
 

 

K,klklklk 

 

 ژنتيک نوين

 9316 پاييز، 3، شماره دوازدهمدوره 

 099 - 024صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 گلوکاناز 3 و 1 بتا

 مرکبات بلاست

 ژن بيان

 نازيتيک

 چکيده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

مرکبات در برابر  ژنوتیپبررسی الگوی بیان چند ژن مقاومت در سه 

 Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) باکتری عامل بلاست

 
Expression profile of some resistance genes in three citrus 

genotypes in challenging with Pseudomonas syringae pv. syringae 

the causal agent of blast disease 
 

 2د بیگیفری ،1، حشمت الله رحیمیان1*، ولی الله بابایی زاد1مهسا خاکساری

 

 ساریعلوم کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه  ،استاد ،دانشیار ،دانشجوی کارشناسی ارشدترتیب  به -1

  مؤسسه تحقیقات گیاه پزشکی کشور، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، تهران، ایران ،استادیار -2

 

Khaksari M
1
, Babaeizad V

*1
, Rahimian H

1
, Beigi F

2 

 

1- MSc Student, Associate Professor, Professor, Sari Agricultural 

Sciences and Natural Resources University. 

2- Assistant Professor, Research Institute of Plant Protection, Agricultural Research 

Education and Extension Organization (AREEO), Tehran, Iran 
 

 babaeizad@yahoo.com :ه مسئول مکاتبات، پست الکترونیکینویسند *

 (11/9/59 :تاریخ پذیرش - 11/3/59 :تاریخ دریافت) 

. روند مي شماربه كشاورزی محصولات توليد در بزرگ های محدوديت از يكي گياهي های بيماری

 مناطق یستثناا به دنيا خيز مركبات مناطق در شايع های بيماری ازجمله مركبات بلاست بيماری

 Pseudomonas syringae pv. Syringae Van Hall 1902 لهيوس به عمدتاً كه است گرمسيری

(Pss) به نسبت دفاعي یها نيپروتئ كدكننده های ژن كردن فعال طريق از گياهان. شود مي ايجاد 

 یها كنش همبر از بسياری در بيماری به مقاومت توسعه. دهد نشان مي واكنش باكتريايي یمارگرهايب

 های پروتئين تجمع. است مرتبط گياه در القايي های پروتئين تجمع با باكتريايي، مارگريب - گياه

 رونويسي فاكتور نيز و آمونيالياز آلانين گلوكاناز، كيتيناز، فنيل 3 و 9 بتا نظير زايي بيماری با مرتبط

WRKY 40 عوامل مقابل در گياهان دفاعي یها سميمكان از يكي گياهي، یمارگرهايب حمله اثر در 

 و PAL گلوكاناز، كيتيناز، 3 و 9 بتا ژن سه mRNA ميزان مقايسه و بررسي منظور به. است زا بيماری

 Real Time RT-PCRروش از (Pss) مركبات بلاست بيماری اوليه مراحل در RKY 40 فاكتور

 در ي،زن هيما طريق از (Pss) ریباكت با مختلف مركبات یها برگ نمودن آلوده از پس. دش استفاده

 مذكور یها ژن بيان سطح تغييرات ،cDNA سنتز از پس و استخراج كل RNA مختلف یها زمان

ترتيب در رقم اوكيتسو، نارنج و سه ژن مذكور به بيان داد نشان بررسي اين نتايج. شد یريگ اندازه

 .بقت داردو نتايج با مشاهدات باغي مطا ابدي يملايم كوآت كاهش  دو رگ
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ها در اکثر مناطق  بیماری ترین مهماز یکی بیماری بلاست مرکبات 

 که عمدتاً استاستثنای مناطق گرمسیری  مرکبات خیز دنیا به

 Pseudomonas syringae pv. (Pss) Syringae Van Hallلهیوس به

ایجادشده روی  های زخم از راهبیمارگر . شود ایجاد می (1902)

م بلاست، روی ئعلا. کند به گیاه حمله می، های جوان قسمت

 رنگ است سوخته و سیاه های آب صورت لکه برگ بهپهنک و دم

و  شده پژمرده ها که اگر آوند آبکش دم برگ آلوده شود، برگ

خصوص در شرایط   م بیماری در طول فصل رشد بهئعلا. ریزند می

و ممکن است  ترهای جوان شدید خنک و بارانی، روی سرشاخه

 (.Beigi et al. 1391) خشکیدگی شوند ها دچار سر سرشاخه

از طیف وسیعی از  زا بیماریگیاهان برای مقابله با عوامل 

گیاه با عوامل  برهمکنشنتیجه . کنند یماستفاده  ها سمیمکان

 به دنبال آندرگیر در مقاومت و  یها ژنبیان  ی، القازا بیماری

 .(Dixon et al. 1994) بیمارگر استکاهش زخم و آسیب توسط 

 Pathogenesis related) زایی های مرتبط با بیماری پروتئین

proteines; PRs )که در  شوند یممحسوب  ها نیپروتئاز  یا دسته

چون یا مواد مرتبط با بیمارگرها هم وها اثر حمله بیمارگر

ی گیاهی مثل سالیسیلیک اسید، ها هورمونو الیسیتورها 

 Van loon and) شوند در گیاه تولید مینیک اسید و اتیلن جاسمو

Pieterse 2006.)  صورت  بهو در گیاه  یهای پروتئین چنینبیان

 یها برهمکنش یجهینت درموضعی و سیستمیک، ، اختصاصی

 Arabidopsisدر گیاه .ردیگ یمسازگار جزئی و ناسازگار صورت 

thaliana ، یها ژنمجموع PR قارچ  با آلودگی به پاسخ در که

Prenospora parasitica های  ژن با مجموع شود می بیانPR که 

 شود می انیب Alternaria brassiciolaقارچ  آلودگی با به پاسخ در

 باعث زا بیماری عوامل (.Thomma et al. 1998) است متفاوت

 Reactive oxygen(ROS) تولید تغییرات متابولیکی همچون

species ، سراسری ومت اکتسابیمقاالقایSystemic acquired 

resistance (SAR) یسراسر القایی مقاومت و (ISR)Induced 

systemic resistance های پروتئین حضور و فعالیت. شوند می 

 در حساسیت و مقاومت سطح با مستقیمی ارتباط SARبا  مرتبط

 و ازکیتین چونزایی هم بیماری با مرتبط های پروتئین .گیاه دارد

 با ارتباط در دارند قارچی ضد و ییایباکتر ضد نقش که گلوکاناز

SAR باشند یم (Ryals et al. 1996). های  پروتئینPR2فعالیت ، 

 Vidhyasekaran) دهند گلوکانازی نشان می 3 و 1یمی بتا آنز

2002).  

ی ها بافتگلوکان ماده زمینه آنزیم گلوکاناز است که در  3و  1بتا 

مویی ساقه و برگ،  زوائدد دارد و در تشکیل کالوز، گیاهی وجو

این . ی پارانشیم زخم نقش داردها سلولی کشنده ریشه و تارها

 Bowels شود صورت مستقیم باعث مرگ بیمارگر می آنزیم به

یز قطعات حاصل از تخریب ن یرمستقیمغصورت  ، به(1990)

 د شدنواهخالیسیتور موجب القای مقاومت  عنوان بهدیواره سلولی 

(Vidhyaskaran 2002 .)های گلوکاناز فعالیت ضد قارچی  پروتئین

و ضد باکتریایی دارند و در ارتباط با مقاومت اکتسابی سیستمیک 

ی گلوکاناز در ها ژنگیاهانی که بیان  (.Sticher et al. 1997) است

 زا یماریبافزایش داده شد، مقاومت بالایی به عوامل  ها آن

 .(Sareena et al. 2006; Brouge et al. 1991) اند یداکردهپ

 3و  1ی گذشته نشان داده شد که میزان بیان ژن بتا ها یبررسدر 

گلوکاناز در تعامل مرکبات با باکتری شانکر مرکبات افزایش 

 .(Sharifi-Sirchi et al. 2011; mansouri et al. 2009) یابد یم

(2007) Cota et al.  فعالیت دو آنزیم کیتیناز نشان دادند که میزان

ایجاد آلودگی در هر دو مرحله سبز  محض بهگلوکاناز  3 و 1و بتا 

ی به آلترناریا افزایش فرنگ گوجهو قرمز در مقاومت میوه ارقام 

 .(Cota et al. 2007) یافت

چندین کیتیناز در تمام . فعالیت کیتینازی دارند PR3های  پروتئین

کیتینازها، . استشده  زارشگ موردمطالعهی گیاهی ها گونه

که )ها  گلوکوزامینید اشدهیاحپیوندهای بتاگلوکوزیدی را در انتهای 

مانند کیتین، کیتوزان یا  یی از پلیمرهای مختلفها بخشتواند  می

. (Vidhyasekaran 2002) کنند یمهیدرولیز ( پپتیدوگلیکان باشند

 گیاهی یها بیماری مقاومت ژنتیک مهندسی در PR3های  پروتئین

 بیشتر کیتینازها اگرچه. (Hernandez 2005) شوند می استفاده

 یها قارچ بین یها برهمکنش در و دارند قارچی ضد فعالیت

 نقش مطالعات ولی دارند ای عمده نقش گیاهان و زا یماریب

 باعث طریق این از که کرده اثبات هاکیتیناز برای نیز را لیزوزیمی

 Firitig et al. 1998; Hitz) شود می ها یباکتر سلولی دیواره تجزیه

et al. 1994) بالای بیان که داد نشان محققین قبلی مطالعات 

 سبب میرمستقیغ و مستقیم طور به تواند یم کیتیناز پروتئین

  مقدمه
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 مستقیم روش در. شود باکتریایی و قارچی یگرهابیمار به مقاومت

 یا و رشد لحا در هایهیف در موجود کیتین واکوئلی، کیتینازهای

 میرمستقیغ روش در که یدرحال ،کنند یم تجزیه را پپتیدوگلیکان

 دشو یم کیتین الیگومرهای کردن آزاد سبب آپوپلاست کیتینازهای

ی مکانیسم دفاعی در گیاه عمل ها محرک عنوان به تواند یمکه 

افزایش بیان ژن کیتیناز و برخی  .(Colling et al. 1993) دینما

یاه فلفل باعث افزایش مقاومت به آلودگی در در گ PRی ها ژن

 Xanthamonas campestris pv. vesicatoriaبرابر باکتری 

 ژن چند یا دو زمان هم بیان. (Kang and wang 2010) است هشد

PR بهتر کنترل جهیدرنت و مقاومت افزایش باعث سینرژیستی اثر با 

 .(Zhu et al. 1994)شود  می بیماری

یان ژن کیتیناز دلیل افزایش سطح مقاومت در افزایش میزان ب

 دار دانهدرختان سیب نسبت به بیماری باکتریایی آتشک درختان 

نقش به نیز  .Sharifi et al (2011) (.Brisset et al. 2000) است

 گیاهان تولید .اند اشاره نمودهاین ژن در تعامل با شانکر مرکبات 

 طریق از و ویروسی تریاییباک قارچی، یزا یماریب عوامل به مقاوم

 یا کننده دواریام روش میکروبی، ضد کننده مواد کد های ژن انتقال

 .(Zasloff 2002) است گیاهی یها یماریب با مبارزه برای

ی تدافعی گیاهان ها ژنیکی از اولین ( PAL)فنیل آلانین آمونیالیاز 

ی محیطی و عوامل ها تنش لهیوس بهکه  شده  دادهتشخیص 

 محصول .(Kang and Wang 2010)شود  تحریک می زا یماریب

 Bagal et) استدفاعی در گیاهان  مؤثراین ژن ازجمله ترکیبات 

al. 2012; Ritter and Schulz 2004.)  ی متعدد نشان ها یبررسدر

فعال کردن  ،SAافزایش  بر، با اثر PALافزایش بیان ژن  هداده شد

و نیز القای سریع مرگ  PRی ها ژنبه دنبال آن بیان  و NPR1 ژن

 .Fitzgerald et al) دخالت دارد گرهاسلولی در مقاومت به بیمار

، دو مسیر بیوسنتزی فعال PALفعالیت آنزیم  جهیدرنت (.2004

. اسید استمربوط به سالیسیلیک رهایمسشود که یکی از این  می

شود و  این آنزیم در مراحل اولیه مسیر فنیل پروپانوئید ساخته می

و القای مقاومت اکتسابی سیستمیک  SARاعث فعال شدن مسیر ب

در توتون آلوده به  .(Chen et al. 2009)شد در گیاه خواهد 

 گزارش POX و PAL افزایش فعالیت ژن ویروس موزاییک توتون

  (.Way et al. 2002) استشده 

و زخم  Ph. parasiticaپاسخ به  در PALژن افزایش بیان 

شواهد  .(Boava 2011)است شده  گزارشیروس پونس در مکانیکی

این ژن  وسیله به دشدهیتولهای حاکی از این است که مونولیگنول

توسط پراکسیدازها اکسید شده تا لیگنین را در دیواره سلولی سنتز 

تراریخت  اهانیگ .(Mohammadi and Kazemi 2002) نمایند

متری در ها کم است، لیگنین ک در آن PALتوتون که فعالیت 

ی نشده توتون، کار دستدیواره داشته و در مقایسه با گیاهان 

 نقش PALبنابراین  ،باشند می تر حساسنسبت به تهاجم بیمارگر 

 .(Stotz et al. 2009)دارد به بیماری  اهیگ مقاومت مهمی در

 با هدفمطالعات مولکولی و ژنتیکی حذف یا تخریب این ژن 

ی محیطی ها تنشو نمو و پاسخ به مطالعه عملکرد در پدیده رشد 

 WRKYخانواده ژنی  .(Haung et al. 2010)است صورت گرفته 

کننده رونویسی  های عوامل تنظیم ترین گروه نماینده یکی از مهم

باند شدن فاکتورهای رونویسی (. Zhang and wang 2005)است 

 Van loon and)مهم است  PR یها ژنسازی  برای فعال DNAبه 

Pieterse 2006).  گیاهی دخیل در  یها ژندر پروموتر بسیاری از

ای  شده ، توالی موتیفی حفاظتزا یماریبدفاع و پاسخ به عوامل 

. وجود دارد TTGACTیا  TTGACCبا توالی  W-box بنام

متصل شده و  W-boxطور اختصاصی به  به WRKYهای  پروتئین

بیان ژن . ودش دست می موجب تشدید فرایند رونویسی از ژن پایین

WRKY12  در گیاهان متفاوت در پاسخ به آلودگی باکتریایی

در  WRKY12بیان ژن . (Dellaji et al. 2000)است  شده مشاهده

موجب  Xanthamonas orysae pv orysaeبرنج در اثر باکتری 

و  (PAL)، فنیل آلانین آمونیالیاز NPR1 ،Pr1bافزایش بیان 

در  WRKYژن . (Zheng et al. 2007) شودمی (POX) پراکسیداز

زا و سرما  افزایش مقاومت پونسیروس نسبت به عوامل بیماری

 WRKYتعدادی از فاکتورهای (. Shahin-cevik 2013) است مؤثر

 PR یها ژنکننده مثبت  کننده منفی و تعدادی نیز تنظیم تنظیم
 .هستند

، نازکیتی ژن چهار بیان میزان مقایسه و تحقیق، بررسی این از هدف

 باکتری به واکنش در WRKY 40، فنیل آلانین آمونیالیاز و گلوکاناز

  Real time PCRروش از استفاده با مرکبات بیماری بلاست عامل

(QPCR) ارقام مختلف مرکبات اولیه آلودگی مراحل کمی در 

 .است
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 کنترل بخش در موجود یباکتر ونیکلکس از موردنظر یباکتر

 موسسه در واقع کشور یپزشک اهیگ قاتیتحق موسسه کیولوژیب

کشت  NAS طیمح در و هیته( آمل معاونت) کشور برنج قاتیتحق

 رقم نارنگی) مرکباترقم متفاوت در این بررسی از سه  .شد

 Citrus) نارنجگونه  ،(Citrus reticulate var okitso) اوکیتسو

aurantium)  از گونه لایم لایم کوآتدورگ و (Citrus 

aurantifolia) استفادهبر روی پایه نارنج  شده زدهپیوند  ساله کی 

ها سربرداری  هفته قبل از انجام آزمایش چهار ها نهالتمامی  .شد

 حرارت درجه رد یا گلخانه طیشرا تحت تمرکبا یها نهال. شدند

 .شدند نگهداری درصد 99 ینسب رطوبت و وسیسلس درجه 29

 NASکشت طیمح در Pss یباکتر روزه 1-2 کشت از

 ;Colony-Forming Unit) سلول 1×119 غلظت با یونیسوسپانس

CFU )دش هیتهزایی جهت آزمون بیماری تریل یلیم هر در .

 911 موج طول با اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده با یسنج غلظت

 از تریکرولیم 11 حدود ،یزن هیما یبرا. شد انجام نانومتر

 سرنگ لهیوس به یکوب هیما روش به حاصله ونیسوسپانس

 قیتزر مرکبات یها برگ یبرگ انیم یفضا به نیانسول مخصوص

 از استفاده با ،اهانیگ یزن هیما از بعد و قبل ساعت 24 ها نهال .شد

 در یبردار نمونه. شدند دهیپوش شفاف یکیپلاست یها سهیک

o زریفر در و انجام متفاوت یها بازه
C11- جاستخرا .شد یدار نگه 

RNA ی زمانیها بازه در شده یبردار نمونه های برگ از کل 

. شد انجام( سیناژن شرکت) RNXplus کیت از استفاده با مختلف

 RQ1کیت از ،RNA یها نمونه از ژنومی DNA زدودن منظور به

RNase-free DNase شرکت ساختFermentas  طبق 

 .شد استفاده سازنده شرکت دستورالعمل

 .شد استفاده روش دو از استخراجی RNA یفیتک بررسی منظور به

 بافر در درصد 9/1 آگارز ژل از استفاده با شده، استخراج یها نمونه

TAE بروماید اتیدیوم در ژل. شدند یبررس (μg/mL 0.5 )مدت به 

 دستگاه UV با مقطرآب با شستشو از بعد و یزیآم رنگ دقیقه 19

 درجهدوم  وشر در. شد یبردار عکس آن از کداک خوان ژل

 نانومتر 281 و 291 موج  طول در ها نمونه غلظت و خلوص

 .شد یبررس اسپکتروفتومتر دستگاه لهیوس به

 Revert Aid First Standard cDNA تیک توسط cDNA ساخت

(Fermentase )محتوی از دستورالعمل، اساس بر و RNA کل 

 -C˚21 در استفاده زمان تا ها نمونه .شد انجام شده استخراج

 یا رهیزنج واکنش از استفاده با  cDNAقطعات تکثیر و نگهداری

 .شد انجام TEF آغازگر جفت و مراز پلی

 CYBR Green تیک از استفاده با ،qRT-PCR لهیوس به ها ژن بیان

 M*3000P (BioRad) thermal دستگاه در مربوطه یآغازگرها و

cycler از دو میکرولیتر حدود. شد انجام cDNA شده قیرق 

(50ngr )به و شد استفاده ها واکنش در الگو عنوان به نمونه هر از 

 آب μL 9/8ن،یبرگریسا μL 9/1آغازگر، هر از μL 1:بیترک

برنامه دمایی جهت تکثیر شامل . شد افزوده( μl21 یینها حجم)

درجه سلسیوس و  59دقیقه در  4سازی اولیه به مدت  واسرشته

 59 در ثانیه 31 به مدت سازی رشتهواس سیکل تکثیری با برنامه 41

 91 دمای در ثانیه 31 به مدت آغازگر اتصال ،وسیسلس درجه

 درجه 12 دمای در ثانیه 21 به مدت تکثیر ،وسیسلس درجه

 درجه 91 دمای در دقیقه 9 به مدت نهایی تکثیر ،وسیسلس

 آگارز ژل روی بر PCR واکنش محصول ارزیابیبود،  وسیسلس

 مورد آغازگرهای لیست .گرفت صورت TBE بافر در درصد 9/1

 تمام در .است ارایه شده 1 جدول در نیز پژوهش این در استفاده

 تمام. شد استفاده دار خانه ژن عنوان به Tef ژن از ها آزمایش

 .گرفت انجام تکرار 3 در PCR های واکنش

 انیب نرخ و انجام Bio-Rad cfx manager افزار نرم با ها داده تجزیه

2 فرمول از استفاده با روش نیا در نژ هر
-(ΔΔCT) محاسبه شد 

(and Schmittgen 2001 Livak)  

 
 

 تسویاوک رقم و نارنج به نسبت کوات میلا رگ دودر این مطالعه 

 اندازه. داد نشان P. syringae به نسبت را تری پایین مقاومت

میزان  .بود تسویاوک برابر دو کوات میلا در سوخته آب های لکه

 از کمتر و کوات میلا از شتریب نارنجدر رقم  حساسیت به بیماری

 (.1شکل)د مشاهده ش تسویاوک

-PR-3، (ß- 1,3 glucanase)PR (Chitinase) ژن چهار ینسب انیب

2، (Phenylalanine amonialyase)PAL یسیرونو فاکتور و 

WRKY40 زمان از تسویاوک رقم و نارنج کوات، میلا دورگ در 

  هامواد و روش

  نتایج
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 از شیآزما انجام یبرا .قرار گرفت یبررس مورد انیب تا قیزرت

 در فاصله ها ژن اغلب انیب نهیشیب .شد استفاده qRT-PCR روش

 صفر ساعت در PR یها ژن سطح و مشاهده شد ساعت 48-24

  .بود زیناچ اریبس

 از بعد ساعت 24 در نارنج و تسویاوک در گلوکاناز ژن انیب زانیم

 و 91/11 بیترت به آن سطح که رسید خود نهیشیب زانیم به یآلودگ

 کوات میلا در انیب زانیم. بود( صفر زمان) شاهد زمان برابر 35/9

 به 24 ساعت در زین است حساس اریبس یماریب نیا به نسبت که

 زمان برابر 39/4 انیب نهیشیب مقدار نیا که دیرس خود انیب نهیشیب

در بازه زمانی  درصداختلاف معناداری در سطح پنج . بود صفر

های ساعت بین هیچ رقمی وجود نداشت ولی در تمامی بازه 198

 .(3 شکل) داشتزمانی دیگر اختلاف معنادار وجود 

 از بعد ساعت 24 درژن پرکسیداز  انیب سطح کوات میلا اهیگ در

 اوج زانیم به یآلودگ از بعد ساعت 48 در و افتهی شیافزا یآلودگ

 زمان) شاهد برابر 23/9 اوج ر بازه زمانیآن د زانیم. دیرس خود

 12 تسویاوک و نارنج ارقام دربیان این ژن  که یدرحال. بود( صفر

 PR3ولی سطح بیان ژن  دیرس خود نهیشیب مقدار به زودتر ساعت

 که یطور به. بود نارنج از ترشیب تسویاوک در در ساعت اوج خود

 زمان برابر 33/11 این نرخ در رقم اوکیتسو در این بازه زمانی

. بودمربوطه  شاهد برابر 11/8 نارنج در که یدرحال ،خود شاهد

ها روند کاهشی به خود گرفت  در سایر بازه PR3 ژن انیب زانیم

نسبت به دو رقم حساس به  تسویاوک درولی همچنان سطح آن 

  .(4شکل) تر بودبیش بیماری

ساعت بعد  24در  PALژن  یانب یزانم ترین یشب یتسورقم اوک در

 به نسبت بیان اوج میزان. مشاهده شد Pss یبه باکتر یاز آلودگ

فنیل  ژن بیان. داشت برابری 11/29 افزایش( صفرزمان ) شاهد

 آلودگی از بعد 24 در نیز کوات لایم و نارنج در آلانین آمونیالیاز

 24/14 نارنج رقم در بیان بیشینه این میزان که رسید خود بیشینه به

گونه نارنج و دو  .بود صفر زمان برابر 21/5 کوات لایم مرق در و

لاف تساعت اخ 198و  12های زمانی  رگ لایم کوآت در بازه

زمانی  های بازه سایرمعناداری در سطح پنج درصد نداشتند اما در 

 . (9شکل) لاف معنادار بین سه رقم مشاهده شدتاخ

 24رنج در و نا یتسودر اوک WRKY40 رونویسی فاکتور یانب سطح

در  که یدرحال یدمقدار خود رس ترینبیش یساعت بعد از آلودگ

 .یدبه اوج رس 48در زمان  یرساعت تأخ 12کوات با  یملا دورگ

و  12، 48، 24 زمانی های بازهدر  یسیرونو فاکتور ینا یانب یزانم

، 19/33 یبترتبه یتسودر رقم اوک یبعد از آلودگ ساعت 198

 یزانم. برابر زمان صفر نسبت به شاهد بود 91/11، 13/14، 95/24

برابر  11/8و  22/12کوات  یمدر رقم نارنج و لا یشینهب یانب

های زمانی اختلاف در تمامی بازه .بودخود ( شاهد)ساعت صفر 

 .(2شکل) معنادار در سطح پنج درصد بین ارقام مشاهده شد

 

 در یردرگ یاهیگ ایه مکانیسم ییشناسا مقاوم، ارقام یدتول ازین شیپ

 در ظهور مقاومت به منجر که است زا بیماری به عوامل واکنش

 Baker et) شود می یاهیگ ارقام حساس در یتحساس و مقاوم ارقام

al. 1997.) های  پروتئینPR در  یرهای درگ ازجمله پروتئین

مواد مرتبط با بیمارگر  یامقاومت بوده که در اثر حمله بیمارگر و 

مانند  یاهیگ یها هورمونبا  یاهانگ یمارو ت سیتورهایهمچون ال

 شوند یم یدتول یاهدر گ یلنو ات یداس یکجاسمون ید،اس یلیکسالس

(Van loon and Pieterse 2006) . 

 
 مراز پلی ای زنجیره های اکنشو در جفت آغازگرهاتوالی  -1 جدول

 

 

 

 

 

 
 

  بحث

accession number  نام ژن ('5→'3)توالی آغازگر 

AY498567 F: GGTCAGACTCGTGAGCATGC 

R:CATCGTACCTAGCCTTTGAGTACTTG 
elongation factor 1-alpha 

AJ000081 F: GACGTCGTCGTATCTCATGG 
R: GAGTTGGGCGTCAAAAAGG 

PR2 

AF090336 F: ACAGAATTGTGGAAGCGG 
R: AGCAAGTCTTCAAACATCTCC 

PR3 

AY681119 F: CACAAATTGAAGCACCATCC 
R: TTCTCAGGGCATAACGATCC 

PAL 

AY681120 

 

F: TGGTCAATGGATTCAACGTG 
R: TTCCTCCACCAAAATTCCAG 

WRKY40 
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 و یاییضد باکتر نقش که است گلوکاناز ها نیپروتئ ینا ازجمله

 یستمیکس یاکتساب با مقاومت ارتباط در و داشته یقارچ ضد

ژن  یانب میزان (.Sticher et al. 1997; Ryals et al. 1996) باشد می

PR2  به اوج خود  24در هر سه گونه و رقم مرکبات در ساعت

در ارقام حساس و مقاوم زمان  است که یندهنده ا که نشان یدرس

 یتسوژن در اوک ینا یاناما سطح اوج ب بوده یکسان یاناوج ب

 در که  ینسبت به صفر داشته است درحال یبرابر 91/11 یشافزا

 حساس دورگ در وبرابر  35/9 متوسط حساسیت با نارنج گونه

 و اوکیتسو در بیان میزان. است صفر زمان برابر 39/4 کوات لایم

 آلودگی از بعد ساعت 12 تا جیتدر به اوج زمان از بعد نارنج

 مقداری تزریق از ساعت198پس از گذشت  اما یافت کاهش

علت افزایش  مشاهده شد، افزایش مجدد آن به بیان افزایش

 لایم رقم در اما ؛است بلاست علائم تحریک گیاه در زمان بروز

 که شد دیده بیان افزایشساعت بعد از آلودگی  12در  کوات

 گیاه تحریک افزایش و باکتری ضعیف کنترل به علت تواند می

 و (لایم کوآت)دورگ  این در باکتری سلول تعداد افزایش دلیل به

 سطح بودن بالاتر. باشد ساعت این در باکتری فعالیت رفتن بالا

دهنده مقاومت  نارنج نشان یتسو ودر اوک یبترتبه PR2ژن  بیان

  (.3شکل ) اشدب میارقام  ینبالاتر ا

میزان بیان ژن بتا گلوکاناز در نتایج یک بررسی نیز نشان داد که 

رقم لایم در برابر باکتری عامل شانکر مرکبات نسبت به رقم 

دهنده نقش این ژن در مقاومت واشنگتن ناول کمتر است که نشان

چنین نشان هم .(Sharifi-sirchi et al. 2011) باشد میبه بیماری 

بیش بیانی ژن کیتیناز در برنج باعث افزایش مقاومت  هداده شد

 Sareena) شود میگیاهان تراریخت به عامل بیماری شیت بلایت 

et al. 2006; Brogue et al. 1991.) 

 نیا. دارد یا ژهیو گاهیجا PR های پروتئین انیدر م PR3 نیپروتئ

گلوکز  ید -لیاست -N یواحدهااز  یخط مریهموپل کی نیپروتئ

 Jwa et)به هم متصل هستند  4و  1بتا  یوندهایپاست که با  نیآم

al. 2006). ژن  یانسطح بPR3 و  یتسوحاضر در اوک یدر بررس

 یانسطح ب یتسوکه در اوک یدساعت به اوج خود رس 24نارنج در 

است که رقم  موضوع ینا ییدکنندهاز نارنج بوده و تأ یشترب

 . رنج داردنسبت به رقم نا یشتریمقاومت ب یتسواوک

 
لایم  میزان گسترش بیماری در رقم اکیتسو، گونه نارنج و دورگ -1شکل 

 کوآت

 
 

بعد از  یتسوکوات، نارنج و اک یمدر لا WRKY 40ژن  ینسب بیان -2 شکل

 با ها برگ. Pseudomonas syringae pv. syringae یباکتر ازنی ب مایه

cfu ml-1 119 غلظت
 از استفاده با ژن نسبی بیان. اند شدهزنی  مایهباکتری  1×

انجام  یولوژیکیدر سه تکرار ب یشآزما. شد محاسبه استاندارد منحنی روش

مقایسه میانگین بین ارقام با استفاده از آزمون چند دامنه دانکن در سطح  .شد

 .داری پنج درصد انجام پذیرفتمعنی

 

 
 از بعد تسویاک و نارنج ،کوات میلا در گلوکاناز 3و 1 بتا ژن ینسب انیب -3 شکل

 با ها برگ .Pseudomonas syringae pv. syringae یباکتر با زنی مایه

cfu ml-1 119 غلظت
 از استفاده با ژن ینسب انیب. اند شده زنی مایهی باکتر 1×

 انجام یکیولوژیب تکرار سه در شیآزما. شد محاسبه استاندارد یمنحن روش

ا استفاده از آزمون چند دامنه دانکن در سطح مقایسه میانگین بین ارقام ب .شد

 .داری پنج درصد انجام پذیرفتمعنی
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 با یزن هیما از بعد تسویاک و نارنج کوات، میلا در نازیتیک ژن ینسب انیب -4شکل

 cfu ml-1غلظت با ها برگ .Pseudomonas syringae pv. syringae یباکتر

 یمنحن روش از استفاده با ژن یبنس انیب. اند شده یزن هیما یباکتر  7×106

 سهیمقا. شد انجام یکیولوژیب تکرار سه در شیآزما. شد محاسبه استاندارد

 پنج یداریمعن سطح در دانکن دامنه چند آزمون از استفاده با ارقام نیب نیانگیم

 .ترفیپذ انجام درصد

 

 
 ازنی ب یهبعد از ما یتسوکوات، نارنج و اک یمدر لا PALژن  ینسب بیان -9شکل 

 cfu ml-1 غلظت با ها برگ. Pseudomonas syringae pv. syringae یباکتر

119
 منحنی روش از استفاده با ژن نسبی بیان. اند شده زنی باکتری مایه 1×

 تکرار .شد انجام بیولوژیکی تکرار سه در آزمایش. شد محاسبه استاندارد

ا استفاده از آزمون چند دامنه مقایسه میانگین بین ارقام ب. شد انجام بیولوژیکی

 .داری پنج درصد انجام پذیرفتدانکن در سطح معنی

 

نسبت به  یرساعت تأخ 12کوات با  یمدر رقم لا PR3ژن  یانب

 یشینهب یزانکه م رسد یبه اوج م 48در ساعت  یتسونارنج و اوک

کوات  یمدر دورگ لا .بود یتسورقم کمتر از نارنج و اوک ینا یانب

 یداپ یمیملا یشافزا یزن یقساعت بعد از تزر 198در  نیاب یزانم

کوآت  یمبرگ لا یکه در اثر بروز علائم بلاست بر رو کند یم

  .Sharifi-sirchi et al(2011) یجبا نتا یجنتا ینا. (4شکل) است

نشان داد که سطح تظاهر  یقتحق ینحاصل از ا یجنتا. مطابقت دارد

 یپس از آلودگ یزمان یها بازه یدر رقم مقاوم در تمام یتینازژن ک

 یانگرب آمده دست به یجنتا (.4شکل) استاز دورگ حساس  یشترب

فعال بودن  یلبه دل یتسوکوآت، نارنج و اوک یماست که لا ینا

در مقابله  ییبالا یی، از تواناها آندر  ISRو  SAR ییمقاومت القا

 یمبن لیگناس یناول یافتلذا پس از در هبرخوردار بود با بیمارگر

ازجمله  یمقاومت یرمس یها ژن یانبر حضور بیمارگر شروع به ب

 رسد یمنظر به یتینازبا توجه به نحوه عملکرد ک .دنینما یم یتینازک

 یافتگلوکاناز پس از در 3و 1بتا  یممانند آنز یزن یمآنز ینکه ا

 یها پاسخحمله بیمارگر و انتقال آن به داخل سلول،  یگنالس

القا نموده و  یاهها را در گیتوآلکسینف یدو تول یهثانو یدفاع

 یتینازیک یها میآنز یسبب آزادساز یمرگ سلول یجادبا ا تیدرنها

بیمارگر سبب انهدام آن  یسلول یوارهد یهتا با تجز شود می یواکوئل

از  یحاک یزن گذشته یقاتتحقنتایج . (Sareena et al. 2006) شود

مختلف  یمارگرهایب یهمت علمقاو یژن در القا ینا مؤثرنقش 

میزان تاثیر بیان ژن کیتیناز  .(Kang and buchenauer 2000) است

نسبت به ژن بتا گلوکاناز در واشنگتن ناول مقابل بیماری شانکر 

در این بررسی نیز . (Mansouri et al. 2009) استمرکبات بیشتر

اوت های زمانی تفمشاهده شد که بیان ژن کیتیناز در تمامی بازه

تر در مقایسه با رقم حساس معناداری در دو رقم با مقاومت بیش

 (.   4 شکل)لایم کوات دارد 

 لیتبد و شدن ینیآم ید ندیفرا( PAL) ازیالیآمون نیآلان لیفن

 نیا. کند یم زیرا کاتال دیاس کینامیس –ترانس به نیآلان لیفن ال

 یسازها شیاست که پ دیپروپانوئ لیفن ریمرحله مس نی، اوللیتبد

 Haung et)کند  یها را فراهم منیتوآلکسیو ف نیگنی، لیمواد فنول

al. 2010 .)ییایباکتر یمارگرهایب به یآلودگ هنگام در ژن نیا 

 به مرکبات یمقاومت یتورهایسیال کیتحر با مرکبات شانکر مانند

 Ballster et al. 2010; Doroii et) نماید می کمک یماریب کاهش

al. 2009.) موردرقم  سهژن در  نیا راتییروند تغ یر بررسد 

در  انیب نهیشیکوات ب میدر رقم لا ،Pss یدر برابر باکتر مطالعه

زمان کاهش  شیژن با افزا انیو سطح ب مشاهده شد 24ساعت 

 بهکه احتمالاً  شد دهید انیب شیافزا یمقدار 12در زمان  یافت اما

های  تحریک در بازهی مقاومت و افزایش ها ژنعدم کارایی  لیدل

در دو رقم نارنج . رقم است نیدر ا هیثانو یآلودگزمانی بعدی و 
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 دهیژن د نیا انیب زانیم نیتر شیب 24در ساعت  زین تسویو اوک

در . ابدی یکاهش م یشدن زمان آلودگ یبا سپر انیب زانیم. شود یم

مرکبات،  یهر سه رقم در زمان نشان دادن علائم بلاست رو

 مقداربه  انیب زانیم یباکتر قیروز بعد از تزر 1 گرید  عبارت به

ژن در زمان  انیسطح ب شیافزا. (4شکل) ابدی یم شیافزا یکم

 تحریک ثانویه گیاه توسط بیمارگرعلت به تواند یبروز علائم م

از  شتریب تسویاوک اهیدر گ PALژن  انیسطح ب یطورکل به. باشد

 بود  نیا انگریب راتییروند تغ یبررس .کوات است مینارنج و لا

 یزمان یها بازه یژن در تمام نیا یبالا انیمقاوم با ب اناهیگکه 

لذا ( 9 شکل) بودندرا نسبت به رقم حساس دارا  یادیتفاوت ز

از  طبیعی طور بهشود که ارقام با مقاومت بالا  استنباط می نیچن

  یطور بهباشند  برخوردار می PALژن  انیب یبرا یبالاتر لیپتانس

ژن مقابله و  نیا عیبالا و سر انیب یماریپس از مواجه با ب که

دار و زودهنگام افزایش بیان معنی .دساز یم سریرا م یماریتحمل ب

این ژن در ارقام مقاوم برنج و گندم در مقایسه با ارقام حساس در 

 است هبرابر باکتری بلاست برنج و سفیدک گندم مشاهده شد

(Ahangar et al. 2015; Heydari et al. 2016.) قیتحق نیا جینتا 

 .دارد یمتفاوت هماهنگ اهانیدر گ  .Boava et al(2011) جیبا نتا

در  لیهای دخ ژن یکنندگ و فعال یمینقش تنظ WRKYهای پروتئین

-Shahin)د نبیمارگر را بر عهده دار کیمقاومت در برابر تحر

cevik 2012). ژن  انینرخ ب یدر بررسWRKY40 رقم و  سه در

در ساعت  انیاوج ب تسویشد که در نارنج و اوک دهیگونه مرکبات د

کوات  میبوده است اما در دورگ حساس لا قیبعد از تزر 24

 تسویدر رقم اوک انیب زانیم. است 48 بازه زمانیدر  انیب نهیشیب

در نارنج و . کوات است میبرابر لا 21/4 و نارنج برابر 19/2

داشته و کاهش  ینزول بیش انینرخ ب ،زمان شیبا افزا تسویاوک

در زمان بروز علائم بلاست  انیب زانیم کوات میاما در لا ابدی یم

ی و ماریعامل ب یباکتر ریتکثدلیل بهداشته که  یکم شیافزا

 باشد می اهیگ نیدر ا های بعدی افزایش تحریک گیاه در بازه

گونه  در WRKYمیزان بیان ژن  ه کهاخیرا نشان داده شد .(3شکل)

نارنج سه برگ و پونسیروس در برابر عوامل 

و ویروس تریستزای   Phytophtora citrophthoraبیمارگر

 Shahin-cevik and Moore) داردداری مرکبات افزایش معنی

نیز نقش مثبت  انجام شدههای بررسی چنین درهم(. 2014

های بلاست و در مقاومت به بیماریWRKY های رونویسی  فاکتور

 ,Qiu et al. 2007) ه استلایت باکتریایی برنج به اثبات رسیدب

2008; Hu et al. 2008; Vanverk et al. 2011.) نهایت  در

در  بیمطالعه به ترت مورد یها ژن انیگرفت سطح ب جهیتوان نت می

بوده و در  کوات میلا تر از دو رگ بیش نارنج و تسویاوکرقم 

و نارنج نسبت به  تسویاوک اهیدر گ یزودتر انیها ب از ژن یبعض

دو تر بودن  حساستواند می نتایج نیا. مشاهده شد کوات میلا

 .را در مقایسه با اکیتسو و نارنج توجیه کند کوات میلا رگ

 های بیماری کننده کنترل عوامل هیکل که کرد اشاره دیبا انیپا در

 اهانیگ آن با بتوان که یا وهیش چیه و داشته یحفاظت جنبه اهان،یگ

 نیهم به. ندارد وجود د،یبخش درمان کامل طور به را ماریب و آلوده

 محققین کنترل، مختلف یها روش یمعرف ازپس  ها سال لیدل

 تر نهیهز کم و تر آسان مؤثرتر، تر، منیا یها روش دنبالبه هنوز

 شناسان یماریب راستا، نیا در. هستند اهانیگ های بیماری مدیریت

 مبارزه تیریمد یها ستمیس ارائه ضمن ایدن سرتاسر در یاهیگ

 نیا یینها هدف که نظر هستندهم اهان،یگ های بیماری یقیتلف

 خسارت یاقتصاد کاهش تنها و نبوده یماریب کامل مهار ها، روش

 .است مدنظر ستیز طیمح به خسارت حداقل با یماریب از یناش
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