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به زمینی تراریختهسیبپاسخدر گلیفوسیتمکانیسم عمل
و Pectobacterium atrosepticumهاي باکتریاییبیمارگر

Dickeya dadantii

1*حسین پاسالاري

رانیدانشگاه هرمزگان، بندرعباس، اناب،یمیمجتمع آموزش عال،یاهیگکیو ژنتدیتولیگروه مهندس،يبخش کشاورزاریاستاد-1

hossein.pasalari @Hormozgan.ac.ir * نویسنده مسئول:

25/3/1400پذیرش: 21/10/1399دریافت:

:چکیده

ی، بررساین مطالعهیهدف اصل.اندتکامل یافتهدر پاسخ به بیمارگرهادفاعی مختلف مسیرهاي گیاهان در 

بـه ایـن  بود.یاهیگيزايماریبيهايمقاومت نسبت به باکتريدر بروز القاتیفوسیگلمکانیسم عمل

جهت ختیترارینیزمبیبر رقم ستریدر لگرمیلیم8/1نهیدر غلطت بهتیفوسیکش گلمنظور، از علف

پکتوبـاکتریوم  يبـاکتر از21Aهیسـو (ین ـیزمبیس ـمارگریبيهاياز باکترهیمقاومت به  دو سويالقا

هاي که پاسخبودمشخص شده استفاده شد. ) 2دیکیا دادانتئیي از باکترENA49 هیو سو1اتروسپتیکوم

یدر اثر آلودگتحریک شود. گلیفوسیتگیاهان در غلظت بهینه تیمارتواند با دفاعی گیاه به بیمارگرها می

يهاژنانیاز بییسطح بالاکیت،یفوسیآنها با گلماریو تمارگریبيهايبا باکترینیزمبیسيهابرگ

نی ـمشاهده شد. در اHSR-203jژنژهیبویپاسخ دفاعيهاژنو PR-2ژنهویژبهمارگر،یوابسته به ب

بـه  PR-5ژنيبار، برا7/1و 7/1به اندازه PR-3بار، ژن9/2و 5/1به اندازه PR-2 يهاژنانیحالت ب

7/1و 7/1به اندازه HIN1ژنيبار و برا4/2و 5/2اندازه به HSR-203Jژنانیبار، ب5/1و 3/1اندازه 

يهـا ژنانی ـداشتند. بشیافزاپکتوباکتریوم اتروسپتیکومودیکیا دادانتئیهاي باکتريبا به ترتیببار، 

-ها در نمونهژنانیبزانیمنینشان داد که بجینکرد. نتادایپداري معنیرییشاهد، تغيهامذکور در نمونه
اخـتلاف شده) ماریرتیغاهانینسبت به گتیسفویشده با گلماریتاهانیو شاهد (گشیآزمامورديها

پاسخ يهاو ژنهانیپروتئيتواند با القایمت،یفوسیبا گلمارینشان داد که تجیوجود دارد. نتايداریمعن

.کندجادیای اهیگيزاهايمارینسبت به بیستمیسیمقاومت اکتسابی، نوعیدفاع

هـاي پاسـخ دفـاعی،    زایـی و ژن هاي وابسـته بـه بیمـاري   ژن، گیاهباکتریایی بیمارگرهاي :کلید واژگان

، مقاومت القایی گلیفوسیت

1 Pectobacterium atrosepticum
2 Dickeya dadantii
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مقدمه

بیمارگرها آفات و گیاهان تماس دائمی با انواع مختلفی از 

بـراي  د.دارن ـو ...هـا ویـروس ا،هها، باکترياز قبیل قارچ

ایـن عوامـل   أزا، گیاهان باید سریعامل بیماريعومدیریت

اخته و سازوکارهاي دفاعی خـود را فعـال   زا را شنبیماري

صـورت  بـه 3در گیاهـان هاي مقاومـت ژن[2 ,1].نمایند

-بیمـاري مـؤثر هاي مستقیم یا غیرمستقیم از عمل پروتئین

هـاي  همچنین این پاسـخ کند. ممانعت میزایی بیمارگرها 

و 4وسـیله واکـنش فـوق حساسـی    تواننـد بـه  دفاعی می

گلیفوسیت[3].شدید شوندنیز ت5سیستم مقاومت اکتسابی

و کش شناخته و معرفی شده اسـت کلی یک علفطور به

. دگیـر هاي سنتز آمینوآسیدها قـرار مـی  در گروه مهارکننده

انـول پیروویـل   –5آنـزیم  مهـار کننـده  ،کـش این علـف 

فسفات سنتتاز، آنزیمی از مسیر شیکیمات –3شیکیمات 

در زیم . ایـن آن ـ اسـت گـذاري مـی شـود،    که در هسته کد

 ـانیشیو واکنش پردیگیموضع میاهیگيهادتیپلاس نی

معطـر  يهانهیآمدیسنتز اسيو براکندکاتالیز میرا ریمس

مطالعـات  . اسـت يضروراهانیها و گها، قارچياکتردر ب

کنندگی خود را با اثر ممانعتگلیفوسیتکنند که میتأیید 

4,5]انجـام مـی دهـد   اشغال جایگاه فسفوانول پیـروات 

علت استفاده گسترده از علف کش گلیفوسـیت، توسـعه   .[

گونه هاي اصـلاح شـده و مقـاوم برخـی از محصـولات      

.[6,7,8].زراعی نسبت به این علف کش می باشد

، کنتـرل علـف   گلیفوسـیت محصولات مقاوم در برابر 

ــولات    ــی محص ــه زن ــس از جوان ــاورزي را پ ــزارع کش م

نشـان داده اسـت کـه    مطالعات. [5,9]سازد پذیر میامکان

تواند بـر مقاومـت آنهـا در    یمگلیفوسیتبا اهانیگتیمار

بیمارگرهايمقاومت به از جمله [10,11]ها يماریبرابر ب

که علف زمانی،تاثٌیر بگذارد6فیتوفتورا اینفستنسی قارچ

3. Resistance Genes
4. Hypersensitive reaction
5. Systemic Acquired Resistance
6. Phytophthora infestans

یها سمسمیکروارگانیميکه برایشیرويهاکش در اندام

مطالعات انجام شـده روي  . [12]کندپیدا میاست، تجمع 

کـش در  نشان داد که این علـف گلیفوسیتگندم مقاوم به 

مـؤثر پیشگیري و درمان زنگ نواري و زنگ بـرگ گنـدم   

ــا دگلیفوســیتاســت. اســپري  ز معمــول، در مراحــل وب

مختلف رشدي گیاه، سبب کنترل زنگ زرد گنـدم همـراه   

هاي هرز شد. همچنـین کـاربرد ایـن   با نابودي کامل علف

ب ، سـب گلیفوسـیت کش روي سـویاهاي مقـاوم بـه    علف

7عامل فاکوسپورا پـاکریزي سرکوبی زنگ آسیایی ناشی از 

بر کنتـرل  گلیفوسیتاثر همزمان دلایلیکی از . [13]شد

گیاهی، مشـابهت در مکـان   بیمارگرهايهاي هرز و علف

.[14]باشـد ها مـی کش در گیاهان و قارچهدف این علف

پاسـخ يهـا سبب واکـنش ژن گلیفوسیتبا اهانیگتیمار

يرا بـه عفونـت هـا   اهی ـشود که مقاومت گیمیمحافظت

اهیمقاومت گدهد.میشیافزابیمارگروسیله بهایجاد شده 

.مـرتبط اسـت  PRيهـا نیها بـا تجمـع پـروتئ   بیمارگربه 

ــا ژن ــرتبط ب ــیبیمــاريهــاي م ــزای ــوگــروهک، ی از ژهی

زا تنشراتیخ به تأثکه در پاسهستندمحافظيهانیپروتئ

نیتجمع پروتئنیشوند. رابطه بیمانیببیمارگرو عفونت 

در بـه دسـت آمـده   اکتسـابی  و توسعه مقاومـت  PRيها

ها به بیان این ژنفرض شده است که نیمنجر به ا،گیاهان

در .[15]محسوب می شودمقاومت نیاهاينشانگرعنوان 

بر روي ) 2016(پاسالاري و همکارانوسیله بهتحقیقی که 

گلیفوسـیت مقاوم به علف کش تراریختهزمینیگیاه سیب

کــه یــک ژن مقــاوم بــه علــف کــش و aroAکــه بــا ژن 

که ه شدنشان داد. ] [5شده بودتراریخته،ستبیمارگرها

قـارچ  دو سـویه  گیاهان سیب زمینی آلوده شده  بـا  تیمار

-ژنهاي پاسـخ دفـاعی و  بیان ژن،گلیفوسیتبافیتوفتورا

کنـد را در سیب زمینی القا میزاییبیماريهاي وابسته به 

در پژوهش حاضر سعی شده است که مکانیزم عمل .[16]

زایـی و  هـاي مـرتبط بـا بیمـاري    گلیفوسیت در القـاي ژن 

7. Phakopsora pachyrhizi
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هـاي  در دو سویه باکتريزمینی هاي پاسخ دفاعی سیبژن

دیکیـا  و پکتوبـاکتریوم اتروسـپتیکوم  زمینی، بیمارگر سیب

مورد بررسی و مطالعه قرار بگیرد.ادانتئید

هامواد و روش

ــدر ا ــه در آزمانی ــژوهش ک ــاتیتحقشــگاهیپ ســتیزیق

بلاروس انجام شده بود، از یدانشگاه دولتیاهیگیمولکول

) که یک رقـم نیمـه   Scarbی (نیزمبیرقم معروف سکی

عامـل ایـن   (حساس به بیماري پوسیدگی نـرم باکتریـایی  

و دیکیـا  پکتوبـاکتریوم هايزمینی باکتريیببیماري در س

اسـتفاده شـده اسـت کـه بـا      باشد، می) می باشنددادانتئی

آگروباکتریوم تومه فاشـینس يباکتراي ازهیاستفاده از سو
ژن مقاوم به علف کیکه aroAژن موتانت و استفاده از 8

فورماسـیون  سبـه روش تران باشـد، یم ـمارگرهایکش و ب

ــایی  ــود خــتیتراراگروباکتری ــرا.[5]شــده ب مطالعــه يب

ــازوکارها ــيس ــایاثربخش ــیت در الق ــتمیسيگلیفوس س

هیپـژوهش از دو سـو  نیدر ااهان،یدر گیمقاومت اکتساب

ــباکتر ــویه ای ــاکتري 21Aیی (س Pectobacteriumاز ب

atrosepticum ــویه ــاکتري ENA49و س Dickeyaاز ب

dadantii ( .فوسـیت تیمـار   ابتدا گیاهان بـا گلی استفاده شد

 ـیزمبیسهايبرگ،با گلیفوسیتماریجهت تشده که  ین

و اسـپري شـده  تـر یدر لگـرم یلیم8/1غلظت در مذکور 

صـورت کـه   به این شدند، هاي فوق تیمارسپس با باکتري

28يسـاعت در دمـا  15بـه مـدت   هاي باکتریـایی  سویه

) قـه یدور در دق50با تکان دادن (حـدود  گرادسانتیدرجه 

رشد ) 1972لر،یم(؛ LB (Luria-Bertani Broth)طیمحدر 

محلـــول ســـازي آنهـــا، در داده شـــده و ســـپس رقیـــق

10. صـورت گرفـت  ل،یاسـتر میدسـد یکلریکیولوژیزیف

2بـا ی(تقرهـا يبـاکتر ونیاز سوسپانس ـتـر یلیلیم Ð 107

وسـیله  بـه کـه  اهی ـگدهی ـدبیسـطح آس ـ يسلول) بر رو

روز 3بعد از شد. داده قرار،اسکالپل ایجاد زخم شده بود

8. Agrobacterium tumefaciens

و هـا يآلوده شده با باکترهاياز برگ،با گلیفوسیتماریت

 ـتیمار شده و غ منظـور بـه ،تیمـار شـده بـا گلیفوسـیت    ری

بـا اسـتفاده از   ي کـل RNAاستخراج ،یمولکوليزهایآنال

 ـک -NucleoSpin RNA Plant kit (Co, Machereyتی

Nagel, Germany, Cat. No: RN 7713C (ام گرفت. انج

يRNAکروگـرم یم5/0با استفاده از cDNAاول رهیزنج

 ـکبا استفاده از و یاهیگيکل نمونه ها First Strandتی

cDNA Synthesis Kit (Fermentas Co, Cat. No:
K1611.هاي وابسـته  ژنانیبتعیین مقدار جهت سنتز شد

ی، واکنش نیزمبیسیپاسخ دفاعهايزایی و ژنبه بیماري

RT-PCR(Real Time – PCR)ـاستفاده از زنجبا  اول رهی

cDNA با ژنaroA،و ژنزایـی بیماريوابسته به هايژن

 ـوآغازگرهـاي بـا  ینیزمبیسیپاسخ دفاعهاي  ـاژهی نی

آغازگرهـاي اسـتفاده شـده در ایـن     -یـک جـدول (هاژن

-زمینـی مـی  هاي پاسخ دفاعی سیبپژوهش مربوط به ژن

ري و همکاران طراحی شـده بـود و  توسط پاسالاباشد که

Eurofins MWG Operon-Companyاز شرکت اپـرون  

(Ebersberg, Germany)شـد )، انجامه بودخریداري شد .

N (mRNA) = 2با فرمول mRNAنسخه نسبیمقدار (∆Ct

- min (∆Ct) مقایسـه میـانگین   .[17]شـد نیـی ) محاسـبه و تع

5ر سـطح  به کمک آزمـون دانکـن د  صفات مورد بررسی

انجام شد. Excelافزاردرصد با کمک نرم
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[5]هاي استفاده شده در این پژوهشآغازگر-1جدول

آغازگرها
توالی آغازگرها اندازه قطعه تکثیرشده

(جفت باز)

aroAseq2-f
aroA r_ch

CAGGAAACAGCTATGACGCATTAAAGGCGATCTGGTTTC
TCAGAGCTCAGCCGTGCTGACTCAGA

250،750

nt CTP-f
nt CTP-r

GTTTCTAGAAAAATGGCACAGATTAGCAGCATG
CAATGAGCTCCATGGTCTGTGCAGTGACCACTGAT

200-250

St PR2-f
St PR2-r

CTAATGCGGTGGTACAAGATGG
TGACACAACAATTCCTACAGATCC

250-300

St PR3-f
St PR3-r

ATAAGCCATCATGCCACAACG
GCAGTATTCGGACCCATCC

200-250

St PR5-f
St PR5-r

ATCTCCCGTCTCGCATTTGC
GGGCCAAACTTGGAACCTTAATG

200-250

St HSR-203j-f
St HSR-203j-r

GTAATGATAGTTCGGTTGATAAGC
AGAGGTAGGAAGACGGAAAC

200

St HIN-1f
St HIN-1r

GCAACTGCATTTTCCAAATCATC
CACGTAGAAATTGACCTTGTTAGG

200

250-300St EF1-α f
St EF1- α r

TTGATGCTCTTGACCAGATTAACG
ACGGGCACAGTTCCAATACC

نتایج و بحث

Pectobacteriumهاي زمینی با باکتريهاي سیببرگ

atrosepticum 21A وDickeya dadantii ENA49

گـرم در  میلـی 8/1آلوده شده و سپس بـا گلیفوسـیت (  

هاي هد)، از برگلیتر) تیمار شدند. به عنوان کنترل (شا

- گیاهان تراریخت همان رقم استفاده شد که با بـاکتري 

با گلیفوسیت تیمـار نشـدند   اما هاي مذکور آلوده شده 

تکوین پاسخ حفاظتی سیستمی در سطح بیان ). 1(شکل

افزایشی زمینی،هاي پاسخ دفاعی سیبو ژنPRهاي ژن

بیان براي ترین قوينشان داد. PRدر سطح بیان ژنهاي 

HSR – 203j )Hypersensitiveو ژن PR-2ژن 

Response – 203j (جدول می) 2باشد .(
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ب الف

د ج

Pectobacteriumو Dickeya dadantii ENA49هاي يلوده شده با باکترآو گلیفوسیتبا تیمار شدهینیزمبیسيهابرگ-1شکل

atrosepticum 21Aلوده شده با آو نشدهمارتیيهابرگـ. الفP. atrosepticum 21Aو آلوده شده با شدهتیمارینیزمبیسبرگـب؛

D. dadantiiلوده شده با آو نشدهتیماريهابرگـج؛P. atrosepticum 21Aيباکتر ENA49لوده آو شدهتیمارینیزمبی. برگ س.د

D. dadantii ENA49يشده با باکتر

Pectobacterium atrosepticumزمینی، موقعی که گیاه با باکتري هاي پاسخ دفاعی سیبو ژنPRهاي سطوح بیان ژنمقایسه -2جدول

21A وDickeya dadantiiتیمار نشده اما هاي شاهد از گیاه آلوده شده با باکتري آلوده شده و سپس با گلیفوسیت تیمار شدند. براي نمونه

با گلیفوسیت استفاده شد.

mRNAارنسبی بیان نسخه هاي مقد

هاژن
Dickeya

dadantii(شاهد)
Dickeya

dadantii
Pectobacterium

atrosepticum
Pectobacterium

atrosepticum(شاهد)هاژن

PR-213.25 ±
0.33

19.70 ±
7.26*42.70 ± 2.31*14.90 ± 0.15PR-2

PR-37.07 ± 0.3812.78 ±
2.33*13.65 ± 0.12*7.30 ± 2.01PR-3

PR-57.06 ± 0.809.40 ± 1.26*10.40 ± 3.21*6.50 ± 2.01PR-5

HIN16.91 ± 0.2812.50 ±
1.80*13.05 ± 6.14*7.20 ± 0.23HIN1

HSR-
203j

10.85 ±
0.82

27.37 ±
2.73*29.12 ± 2.14*12.06 ± 2.10HSR-

203j

aroA9.10 ± 2,3214,16 ±
2,67d*14.90 ± 2.10*7.90 ± 2.01aroA

).p < 0/05هاي غیرتیمار شده در سطح (هاي تیمار شده با گلیفوسیت نسبت به برگداري بیان ژن در برگمعنیاختلاف*نکته: 
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و 5/1بـه انـدازه   PR-2يهـا ژنانیحالت بنیدر ا

ژنيبـار، بـرا  7/1و 7/1به اندازه PR-3بار، ژن9/2

PR-5 ژنانیبار، ب5/1و 3/1به اندازهHSR-203J به

و 7/1به اندازه HIN1ژنيبار و برا4/2و 5/2اندازه 

Dickeyaهاي باکتريبا به ترتیببار، 7/1 dadantiiو

Pectobacterium atrosepticumپیـدا کـرده   شیافزا

شاهد، يهامذکور در نمونهيهاژنانی. ب)2جدولبود (

ها ژنانیبزانیمنین داد که بنشاجینکرد. نتادایپرییتغ

شده ماریتاهانیو شاهد (گشیموردآزمايهادر نمونه

اخـتلاف شده) ماریرتیغاهانینسبت به گتیفوسیبا گل

و ژن PR-2هـاي  ژنسطح بیان وجود دارد. يداریمعن

HSR-203jي هاي دیگر تـا انـدازه بیشـتر   بت به ژننس

واند توجیه کننده که این امر می تبودافزایش پیدا کرده 

مقاومـت  در ارتباط بـا القـاي سیسـتم    گلیفوسیتتأثیر 

تـأثیر  هاي مذکور باشد. بیمارگراکتسابی گیاه نسبت به 

ــان ژن ــاعیگلیفوســیت درافــزایش بی - هــاي پاســخ دف

)، با نتایج مورفولوژیکی خواص آنتی 1مینی (شکلسیب

و علت زنـده  هداشتهمسویی .[8]باکتریایی گلیفوسیت 

هاي مذکور و تیمار گیاه بعد از آلودگی با باکتريماندن

بـه اینکـه گیـاه    دارداحتمـالأ توان با گلیفوسیت، را می

هـاي پاسـخ   هنگام مواجه شدن با بیمارگر با القـاي ژن 

دفاعی واکنش نشان می دهد، نسبت داد که این یافته ها 

، پلینه و همکـاران در گیـاه   [16]با یافته هاي وان لون 

ــه ــاران [11]پنب ــر و همک ــاکو ، پنتی ــاه تنب ، .[12]در گی

آلوده برروي سیب زمینی.[8]پاسالاري و یوتوشنکوف 

بـا  اهـان یتیمار گ، مبنی بر اینکه فیتوفتوراشده با قارچ 

یواکـنش محـافظت  يهـا سـبب واکـنش ژن  گلیفوسیت

هــاي را بــه عفونــتاهی ـســطح مقاومــت گو شــود یم ـ

، مطابقـت و  دهدیمشیافزابیمارگروسیله بهایجادشده 

.ه استداشتهمسویی

گیرينتیجه

پژوهشگرانتوانستهگلیفوسیتاستفاده از گیاهان مقاوم به 

آفـات و  هاي مقاومت گیاهان بـه  سازوکاررا در راه کشف 

اثراتها بر روي بررسیکمک کند. امل بیمارگر گیاهی عو

زایـی گلیفوسـیت   ضـد بیمـاري  اثـرات جانبی و همچنین 

نشان باکتریایی آن بر روي گیاهانواص آنتیخخصوص به

بـر  عـلاوه گلیفوسـیت گیاهان بـا  تیماراست که شدهداده

-هاي هرز در مـزارع کشـاورزي مـی   کن کردن علفریشه

نـوعی ی،پاسـخ دفـاع  هـاي ژنوهاپروتئینالقايتواند با

گیـاهی بیمارگرهـاي بهنسبتسیستمیاکتسابیمقاومت

در هـا پـژوهش .کندها، ایجاديباکترها وبخصوص قارچ

هاي عمل گلیفوسیت مورد خواص ضدباکتریایی و مکانیزم

محصــولات خســارتقابــل تــوجهی طــور بــهتوانــد مــی

هاي هرز و بیمارگرهاي باکتریایی کشاورزي ناشی از علف

را کاهش دهد.
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Abstract:
Different defense pathways in plants evolved in reaction to pathogens. The
main aim of this study was to investigate the mechanism of action of
glyphosate in resistance induction to bacterial phytopathogens. To do so,
glyphosate at an optimal concentration of 1.8 mg / l was used on transgenic
potato, to induce resistance to two strains of pathogenic bacteria (21A of
Pectobacterium atrosepticum and ENA49 of Dickeya dadantii). It was been
shown that plant defense responses to pathogens can be stimulated by
treatment plants at an optimal concentration of glyphosate. Transgenic
potato leaves infected with potato pathogenic bacteria, and then treated with
glyphosate showed a high level of expression of pathogenesis-related genes
(PR-2, PR-3, PR-5), especially PR-2 gene and defense response genes (HSR-
203j, HIN1), especially HSR-203j gene. The expression of PR-2 gene  in
leaves infected with these two bacteria were 1.5 and 2.9 times, for PR-3 gene
1.7 and 1.7 times, for PR-5 gene to 1.3 and 1.5 times and expression of HSR-
203J gene to 2.5 and 2.4 times and - HIN1 gene to 1.7 and 1.7 times, with
Dickeya dadantii and Pectobacterium atrosepticum infection, respectively.
The expression of these genes in control samples didn’t significantly change.
The  results  showed  that  there  was  a  significant  difference  between  the
expression of genes in the experimental and control samples (plants treated
by glyphosate compared to untreated plants). The results showed that the
treatment of plants by glyphosate can induce a systemic acquired resistance
to phytopathogens by inducing proteins and defense response genes
.
.Keywords: Plant bacterial pathogens, Pathogenesis related genes and

defense response genes, Glyphosate, Induced resistance
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