  میلي 2/4آگار و 

های رشد، قبل از افزودن  محیط pH. شیشه ارقام استفاده شد درون

محیط، در تنظیم شده و پس از تهیه  1/2±7آگار و پکتین روی 

 24اتمسفر به مدت  2/7گراد و فشار درجه سانتي 727دمای 

های کشت داده شده، به  چه شاخه. دقیقه در اتوکلاو، سترون شدند

های  ساعت روشنایي توسط لامپ 79اتاق رشد با دوره نوری 

 44، با شدت نور (Sylvania, Germany)فلورسنت سفید و زرد 

                                                           
1 Dargazi 
2 Harrow sweet 
3 Bartlett 
4 Quoirin and Lepoivre medium 
5 6-Benzylamino Purine 
6 6-ɤ-ɤ-(Dimethyl Allylamino)-Purine 
7 Naphthalene Acetic Acid 

درجه  23±7روزی  و دمای شبانهمیکرومول بر مترمربع در ثانیه 

روز  42های پرآوری شده هر چهساقه. گراد منتقل شدند سانتي

ها روی چه لازم برای ارزیابيبار زیرکشت شده تا تعداد ساقه یك

 . سه رقم فوق، به دست آید

و  HrpN ،HrpWهای مؤثره ارزیابي تأثیر هر یك از پروتئین

DspA/E قایسه تأثیرسویه روی میزبان با استفاده از مEa273 

 American)تهیه شده از کشور آمریکا  E. amylovoraباکتری 

Type Culture Collection-ATCC49946 )عنوان شاهد به

یافته  های جهشهمراه با سویه ،( تیپ وحشي)یافته  غیرجهش

hrpN
- ،dspA/E

hrpWو  -
 ترتیب در هریك از این سویهکه به -

مسئول تولید  hrpWو  hrpN ،dspA/Eهای، ژنیافته های جهش

، خاموش شده بود، HrpWو  HrpN ،DspA/Eپروتئین مؤثره 

یافته باکتری، از کشور فرانسه  های جهشسویه. استفاده شد

(CIRM-CFBP: International Centre for Microbial 

Resources – French )شده خریداری و بر  6صورت لیوفیلیزبه

 34نك ژن باکتریائي فرانسه در حضور اساس دستورالعمل با

بیوتیك کانامایسین، که با استفاده از لیتر آنتي گرم در میليمیلي

سترون و به محیط ( Millipore-USA)میکرومتر  2/4فیلترهای 

همچنین برای تهیه . کشت اضافه شده بودند، تکثیر شدند

ز یافته مورد نیا های شاهد و جهشتلقیح، هر یك از سویه مایه

74 گذران در محیط صورت شب به
LB ،درجه   2در دمای  مایع

دور در دقیقه روی شیکر انکوباتور کشت  4 7گراد و سانتي

شیشه از های درونمنظور کاهش احتمال فرار سرشاخهبه. شدند

تلقیح باکتری، بر اساس روش سازی، کدورت مایهآلوده

(2004)Abdollahi et al. سپکتروفوتومتر با استفاده از دستگاه ا

(Shimazu 1100, Japan ) نانومتر و با استفاده  944در طول موج

 727خنثي و سترون شده در دمای  pHدارای )از بافر فسفات 

دقیقه در  24اتمسفر به مدت  2/7گراد و فشار  درجه سانتي

 .، روی عدد یك تنظیم شد(اتوکلاو

و شاهد با ارقام یافته  های جهشمنظور ارزیابي اثر متقابل سویهبه

شیشه گلابي با طول های درون چه مختلف گلابي مورد نظر، شاخه

ها روز از زیرکشت آن 42تا  44متر که  سانتي 4تا  3حدود 

                                                           
8
 Wild type 

9 Lyophilized 
10 Luria Bertani 

  ها مواد و روش

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
96

.1
2.

3.
2.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
7-

06
 ]

 

                             4 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1396.12.3.2.6
http://mg.genetics.ir/article-1-1495-fa.html


 حمید عبداللهی و همکاران  ...های مؤثره باکتریمقايسه تأثير پروتئين

 

 9316 پاییز/ 3شماره / دوازدهمدوره / ژنتیک نوین 333

 

های  چه سازی شاخهآلوده. گذشته بود، مورد استفاده قرار گرفتند

متر میلي 34 های آزمایش ضخیم با قطرشیشه در لولهدرون

لیتر از میلي 72به این منظور . انجام شد مخصوص این بررسي،

های همراه با تنظیم کنندهQL (Leblay et al. 1991 )محیط کشت 

 744رشد ذکر شده در مرحله پرآوری، مورد استفاده و سپس 

تلقیح از هر سویه در تیمارهای مجزا، به سطح  میکرولیتر مایه

های هر چهمحیط کشت هر لوله آزمایش اضافه شده و سپس ساقه

همچنین علاوه . رقم روی سطح محیط کشت استقرار داده شدند

 744یافته، از بافر فسفات سترون شده به میزان  بر شاهد غیرجهش

عنوان شاهد های گلابي هر سه رقم، بهمیکرولیتر در سرشاخه

 79های اثر متقابل در شرایط نوری ارزیابي. استفاده شد 7تقلیدی

های فلورسنت سفید و زرد و با  ساعت روشنایي توسط لامپ

روزی  میکرومول بر متر مربع در ثانیه و دمای شبانه 44شدت نور 

 .گراد انجام شد درجه سانتي 7±23

عنوان یکي از ها بهکننده کلروپلاستبا توجه به نقش تعیین

های های فعال اکسیژن در سلولهای مهم در تولید رادیکال اندامك

، و نقش این اندامك در این اثر (Bhattacharjee 2011)گیاهي 

، و همچنین تأثیر حضور (Abdollahi et al. 2015)متقابل 

سوکروز در محیط کشت روی غیرفعال شدن زنجیره انتقال 

و در نتیجه از ( Yabuta et al. 2007)ها الکترون کلروپلاست

های فعال اکسیژن، دست رفتن فعالیت فتوسنتزی و تولید رادیکال

ها در شرایط فوق در شرایط عدم حضور و حضور رزیابيکلیه ا

عنوان شرایط کلروپلاست فعال و غیر فعال، ترتیب بهسوکروز به

، مورد مقایسه قرار  .Abdollahi et al(2015) بر اساس روش

منظور مقایسه فعالیت جذب سوکروز از محیط همچنین به. گرفت

حیط کشت م pHد، تغییر شومحیط کشت مي pHکه سبب افت 

 2گرم در لیتر معرف بروموکرزولگرین میلي 24با افزودن 

(AnalytiClas, Cat No. 491207 ) با محدوده تعیینpH  2/3بین 

تعیین میزان . گیاه، بررسي شد-، به محیط کشت توأم باکتری9تا 

pH  محیط با استفاده از مقایسه رنگ آن باpH های رفرنس

 24و هر ( 7شکل )حدی با فواصل نیم وا 9تا  2/3محدوده 

همچنین به منظور بررسي اثر متقابل . بار صورت گرفت ساعت یك

                                                           
1 Mock control 
2 Bromocresol green sodium salt 

یافته و شاهد و ارقام مختلف گلابي، میزان  های جهشسویه

شیشه با فواصل زماني های درونچه پیشرفت نکروز در طول شاخه

پس از ( روز 24)ساعت  4 4بار، و جمعاً به مدت  ساعت یك 24

ارزیابي میزان پیشرفت نکروز به . ابي و ثبت شدسازی ارزیآلوده

چه نکروزه بر اساس طول بخش صورت درصد طول شاخه

ها حداقل کلیه ارزیابي. چه، محاسبه شدنکروزه به طول کل شاخه

ها ها رسم نمودارتکرار صورت گرفت و پس از ثبت داده پنجدر 

 .جام شدان (Microsoft, USA-Version 2007) اکسل استفاده از با
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فواصل نیم واحدی تهیه شده با  با 9 تا 2/3 های رفرنس محدودهpH -7شکل 

در  pHمعرف بروموکرزولگرین، مورد استفاده برای ارزیابي روند تغییرات 

 .میزبان-های کشت توأم باکتریمحیط

 

 .Eهای مؤثره باکتری منظور ارزیابي تأثیر پروتئین در این بررسي به

amylovora یافته  های جهشدر اثر متقابل با میزبان، اثر سویه

hrpN
- ،dspA/E

hrpWو  -
با سویه شاهد مورد مقایسه قرار  -

سازی و ایجاد نکروز در دهنده موفقیت آلودهنتایج نشان. گرفتند

یافته  های مختلف شاهد و جهشکلیه تیمارهای واجد سویه

گونه بروز نکروز حتي  یچباکتری بود و تنها در شاهد تقلیدی، ه

نکته قابل توجه در . ساعت مشاهده نشد 4 4پس از گذشت 

های مختلف نتایج، تفاوت در سرعت پیشرفت نکروز در سرشاخه

از . یافته و سویه شاهد بود های مختلف جهشتیمار شده با سویه

شیشه مورد استفاده، های درونچهطرفي با توجه به ظرافت شاخه

هي در بروز اولین علائم نکروز و پیشرفت آن در تفاوت قابل توج

در . سازی با سویه شاهد در بین ارقام مختلف مشاهده نشدآلوده

ها به اندازه کافي ضخیم  چه ای، شاخه واقع در سیستم درون شیشه

  نتایج و بحث
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های دفاعي گیاه، مانند چیزی که  و چوبي نبوده و عملکرد سیستم

گیاه در شرایط درون در شرایط گلخانه یا باغ وجود دارد، در 

که، در شرایط در حالي(. 2شکل )شود  شیشه مشاهده نمي

های موتانت و شاهد به کار رفته در  ای، با استفاده از سویه گلخانه

دار بین ارقام  های معني دهنده تفاوت این تحقیق، نتایج ما نشان

بر این اساس (. است  نشان داده نشدهها داده. )مقاوم و حساس بود

سازی با سویه شاهد هر سه رقم، اولین علائم نکروز در آلودهدر 

ساعت در هر دو شرایط کلروپلاست فعال   4پس از گذشت 

( حضور سوکروز)و کلروپلاست غیرفعال ( عدم حضور سوکروز)

 . تظاهر پیدا کرد
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(  A:در ارقام مختلف گلابي شامل Ea273یافته  سویه شاهد غیرجهش با Erwinia amylovoraباکتری  -hrpNیافته  مقایسه پیشرفت نکروز ناشي از سویه جهش -2شکل 

 (.چپ( )فاقد سوکروز)و کلروپلاست فعال ( راست( )محیط دارای سوکروز)بارتلت، در شرایط کلروپلاست غیر فعال ( Cهروسوئیت؛ ( Bدرگزی؛ 
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Pear cv. Dargazi Pear cv. Harrow Sweet Pear cv. Bartlett

Active Chloroplasts Inactive Chloroplasts Active Chloroplasts Inactive Chloroplasts Active Chloroplasts Inactive Chloroplasts

 
 744و  69درگزی، هروسوئیت و بارتلت در شرایط کلروپلاست فعال و غیرفعال، در دو فاز شیشه ارقام گلابيهای درونمقایسه پیشرفت نکروز در سرشاخه -3شکل 

های مؤثره باکتری شامل های درگیر در تولید پروتئینیافته ژن مشتمل بر سه سویه جهش Erwinia amylovoraهای مختلف باکتری سازی با سویهساعته پس از آلوده

 .دشو ای و یا سیاه شده آشکار ميصورت بخش قهوه ها بهچهنکروز باکتری در طول شاخه. یافته در مقایسه با سویه شاهد غیرجهش -hrpWو  -hrpN- ،dspA/Eهای سویه

 

در شرایط کلروپلاست غیرفعال، پیشرفت علائم  علاوه بر این،

تر از یافته یکنواخت روی ارقام با استفاده از سویه شاهد غیر جهش

شکل )تری دیده شد بوده و تفاوت کم شرایط کلروپلاست فعال

مبني بر نقش   .DebRoy et al(2004) بر اساس نتایج قبلي(. 2

ها در فعالیت سیستم دفاع اکتسابي کننده کلروپلاستتعیین

تر نکروز در ارقام گلابي در سیستمیك میزبان، پیشرفت یکنواخت

ت دلیل عدم امکان بروز فعالیتواند بهشرایط سویه شاهد، مي

ها و نقش این اندامك در سیستم دفاع طبیعي کلروپلاست

مقایسه سرعت پیشرفت نکروز از طرفي، . سیستمیك گیاه باشد

های ارقام تیمار شده با شاهد غیر عامل بیماری در سرشاخه

غیرفعال نشان  یافته، در دو شرایط کلروپلاست فعال و جهش

ایجاد علائم دهد که شرایط کلروپلاست فعال سبب تأخیر در  مي

برای روشن . استدر مقایسه با شرایط کلروپلاست غیرفعال شده

های شاهد باکتری شدن مطلب، لازم به تأکید است که استفاده از

یافته، بدین معني است که در این سویه علاوه بر  غیر جهش

HrpW هر دو پروتئین مؤثره شامل ،HrpN و DspA/E تولید 

و HrpN ات متضاد دو پروتئین مؤثره با توجه به اثر لذا. شود مي

DspA/E  نقش مهم و وسیستم دفاع اکتسابي سیستمیك روی 

سیستم دفاع اکتسابي ها در فعالیت کننده کلروپلاستتعیین

ها و افزایش علائم سیستمیك میزبان، خاموش کردن کلروپلاست

یافته و بر عکس فعال  شدت بیماری با سویه شاهد غیر جهش

 دهنده این است که درو کاهش علائم نشانها ستکلروپلاکردن 

کنندگي سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك این شرایط، نقش تحریك

غلبه  DspA/Eسازی آن توسط بر نقش غیرفعال HrpNتوسط 

 .یافته است

 HrpNمقایسه نقش پروتئین مؤثره 

شده با سویه  شیشه ارقام گلابي تیمارهای درونچهدر شاخه

-یافته  جهش
hrpN در شرایط کلروپلاست فعال، اولین علایم ،

سازی ساعت پس از آلوده 69نکروز در تمامي ارقام پس از 

  4یافته، تأخیر  مشاهده شد که نسبت به سویه شاهد غیر جهش

طور چنین به هم(. 2شکل )ساعته در بروز علائم اولیه داشت 

سویه  های متناظر بامشابهي، سرعت پیشرفت نکروز نیز در زمان

hrpNیافته  جهش
، در همین شرایط در مقایسه با سویه شاهد -

از سوی دیگر در شرایط کلروپلاست (. 3شکل )تر بود  کم
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ساعته در ظهور   4غیرفعال، گرچه تنها در رقم درگزی تفاوت 

اولین علایم نکروز مشاهده شد، اما روند کلي مشابهي به صورت 

hrpNیافته  کاهش سرعت پیشرفت نکروز با سویه جهش
، در -

 (. 2شکل )مقایسه با سویه شاهد دیده شد 

مقایسه سرعت پیشرفت نکروز در ارقام مختلف با استفاده از 

hrpNیافته  سویه جهش
، در دو شرایط کلروپلاست فعال و -

های متناظر نشان دهنده کاهش کلروپلاست غیرفعال در زمان

عال بود نسبي سرعت پیشرفت نکروز در شرایط کلروپلاست ف

کاهش سرعت پیشرفت علائم نکروز در طول (. 7شکل )

چنین تأخیر در  شیشه در تمامي شرایط و هم های درونچه شاخه

بروز اولین علایم نکروز در اغلب موارد با استفاده از سویه 

hrpNیافته  جهش
با توجه به نقش کلیدی گزارش شده ( 3شکل ) -

نکروز در میزبان  روی ظهور و پیشرفت HrpNپروتئین مؤثره 

، نشان دهنده تطابق نتایج این بخش  .Venisse et al(2003) توسط

 .Venisse et alاز سوی دیگر، . تحقیق با نتایج قبلي استاز 

hrpNسازی برگي ارقام گلابي با سویه با استفاده از آلوده( 2003)
-

درصد علائم  22شیشه گزارش کردند که تنها ، در شرایط خارج

که در این  در حالي. ر مقایسه با سویه شاهد مشاهده شدنکروز د

شیشه، در هر دو شرایط، های درونچهتحقیق با استفاده از شاخه

درصد رسید، اما مشخصاً  744میزان نهائي پیشرفت نکروز به 

یافته  کاهش سرعت پیشرفت نکروز در تیمار با سویه جهش

hrpN
در وهله اول  این نتایج(. 3و  2 های شکل)مشاهده شد  -

 تر تأثیرشیشه برای ارزیابي دقیقدهنده برتری سیستم درون نشان

در اثر متقابل با میزبان بوده  E. amylovoraهای باکتری  یافته جهش

مبني بر  .Abdollahi et al (2004) و تا حد زیادی با گزارش

شیشه برای ارزیابي دقیق اثر متقابل کارآئي استفاده از سیستم درون

از سوی دیگر، این . با میزبان، منطبق است E. amylovoraکتری با

، HrpNدهنده این است که علاوه بر پروتئین مؤثره نتیجه نشان

توجهي در بروز های مؤثره باکتری نیز سهم قابلسایر پروتئین

صورت به HrpNعلائم نکروز داشته و حضور پروتئین مؤثره 

این پروتئین مؤثره، در کنار شرط لازم برای بروز نکروز نبوده و 

صورت موازی سبب شدت مؤثره و به( های)سایر پروتئین

 .شود بخشیدن علائم بیماری مي

کلروپلاست فعال و غیرفعال نیز در دو شرایط  pHمقایسه افت 

تنها در شرایط حضور سوکروز یا  pHتوجه نشان داد که افت قابل

در این  pHافت  این(. 3شکل ) کلروپلاست غیرفعال مشاهده شد

تواند به دلیل جذب سوکروز محیط بوده که پیرو شرایط مي

Hفعالیت پمپ پروتوني یا 
+
-ATPase  و تراوش پروتون از بافت

بر عکس در شرایط عدم حضور . گیردگیاهي به محیط صورت مي

مشاهده نشد که  pHتوجه سوکروز یا کلروپلاست فعال، افت قابل

این نتایج با . سوکروز بوده باشد تواند عدم جذبدلیل آن مي

 pHمبني بر افت  Abdollahi and Ghahremani (2011) گزارش

سازی زنجیره انتقال الکترون کلروپلاست یا محیط کشت و فعال

 .حذف سوکروز از محیط منطبق است

 HrpWمقایسه نقش پروتئین مؤثره 

شیشه های درونچهسازی شاخهبر خلاف نتایج حاصل از آلوده

hrpNیافته  ارقام گلابي تیمار شده با سویه جهش
سازی این ، آلوده-

hrpWیافته  ها با سویه جهشچهشاخه
یك از  ، سبب تأخیر در هیچ-

دو شاخص ظهور اولین علایم نکروز و سرعت پیشرفت نکروز 

 طور کامل با نتایجاین نتایج از طرفي به(. 4و  3های شکل)نشد 

(2003)Venisse et al.  های یافته گزارش کردند جهش کهhrpW
- ،

یافته داشتند، در  های شاهد غیرجهشي مشابهي با سویهیزابیماری

چنین در شرایط کلروپلاست فعال، در دو رقم  هم. انطباق است

یافته  ها با جهشچهسازی شاخههروسوئیت و بارتلت، آلوده

 hrpW
ر سبب تسریع ظهور علائم در مقایسه با سویه شاهد غی -

توان احتمال نقش بر این اساس، مي(. 4شکل )یافته شد  جهش

عنوان یك هارپین ثانویه روی را به HrpWمحدود پروتئین مؤثره 

به این . تحریك سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك میزبان داد

تر صورت که در شرایط کلروپلاست فعال، امکان پیشرفت سریع

سازی با وق در اثر آلودههای دو رقم فچهعلائم در شاخه

hrpWیافته  جهش
یافته، به دلیل  در مقایسه با شاهد غیر جهش -

یافته، امکان تحریك سیستم  در باکتری جهش HrpWعدم وجود 

دفاع اکتسابي سیستمیك وجود نداشته و پیشرفت علائم نکروز با 

. یافته صورت گرفته است سرعتي مشابه با سویه شاهد غیر جهش

،  Abdollahi(2003) بیوانفورماتیك انجام گرفته توسطدر بررسي 

 های مؤثره باکتریبا هدف تعیین اندامك هدف برای پروتئین
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E.amylovoraهیچ توالي سیگنالي در ناحیه  7افزار پردوتار ، نرم

N-های مؤثره باکتری شامل  ترمینال پروتئینHrpN ،HrpW  و

DspA/E افزار  فاده از نرمي نکرد، در حالي که با استیرا شناسا

مؤثره   یك توالي سیگنال کلروپلاستي برای پروتئین 2پي-تارگت

HrpW دهد که این نتایج نشان مي. دست آمدبا احتمال ضعیف به

های به کلروپلاست HrpW  در صورت اثبات ورود پروتئین

مؤثره ممکن است نقش   میزبان، بر اساس این شواهد این پروتئین

سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك میزبان محدودی در تحریك 

اما منطبق با گزارشات قبلي، نقش تأثیرگذاری روی  داشته باشد

 .(Kim and Beer 1995) نداردي باکتری یزابیماری

 DspA/Eمقایسه نقش پروتئین مؤثره 

                                                           
1
 Predotar 

2 Traget-P 

یافته  سازی ارقام با سویه جهشهمانند نتایج حاصل از آلوده

hrpNشیشه، ارقام گلابي تیمار شده های درونچهشاخه ، در تیمار

نیز در هر دو شرایط کلروپلاست  dspA/Eیافته  با سویه جهش

چنین  فعال و غیرفعال تأخیر در ظهور اولین علائم نکروز و هم

با (. 2و  3 هایشکل)کاهش سرعت پیشرفت نکروز نشان دادند 

حداکثر میزان  hrpNیافته  این تفاوت که تیمار با سویه جهش

ر ظهور اولین علائم نکروز در مقایسه با شاهد غیر تأخیر د

های چهساعت مشاهده شد، اما در تیمار شاخه  4یافته،  جهش

، میزان تأخیر در ظهور dspA/Eیافته  شیشه با سویه جهشدرون

ساعت و در شرایط   4 اولین علائم نکروز در کلروپلاست فعال

در رقم بارتلت تر نیز ساعت و بیش 744کلروپلاست غیرفعال تا 

 (. 2شکل )مشاهده شد 
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 A:در ارقام مختلف گلابي شامل Ea273یافته  سویه شاهد غیرجهش با Erwinia amylovoraباکتری  -hrpWیافته  مقایسه پیشرفت نکروز ناشي از سویه جهش -4شکل 

 (.چپ( )فاقد سوکروز)و کلروپلاست فعال ( راست( )زمحیط دارای سوکرو)بارتلت، در شرایط کلروپلاست غیرفعال ( Cهروسوئیت؛ ( Bدرگزی؛ ( 
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در ارقام مختلف گلابي  Ea273یافته  سویه شاهد غیرجهش با Erwinia amylovoraباکتری  -dspA/Eیافته  مقایسه پیشرفت نکروز ناشي از سویه جهش -2شکل 

 (.چپ( )فاقد سوکروز) و کلروپلاست فعال( راست( )یط دارای سوکروزمح)بارتلت، در شرایط کلروپلاست غیر فعال (  Cهروسوئیت؛( Bدرگزی؛ (  A:شامل

 

که سویه   .Venisse et al(2003) این نتایج در مقایسه با نتایج

–یافته  جهش
dspA/E های باکتری زا برای میزبانبیماری را غیر

گزارش کردند در تضاد است و همانند نتایج ارائه شده در این 

–افته ی تحقیق برای سویه جهش
hrpN، دهد که سیستم نشان مي

سازی برگ شیشه استفاده شده در این تحقیق، برخلاف آلودهدرون

 ي هر یكیزایا میوه نابالغ، دارای برتری تعیین دقیق سهم بیماری

علاوه بر این، مقایسه دو . باشدهای مؤثره باکتری مياز پروتئین

کروز در ظهور اولین علائم نکروز و سرعت پیشرفت نشاخص 

     یافته های درون شیشه ارقام بین دو سویه جهشچهطول شاخه
–

hrpN  و–
dspA/E تر سرعت پیشرفت دهنده تأخیر بیشنشان

در هر دو شرایط کلروپلاست فعال و سازی علائم در آلوده

–یافته  با جهشغیرفعال 
dspA/E  بر این (. 2و  2 هایشکل)بود

 مؤثره  پروتئینارشات اولیه که خلاف گز رسد برمي نظراساس به

HrpN مؤثره باکتری  ترین پروتئین عنوان اصلي را به E.amylovora 
مقایسه تری در  سهم مهم DspA/Eمؤثره   پروتئیناند،  معرفي نموده

در ایجاد نکروز و پیشرفت بیماری در میزبان بر عهده  HrpNبا 

قبلي، این  بر اساس مقایسه نتایج این تحقیق با گزارشات. دارد

مؤثره   پروتئیننتایج اولین گزارش تعیین سهم نسبي تأثیر 

DspA/E مؤثره  پروتئیني روی میزبان، در مقایسه با یزادر بیماری 

HrpN زا  های قبلي صرفاً به بررسي کیفي بیماری بوده و در بررسي

 یافته پرداخته شده بود زا بودن سویه جهش بودن و یا غیربیماری

(Wei et al. 1992; Gaudriault et al. 1997). چنین به نظر  هم

رسد در صورت کسر مساحت زیرنمودار در دو شرایط استفاده مي

–یافته  جهشاز 
hrpN  و–

dspA/E تری بتوان برای ي دقیقمسهم ک
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ي بیان کرد، که مقایسه ایزهای مؤثره در بیماریپروتئینهریك از 

سهم بالاتری از  دهنده این است کهنشان 2و  2 هایشکل

تری و سهم کم DspA/Eمؤثره   ي باکتری توسط پروتئینیزا بیماری

 .استایجاد شده HrpNمؤثره   پروتئینتوسط 

(2004)DebRoy et al.  (2006) و Boureau et al.  گزارش

های مؤثره پروتئینیکي از اعضای خانواده  DspA/Eاند که  کرده

این خانواده در ارتباط با  شده بوده و اعضایباکتریایي حفاظت

سازی فعالاز طریق جلوگیری از ، نقش خود را پیشرفت بیماری

ایفا اسیدسالیسیلیك سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك وابسته به 

کیلوبازی از  2/3قطعه است که چنین گزارش شده هم .کنندمي

ماده  ، با پیشDspA/Eمؤثره   پروتئین ترمینال-ناحیه سي

یك حامل الکتروني در که  7فریدوکسینعني سیتوپلاسمي ی

مؤثره اثر   با این پروتئینباشد،  ميها کلروپلاست Iفتوسیستم 

لذا در صورت (. Bonasera et al. 2006) دهد ميمتقابل نشان 

های میزبان برای روی کلروپلاست DspA/Eمؤثره   تأثیر پروتئین

–یافته  ایجاد بیماری، بایستي در سویه جهش
hrpN ه پروتئین ک

DspA/E ي آن سویه است، یزامؤثره اصلي در بیماری  تنها پروتئین

در شرایط کلروپلاست غیرفعال، شدت بیماری کاهش چشمگیری 

دهنده نشان 2شکل  حاصل از که نتایج در صورتي. داشته باشد

علاوه بر  DspA/Eرسد نظر ميخلاف این مطلب بوده و لذا به

تواند که در اینجا مي)سلولي ( های)كها، دیگر اندامکلروپلاست

را نیز در راستای ایجاد بیماری تحت تأثیر  (ها باشدمیتوکندری

ترین نتایج این تحقیق را شاید در نهایت یکي از مهم. دهدقرار مي

درصد در  744ها به بتوان در عدم رسیدن میزان نکروز سرشاخه

– یافته سویه جهشها با سازی سرشاخهشرایط آلوده
dspA/E  در

لذا با توجه به (. 2شکل )شرایط کلروپلاست غیرفعال ذکر کرد 

–یافته  جهشاینکه در سویه 
dspA/Eپروتئین ،  HrpN تنها پروتئین  

برای  HrpN  دهد که پروتئین مؤثره و اثرگذار سویه است، نشان مي

ي مؤثر، حتماً به کلروپلاست فعال نیازمند بوده و یزا ایجاد بیماری

  رو احتمالاً مؤثرترین اندامك درگیر در اثر متقابل پروتئین یناز ا

HrpN های میزبان، اندامك کلروپلاست است که بررسي  با سلول

از  .تری برای اثبات این نظریه لازم است و ارائه شواهد بیش

دهنده نقش نشان  .Abdollahi et al(2015) طرفي، گزارش اخیر

                                                           
1
 Ferridoxin 

ست در اثر متقابل میزبان با باکتری زنجیره انتقال الکترون کلروپلا

E. amylovora  بود، لیکن در این بررسي که با استفاده از تأثیر

های زنجیره انتقال الکترون کلروپلاست انجام گرفت، بازدارنده

از سوی . نوع پروتئین مؤثره درگیر در این اثر متقابل مشخص نشد

انسي کلروفیل، ، با استفاده از فعالیت فلورسSalehi (2016) دیگر

 E. amylovoraنشان داد که یکي از مراکز تأثیر اصلي باکتری 

های نظر از نوع پروتئین مؤثره، کلروپلاستطور عموم و صرف به

لذا بر اساس شواهد ارائه شده در دو . باشدهای میزبان ميسلول

تحقیق فوق مبني بر نقش مهم زنجیره انتقال الکترون کلروپلاست 

های میزبان و با سلول E. amylovoraبل باکتری در اثر متقا

 HrpN  ترین نتیجه این تحقیق مبني بر نقش عمده پروتئین مهم

رسد که نظر مي ها در فرآیند اثر متقابل، بهروی کلروپلاست

ترین مرکز اثر عنوان اصليها بهزنجیره انتقال الکترون کلروپلاست

ه که با نقش روی میزبان قابل ذکر بود HrpN  پروتئین

روی سیستم  HrpNها در مقاومت و تحریك کنندگي کلروپلاست

 .دفاع اکتسابي سیستمیك میزبان نیز منطبق است

دو دهه اخیر در رابطه با ژنتیك  در های جدیدرغم یافتهعلي

ي باکتری عامل بیماری آتشك، شناسائي انواع ایز بیماری

ین ساختار خروج چن های مؤثره، ساختار سیگنالي و هم پروتئین

، IIIهای مؤثره از باکتری توسط سیستم ترشح نوع  پروتئین

های مؤثره اطلاعات محدودی در رابطه با مکانیسم اثر این پروتئین

های میزبان کسب ویژه سلولهای گیاهي و بهروی سلول

بیانگر نقش تولید  .Venisse et al (2001) هاییافته. است شده

های میزبان در یژن و انفجار اکسیداتیو سلولهای فعال اکسرادیکال

است که از  این اثر متقابل بوده، لیکن به درستي مشخص نشده

ویژه  ها، بههای مسئول در تولید این رادیکالمیان اندامك

یك در این انفجار  ها، سهم هرها و میتوکندریکلروپلاست

ه کدام یك از سوی دیگر اینک. اکسیداتیو تا چه اندازه اهمیت دارد

ها دارای اثر متقابل مستقیم یا های مؤثره با اندامك از این پروتئین

خوبي  د، بهشوغیرمستقیم بوده و سبب این انفجار اکسیداتیو مي

دهنده تأثیر ، نشانXie and Chen (2000) هاییافته. روشن نیست

زنجیره انتقال الکترون میتوکندری در اثر متقابل ناسازگار و 

دهنده تأثیر زنجیره انتقال نشان  .Abdollahi et al(2015) ایه یافته

اما . الکترون کلروپلاست در اثر متقابل سازگار با میزبان بوده است
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توجهي از چگونگي و  ها، همچنان بخش قابل با وجود این گزارش

های این یافته. باشدهای مؤثره نامشخص ميسهم اثر پروتئین

حدودی در تعیین این اثر متقابل در عنوان پیشرفت م تحقیق به

های مؤثره را در  یك از این پروتئین شیشه، سهم هرشرایط درون

علاوه بر . ایجاد بیماری روی ارقام درخت گلابي مشخص نمود

با  HrpNاین، شواهدی مبني بر اثر متقابل پروتئین 

های میزبان ارائه داد که در مرحله بعد لازم است با  کلروپلاست

این . ي قرار گیردیهای تکمیلي مورد اثبات نهاده از آزمایشاستفا

 .Boccara et al(2007) بررسيچنین تا حد زیادی با  یافته اخیر هم

حساسیت از ها طي واکنش فوقکه گزارش کردند کلروپلاست

دچار تغییرات فتوسنتزی و ساختاری  HrpNطریق اثر پروتئین 

بندی  توان جمع لذا چنین مي. شوند در انطباق است ها مي تیلاکوئید

ها در اثر  تر نقش کلروپلاست کرد که ضمن اثبات هرچه بیش

متقابل باکتری عامل بیماری آتشك و میزبان در این تحقیق، 

ترین مؤلفه این اثر متقابل  عنوان اصلي به HrpNپروتئین مؤثره 

مرکز اثر  که است به ذکر چنین در ادامه لازم هم. دشو پیشنهاد مي

ها روی تحریك یا تضعیف  های مؤثره، سهم اثر آن ایر پروتئینس

سیستم دفاع اکتسابي سیستمیك میزبان و چگونگي تعیین سطح 

هایي  طبیعتاً چنین یافته. دشحساسیت یا مقاومت در رقم تعیین 

ي بهتر اصلاح به یتواند به درک بهتر ساختار مقاومت و کارآمي

ی مقاومت به این بیماری فناوری براهای معمول و زیستروش
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