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  مقدمه

 زا در يمــارين عوامــل بيتــر ن و مخــربيتــر  از مهــميکــي

 R. solanacearum ي، بـــاکتري زراعـــينـــيزم بيســـ

(Yabauuchi et al. 1995) يمــارياســت کــه باعــث ب 

 ;Allen et al. 2005)گــردد  ي مــييايــ باکتريپژمردگــ

Hayward 1991) .کنترل ين راه برايتر ين و عمليثرترؤم 

. اسـت  استفاده از ارقـام مقـاوم        يياي باکتر ي پژمردگ يماريب

 به ارقـام مختلـف      ين باکتر ي که ا  ياديرغم خسارت ز   يعل

 که  ي قابل اعتماد  يکند هنوز رقم تجار    يوارد م  ينيزم بيس

 نـشده   يدار نشان دهـد معرف ـ    ي مقاومت پا  يماريدر مقابل ب  

 يمـار ين ب ي ـ بـه ا   يت کمتـر  ي ارقام حساس  ياست البته برخ  

 يادي ـ محـصول ز   يمـار يوع ب ي در صورت ش ـ   يدارند و حت  

جاد و يبه منظور ا. (French et al. 1998)ند ينما يد ميتول

 در  يمـار ي منابع مقاومت بـه ب     ييم، شناسا  ارقام مقاو  يمعرف

ن يچنــ  آنهــا و هــميشاوندان وحــشيــ و خويارقــام زراعــ

ــ و درک مکانييشناســا ــسم مقاومــت از اهمي  يا ژهيــت وي

  .برخوردار است

 ۳ و   ۱منابع ژنتيکي مقاومت شناخته شـده بـراي نژادهـاي           

   در ارقـام تجـاري گونـه زراعـي    R. solanacearumباکتري 

)S. tuberosum ( بسيار محدود است.(Tung et al. 1987) 

  منـابع مقاومـت مناسـبي در چنـدين گونـه ديگـر از جملـه                ولي

S. phurejaو  S. stenotomumو  S. microdontumو   

S. sparsipilum گزارش شده اسـت  .(Tung & Rasco 1987) 

 از مقاومـت  يي سـطح بـالا  S. phurejaن ارقـام  ي ـن ايدر ب

 نـشان  R. solanacearum مختلـف  يهـا  هينسبت به جدا

 متخصصين اصلاح نباتـات     ةداده که منجر به جلب توجه ويژ      

 سـطح مقاومـت   يبه اين گونه شده است و از آن براي ارتقـا         

. (Sequeira & Rowe 1969)ارقام تجاري استفاده شـده اسـت  

ــک      ــه ي ــايي اگرچ ــي باکتري ــاري پژمردگ ــه بيم ــت ب مقاوم

 ولـي سـت    ا  درک نـشده   خصوصيت پيچيـده بـوده و کـاملاً       

 يهـا  ، ژن يياي ـ باکتر ي مقاومت به پژمردگ   يکيمطالعات ژنت 

، کمي و يـا مقاومـت    (Grimault et al. 1994)غالب مقاومت

 (Danesh et al. 1994; Thoquet et al. 1996) پلي ژنيک

 ي پژمردگ ـ يمـار يمنابع مقاومـت بـه ب     . اند را گزارش نموده  

مطالعـات  .  شد يي شناسا يفرنگ بار در گوجه   ني اول ييايباکتر

 غالب و چند    يها  از ژن  ي تعداد کم  ي منجر به معرف   يکيژنت

  .(Jaunet & Wang 1999)د ي گرديژن با اثرات کم

 يي در شناسـا   يادي ـ ز يهـا  ر تـلاش  ي ـ اخ يهـا   دهـه  يط

ــا ژن ــه   يه ــا ب ــال آنه ــاع و مقاومــت و انتق ــا دف ــرتبط ب  م

 ژن مقاومـت و     ۱۰ انجـام شـده اسـت تـاکنون          ينيزم بيس

QTL مختلـف   يهـا   از گونـه   ين باکتر ي به ا   مقاومت ي برا 

 ;Deslandes et al. 1998) شـده اسـت   ي معرف ـياهي ـگ

Feng et al. 2003; Carmeille et al. 2006) .  با وجود

  ياه و بـاکتر   ي ـنـه تعامـل گ    ي در زم  ين، اطلاعات محـدود   يا

R. solanacearumــود دارد ــ درک مکان. وج ــا سمي  يه

ن يــه در اايــ شــده گي القــايهــا العمــل مقاومــت و عکــس

 بـا سـطح مقاومـت بـالا بـه         يجاد ارقـام  ي ا يستم برا يپاتوس

هـا نـشان     افتـه ي.  اسـت  ي ضرور يماريثر ب ؤمنظور کنترل م  

مارگر وجود دارد کـه نقـش   ي در سطح بييدهند که اجزا   يم

زبـان  ياه م ي ـ و گ  ين بـاکتر  يص و تعامل ب   ي را در تشخ   ياصل

زا و   يرمـا ي ب يهـا  نياه با اسـتر   ي گ يساز دارد و بعد از آلوده    

رد ي ـگ ي مقاومت صورت م ـ   يزا القا  يماريربي مرده و غ   يحت

(Allen et al. 2005) .ي مشتق شده از بـاکتر يتورهايسيال 

R. solanacearumيهـا   مانند محصول ژن avirulence 

  گالاکترونـاز کننده ديواره سلولي مثل پلي    هاي تخريب  و آنزيم 

ي مـرتبط بـا     ها هاي دفاعي از جمله ژن     باعث افزايش بيان ژن   

شـوند   مـي  (Pathogenesis- related protein)زايي  بيماري

(Hennin et al. 2001 ).هاي دفـاعي القـا شـده     العمل  عکس

حدي سريع باشد که مانع انتـشار بيمـارگر از محـل             هتواند ب  مي

 .(Armero et al. 1993; Barz et al. 1990)گردنـد  آلودگي 
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ان يز ب ي، آنال ي دفاع يها العمل ن عکس ي ا يي شناسا يدر راستا 

ن يثرترؤمـارگر م ـ  ياه و ب  ي ـ تعامـل گ   ي شده ط  ي القا يها ژن

 يدگاه مناسب در خصوص حـوادث     ي کسب د  ي برا ياستراتژ

 مـرتبط بـا     يها ني پروتئ .دهد يند رخ م  يآن فر ياست که در ا   

هاي گيـاهي    در بسياري از گونه   ) ها  پروتئين PR(زايي   بيماري

در خلال حمله آنها يا شـرايط       هاي مختلف و     در برابر پاتوژن  

شـوند   پذير، بيان و انباشت مي     هاي القا  تنش به عنوان مولکول   

(Edreva 2005; Borad & Sriram 2008 ) . يهـا  ميآنـز 

 يها نيداز و پروتئ  يناز، پراکس يناز و گلوکاناز، اندو پروتئ    يتيک

 مــرتبط بــا يهــا ني پــروتئ از خــانوادهيدهنــده چربــ انتقــال

 قـرار   ياهـان مـورد بررس ـ    يند کـه در گ     هـست  يـي زا يماريب

ها و   يها، باکتر  ها در برابر قارچ    نين پروتئ ي ا يالقا. اند گرفته

اهان مختلـف   يزا در زمان آلوده شدن گ      يماري ب يها روسيو

مارگر و  يگزارش شده که با انباشت آنها از رشد و توسعه ب          

گـــردد  ي مـــيري جلـــوگياهيـــ گيهـــا ب بافـــتيـــتخر

(Hammond-Kosack & Jones 1997; Singh & 
Smith 1977 ) .و نقـش  يکروبيت ضد ميبا توجه به فعال 

ن مطالعـه   ي ـ، در ا  يمـار يجاد مقاومت به ب   ي در ا  يها نيپروتئ

 Aنـاز   يتي شامل ک  ي دفاع يها  از ژن  ي برخ RNAان  يزان ب يم

ت، تحمل در   يط حساس ي در شرا  PR-10a، گلوکاناز و    Bو  

 S. phureja  و مقاومت در گونـه ينيزم بي سيارقام تجار

 و ي بررس ـR. solanacearum يالعمل به بـاکتر  در عکس

  .شدسه يمقا

  

  روش بررسي

  ياهير مواد گيه و تکثيته

 الـس و    ين ـيزم بيت ارقام س ـ  ي طبقه سوپرال  ي بذر يها غده

 گونه  يل و بذرها  ي اردب يقات کشاورز يمارفونا از مرکز تحق   

ز از بخـش  ي ـ نSolanum phureja ين ـيزم بي س ـيوحـش 

ه شـده و    يران ته ي ا ي مل ياهيک و بانک ژن گ    ي ژنت قاتيتحق

 ســاعت ۱۶وس و ي درجــه سلــس۲۴ يدر گلخانــه بــا دمــا

 از يسپس قطعات.  کشت شدند يکي ساعت تار  ۸ و   ييروشنا

 در  يا شهي ـط درون ش  ي، در شـرا   ياهان پـس از ضـدعفون     يگ

 سـاعت   ۱۶ يوس و تناوب نـور    ي درجه سلس  ۲۲-۲۴ يدما

 mol/m2sµ ۴۰  بــا شـدت نــور يکي ســاعت تـار ۸نـور و  

 يا شهي ـ درون ش  يهـا  اهچـه يصورت گ  هدند و ب  يکشت گرد 

  .(Murashige & Skoog 1962)ر شدند يتکث

  

  ي باکتريها هير جدايه و تکثيته

نـژاد سـه و    ( R. solanacearum يبـاکتر  SH12ه ي ـجدا

از )  آلـوده در خوزسـتان  ينيزم بيووار دو، جدا شده از س  يب

 اصـفهان  ينـشگاه صـنعت  افت شـده از دا    ي در يها هين جدا يب

(Nouri 2005)رقم ياد روي زييزا يماريل قدرت بيدل ه، ب 

 حساس مارفونا و توليـد اگزوپلـي سـاکاريد زيـاد در محـيط             

 SMSA (Selective Medium Southern Affrica)کشت

(Moslemkhani et al. 2011)ق اسـتفاده  ي ـن تحقي ـ در ا

  .شد

  

  اهاني واکنش گي و بررسيساز آلوده

 يا شهيط درون ش  يافته در شرا  ياهان رشد   ي گ ير القا به منظو 

ــ ــ هب ــاکتريوس ــوک رR. solanacearum يله ب ــ ن شه ي

 ـ MSط  يافتـه در مح ـ   ي رشـد    يها اهچهيگ  يچ ـيله ق يوس ـ ه ب

 بـا غلظـت     يون بـاکتر  يده شده و در سوسپانـس     يل بر ياستر

CFU/ml ۱۰۸    ـ  د و  ي ـور گرد  م سـاعت غوطـه    ي به مـدت ن

زان ي ـ م ياز ده يامت. دع قرار داده ش   ي ما MSط  يسپس در مح  

مـارگر براسـاس    ياه در برابـر ب    ي ـت گ يا حـساس  يمقاومت و   

ــل  ــورت (Moslemkhani et al. 2011)روش قب  ص

 تکرار ۶مار و در يپ، چهار تين مطالعه با سه ژنوتيا. گرفت

کـه از هـر      يطور همار انجام شد، ب   يپ و هر ت   ي هر ژنوت  يبرا

دار  شهي ر ملاًشکل که کا   اهچه هم اندازه و هم    ي گ ۲۴پ  يژنوت
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شـش  . دي ـ داشتند انتخاب گرد   ي مناسب يشيبوده و رشد رو   

مار شدند به عنوان شـاهد بـه کـار          ياهچه که تنها با آب ت     يگ

وسيله باکتري تيمار شـده بودنـد        هگياهچه که ب  ۱۸از  . رفتند

شش تکرار دو روز پـس از آلـودگي، شـش تکـرار ديگـر               

ز چهار روز پس از آلودگي و شـش تکـرار آخـر هفـت رو              

پس از آلودگي برداشت و پس از پودر شدن در ازت مـايع             

 ي نگهدارRNAوس تا زمان استخراج     ي درجه سلس  -۸۰ در

  .شدند

  

  Total RNAاستخراج 

ــتخراج  ــ کـــل براســـاس روش کلرRNAاسـ ــيد ليـ م يتـ

(Mekuria et al. 2003)  ۵۰-۱۰۰حــدود .  انجـام شـد 

تـر  يل يليک م يع در   يگرم از بافت پودر شده در ازت ما        يليم

-Trisک دهم مولار،    ي LiClشامل  ( ل  يبافر استخراج استر  

HCl ک دهم مولار بـا      يpH    ،هـشت EDTA ک صـدم   ي ـ

ک درصد که در زمان اسـتفاده بـه آن پـنج            ي SDSمولار و   

قـرار  ) ت اضافه شد  ي سولف يم متا ب  ي و سد  PVP-40درصد  

تـر  يکرولي م ۸۰۰ سـپس    شـد  مخلـوط    يگرفت و بـه خـوب     

به هر لوله   ) ۱:۲۴:۲۵(ل الکل   يآمزوي ا - کلرفرم -ب فنل يترک

قه به کمک ورتکس مخلـوط      يک دق يافزوده شد و به مدت      

فـاز  . شـد فوژ  يقه سـانتر  ي دور در دق   ۱۴۰۰۰قه در   ي دق ۱۵و  

 چهـار   LiClزان هـم حجـم      ي ـ و با م   يآور  جمع ييع رو يما

 درجـه   -۲۰ب و بـه مـدت چهـار سـاعت در            ي ـمولار ترک 

در مرحله  . دي رسوب نما  RNA شد تا    يوس نگهدار يسلس

قـه  ي دور در دق   ۱۴۰۰۰قـه در    ي دق ۱۵ب به مدت    ي ترک يبعد

تـر آب   يکرولي م ۴۰۰فوژ و سپس رسوب حاصـله در        يسانتر

 ۴۰ل حــل شــد و دو حجــم اتــانول ســرد و يمقطــر اســتر

 پـنج و دو دهـم       pHم سه مـولار بـا       يتر استات سد  يکروليم

خ قرار گرفت يقه در ي دق۱۵ن مخلوط به مدت ياضافه شد ا  

ــه ــپس ب ــدت و س ــه در ي دق۱۵ م ــه ي دور در دق۱۴۰۰۰ق ق

 درصـد   ۷۰بعد از شستشوي رسوب با اتانول       . سانتريفوژ شد 

بـه   RNase آب فاقـد     تـر  ميکرولي ۵۰و خشک شدن رسوب     

  حدود RNA پس از بررسي کمي و کيفي        .لوله افزوده گرديد  

،  10X Reaction buffer ميکروليترRNA ،۱۰ ميکروگرم ۱۰

  DNase(1U/µl)م  يتـر آنـز   يکرولي م ۱۰تر آب،   يکرولي م ۵۵

تــــر يکروليک ميــــو ) کــــايشــــرکت فرمنتــــاس آمر( 

Ribonuclease inhibitorـ ي با هم ترک  م يب و به مـدت ن

 سـپس   .شد يوس نگهدار ي درجه سلس  ۳۷ يساعت در دما  

وس قرار  ي درجه سلس  ۶۵قه در   ي دق ۱۰ب فوق به مدت     يترک

ل الکل  يزوآميا -کلروفرم -گرفت و به نسبت هم حجم فنل      

فوژ، فـاز   يپـس از سـانتر    . ب شـد  ي ـاضافه و ترک  ) ۱:۲۴:۲۵(

ک دهـم حجـم آن اسـتات    ي ـد منتقـل و  ي به لوله جد  ييرو

 ۹۵م برابر حجم اتـانول      يو دو ن  ) pH ۲/۵(م سه مولار    يسد

 يقـه رو  ي دق ۱۵ب حاصل به مـدت      يترک. درصد افزوده شد  

 دور  ۱۴۰۰۰قـه در    ي دق ۳۰خ قرار گرفت و سپس به مدت        ي

ن، رسوب بـا    يپس از حذف رونش   . فوژ شد يقه سانتر يدر دق 

 درصد شسته شده و بعد از خشک شدن رسوب          ۷۰اتانول  

تـر آب   يکرولي م ۱۵در  )  درجـه  ۳۷م سـاعت در     يبه مدت ن  (

  . حل شدRNaseفاقد 

  

   RT-PCRواکنش

  طبـق دسـتورالعمل    cDNA براي ساخت    RT-PCRواکنش  

 ۱۱واکـنش در حجـم   . انجام شد ) کايآمر(شرکت فرمنتاس   

 ـ   RNAکروگـرم   ي م ۵۰تر شامل   يولکريم کروگـرم  يم م ي بـا ن

 ۷۰ يقـه در دمـا    ي به مـدت پـنج دق      oligodT(18)آغازگر  

ــس  ــه سل ــد يدرج ــام ش ــار  . وس انج ــد چه ــه بع در مرحل

تــــر يکروليک ميــــ، 5xReaction bufferتــــريکروليم

Ribonuclease inhibitor(20u /µ )ــر يکرولي و دو م ت

dNTP (10mM)۵دت ب فـوق افـزوده و بـه م ـ   ي به ترک 

د سـپس   ي گرد يوس نگهدار ي درجه سلس  ۳۷ يقه در دما  يدق
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-Revert Aid Mم يآنــز) تــريکروليک ميــ(  واحــد ۲۰۰

MulV Revers transcriptaseافـزوده و  يب قبلي به ترک 

 و بـه  يوس به مدت دو ساعت نگهـدار ي درجه سلس ۴۲در  

قـه  ي دق ۱۰منظور متوقف نمودن واکنش، مخلوط به مـدت         

 cDNA از   .وس قـرار داده شـد     يس درجـه سل ـ   ۷۰ يدر دما 

 اسـتفاده   PCRان ژن در واکـنش      ي ـحاصله جهت مطالعـه ب    

 ۵/۲ يحـاو  تـر يکرولي م۲۵ در حجـم  PCRواکـنش   .شـد 

، ۲MgCl  مـولار يلي مPCR buffer 10X ، ۵/۲تر يکروليم

ــازگر ۱۰ ــول آغ  ،)۱جــدول ( Forward و  Reverse پيکوم

dNTPs ۲/۰واحـد ۲/۱،  مـولار   ميلي Taq DNA Polymerase  

 ـ يهـا  کليس ـ.  انجام شـد   cDNAتر  يکروليو دو م    ي حرارت

 ۱، )ک چرخـه ي( درجه  ۹۴قه در   ي دق ۴ شامل   PCRواکنش  

 درجــه ۷۲قــه در ي دق۱ و ۵۶قــه در يدق۱، ۹۴قــه در يدق

وس ي درجه سلس۷۲قه در ي دق۱۰و  )  چرخه ۴۰( وس  يسلس

ه و  ي ـ و تجز  PCR محـصولات    ي کم ـ يابي ـارز. استفاده شد 

 ـ  ل داده يتحل  انجـام   photocaptureافـزار    له نـرم  يوس ـ هها ب

  .ديگرد

  

  (Inhibition Growth)  رشد يکنندگ آزمون ممانعت

 ي دفـاع  يهـا  نيان پروتئ ي شدت و اثرات ب    يبه منظور بررس  

، عـصاره  R. solanacearum ياهان آلوده شده با باکتريگ

ــده تيف ــر شـ ــايلتـ ــارچي روي مختلـــفمارهـ ــد قـ    رشـ

F. solaniط کشت ي در محPDAيبـرا . دي ـ گرديس ـ برر 

اه ي ـحاصـل از گ   (لتـر شـده     ي عصاره ف  ي س يک س ين کار   يا

بـا  ) ي بـا بـاکتر    ي پس از القا   يبرداشت شده در زمان خاص    

ب شـده و در     ي ـ ترک PDA خنـک    ط نسبتاً ي مح ي س ي س ۱۰

ک ي ـ به قطـر     يسکيد. خته شد ي ر يمتر ي سانت ۱۰ يها يپتر

 ي قارچ رشد کرده در وسط پتـر       يها سهي ر يمتر حاو  يسانت

ک هفتـه   يها روزانه به مدت      ياندازه قطر کلن  . رار داده شد  ق

زان رشـد   ي ـسپس شـاخص کـاهش م     .  شد يبردار ادداشتي

مـار شـاهد    يسه بـا ت   ي ـمارها در مقا  يک از ت  ي هر   ي برا يکلن

  .سه قرار گرفتين شده و مورد مقاييتع

  

  ج و بحثينتا

  زميني هاي سيب واکنش فنوتيپي ژنوتيپ

 شـده در    ي بررس ـ ين ـيزم بي س ـ يها پيان ارقام و ژنوت   ياز م 

، واکنش رقم (Moslemkhani et al. 2011) يمطالعه قبل

ب ي ـترت  به يا  گلخانه يها شيمارفونا و رقم الس که در آزما      

 شـده بودنـد بـه       يابي ـبه عنوان رقم حساس و متحمـل ارز       

در برابـر   S. phurejaپ مقـاوم از گونـه   ي ـک ژنوتيهمراه 

صــورت  هبــ R. solanacearum ي بــاکترSH12ه يــجدا

د و منطبق بـا     ي گرد يابي ارز يا شهيط درون ش  يمجدد در شرا  

ــا ــينت ــ، در ا(Moslemkhani et al. 2011) يج قبل ن ي

سازي رقم مارفونا واکـنش      شرايط و ده روز پس از آلوده      

و رقــم الــس ) ۵بــا ميــانگين درجــه آلــودگي (حــساس 

از خـود   ) ۳/۰با ميانگين درجه آلـودگي      (واکنش متحمل   

 روز بعــد از آلــودگي ۱۰در رقــم مارفونــا . نــدنــشان داد

که در رقم الس پـس از         درحالي ديده شد، پژمردگي کامل   

طي اين مدت علائم مختصري از شروع بيمـاري نمايـان           

 S. phurejaژنوتيپ مورد بررسي از گونه وحـشي  . شد

 کـاملاً  R. solanacearumدر برابر اين جدايه بـاکتري  

 روز علائمـي از     ۱۵ز گذشت   که بعد ا   طوري هب مقاوم بود 

 در ايـن تحقيـق بـا        .)۱شـکل   (  نشد   ديدهبيماري در آن    

اي، امکـان    ها در شرايط درون شيـشه      سازي گياهچه  آلوده

 اسـتخراج شـده از      RNAها در    ارزيابي تغييرات بيان ژن   

توجـه بـه    چنين بـا     هم. کل گياه در يک نمونه فراهم شد      

هاي زنـده و     فاکتورهاي محيطي کنترل شده، حذف استرس     

غيرزنــده ناخواســته ايــن روش ارزيــابي نــسبت بــه روش 

  هــا در گلخانــه ارجحيــت دارد   ســازي گياهچــه  آلــوده

Fock et al. 2000; Moslemkhani et al. 2011) (.  
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  18S-rRNAي و کنترل داخلPR-10a، گلوکناز، B و A  نازيتي کي دفاعيها  ژني آغازگرهايست توالي ل.۱جدول 

Table 1. Primer sequences of defense genes chitinase A and B, glucanase, PR-10a and internal control 18Sr RNA 
 يتوال

Sequence 

  نام آغازگر

Primer name 

  نام ژن

Gene name 

5´ACTACGAACGAGCTGGACAAGG3´  PC-A1 

5´ATGTAACGACGCTTAGCCCTGG3´  PC-A2 
Potato chitinase A (ChtA)  

5´GCTGCTTTCCTTGCCCAAAC3´  PC-B2 

5´TGACCACATTCCAAGCCACC3´  PC-B3 
Potato chitinase B (ChtB)  

5´TGCTGCGATGGAACGAACAG3´  Pg-F  

5´TCCCAAACTCTCTCAGACACCC3´  Pg-R  
Potato glucanase (Glu)  

5´GAAGGAGATGTTCTTGGAGACAAACTTG3  PR-F  

AGCGTAGACAGAAGGATTGGCG3´ 5´  PR-R  
Potato PR-10a  

5´GAGAAACGGCTACCACATCCA 3´ 18s-F 
5´CGTGCCATCCCAAAGTCCAAC 3´ 18s-R 

18S-rRNA (internal control) 

  

  

                      
 Ralstoniaدر برابر باکتري ) ج (Solanum phurejaو يک ژنوتيپ از گونه ) ب(و الس ) الف(زميني مارفونا  واکنش دو رقم سيب. ۱شکل 

solanacearumدر هر شکل، گياه سمت راست آلوده و گياه سمت چپ بدون آلودگي است. اي  در شرايط درون شيشه.  

Fig. 1. Responses of potato cultivars Marfona (A), Els (B) and S. phureja (C) against Ralstonia solanacearum 
under in vitro conditions. In each picture the plant in the right is infected and the plant in the left is mock 
inoculated. 

  

 صـورت گرفتـه در فواصـل        يهـا  يابيق حاضر ارز  يدر تحق 

 ي بـه خـوب    ير و هفـت روز پـس از آلـودگ          دو، چها  يزمان

 مـورد مطالعـه بـوده       ي دفـاع  يها ان ژن يرات ب ييانگر تغ ينما

 اسـپوزيتو و همکـاران     يق و بررس ـ  ي ـن تحق ي ـج ا ينتا. است

(Esposito et al. 2008)از آن است کـه انتخـاب   ي حاک 

ها، بستگي بـه مـدت       بهترين زمان بررسي تغييرات بيان ژن     

دارليـو و    .سـازي دارد   ش آلوده زمان ظهور علائم در هر رو     

  نيـز تغييـرات بيـان   (Daurelio et al. 2010) همکـاران 

 ج الفب
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 را X. axonopodis pv citriهـا در تعامـل توتـون و     ژن

ن و بعـد از مـشاهده       يبسته به زمان ظهور علائم، قبـل، ح ـ       

 از آن بود که     يج آنها حاک  ي کردند و نتا   يابيم ارز ين علا ياول

  . قابل مشاهده هستنديخوبه  براتيي تغيف زمانين طيدر ا

  

  ينيزم بي سيها پي ژنوتيواکنش مولکول

 واکـنش مقاومـت و      ي شناخت و درک اساس مولکول     يبرا

 از يان برخ ـيق ب ين تحق يت در ا  يسه با حساس  يتحمل در مقا  

 يمـه کم ـ  ي ن PCR شناخته شده با استفاده از       ي دفاع يها ژن

ر  د ين ـيزم بي حساس، متحمل و مقـاوم س ـ      يها پيدر ژنوت 

رقــم . شــد ي بررســ R. solanacearum يبرابــر بــاکتر

 و S. tuberosumحساس مارفونا و متحمل الس از گونـه  

 تفـاوت قابـل   S. phurejaپ مقـاوم از گونـه   ي ـک ژنوتي ـ

 شامل ييزا يمارين مرتبط با بي پروتئ يها ان ژن ي در ب  يتوجه

شـکل  (  دادنـد   نـشان PR-10a، گلوکناز و  BوA کيتيناز 

 بـه خـوبي تفـاوت بيـان         RT-PCRحقيـق   در اين ت  . )۲

هــاي دفــاعي را در ارقــام مقــاوم در مقايــسه بــا رقــم  ژن

رغم دقت بـالاي آزمـون نـورترن         علي. حساس نشان داد  

 از دارد يادي ـز يايمزا يکم مهين RT-PCR بلات واکنش 

 تـشخيص ي  توانمنـد  ،RNA انـدک  زاني ـم بـه  ازين جمله

 نظـر   از و مقـرون بـه صـرفه بـودن         ژن انيب نييپا سطوح

 تي ـجحرا بـلات  نـورترن  روش بـه  نـسبت  زمان و نهيهز

 جينتـا  حـصول  جهـت البتـه   .(Dean et al. 2002) دارد

 ـا در دقـت  بـا  PCR کي ـتکنبايد   نانياطم قابل  نـوع  ني

 آغـازگر اختـصاصي    از استفاده. شودي  ساز نهيبه ها آزمون

ــ کنتــرل  غلظــت ازي ناشــي خطــا 18s rRNAي داخل

 غلظـت   حـداقل رسـانده و   را بـه  الگـو  cDNA متفاوت

ــساني ــورد cDNA ازي ک ــتفاده م ــرار اس ــي ق ــرد م   گي

(Dean et al. 2002).مـورد  ي هـا  ژن اني ـبکلي ي  الگو

 مقاومـت  زاني ـم نيبي  ميمستق رابطه بررسي نشان داد که   

  مقـاوم  گونـه  در که يبه نحو  دارد وجود ها ژن نيا انيب و

S. phureja نـاز  يتيک يهـا  ژن اني ـبA ، B و PR10-a در 

 حساس و الس متحمل پيژنوت با سهيمقا در يبالاتر سطح

 گلوکنـاز،  ژن ياسـتثنا  بـه  الس پيژنوت در و است مارفونا

پ حـساس   ي ـنسبت بـه ژنوت    يبالاتر انيب سطح ها ژن ريسا

 ـ .)۳ و   ۲شکل  ( اند داشتهمارفونا    از يک ـي رسـد  يم ـ نظـر  هب

  يبـاکتر  بـه  S. phureja قبـول  قابل مقاومت ياصل ليدلا

R. solanacearum ي هـا  بافت در هاي دفاعي بيان بالاي ژن

 و گـسترش  از امـر  نيهم ـ و اسـت  نـشده  و شده القاي  اهيگ

 ـگي  آوندي  ها بافت دري  باکتر تجمع  ـنما يم ـ ممانعـت  اهي  .دي

 ـپر و مالـت يگري بررس ـ طبق  (Grimault et al. 1994) وري

 مقــاوم و حــساس رقــم يهــا شهيــر يســاز آلــوده از بعــد

 ،مقـاوم  اهـان يگ از ينييپا اريبس درصد در تنها يفرنگ گوجه

 در .بود شده مستقر ساقه يانيم و يتحتان قسمت در يباکتر

 جملـه  از يدفـاع  يسـدها  از استفاده با مقاوم اهانيگ واقع

 ـيم ضد مواد  نقـاط  در را يبـاکتر  تجمـع  و انتـشار  ،يکروب

  .نمود محدود شدت به اهيگ مختلف

ــوع تغ ــدر مجم ــرات بيي ــا ان ژني ــده ي توليه  PRدکنن

 و حـساس  ارقـام  در قي ـن تحق ي ـ در ا  ين مورد بررس  يپروتئ

 حـساس  رقم در ( نداده رخ اي مقاوم رقم به نسبت متحمل

 ـ بـا  اي و) مارفونا  ني ـا و) متحمـل  رقـم  در (داده رخ ريخأت

 R. solanacearum يبـاکتر  کـه  است آن يايگو موضوع

 تـا  بردي  م کار هب رايي  ها سميمکان هابيمارگر ريسا مانند زين

 و نمـوده ي  ريجلـوگ ي  دفـاع ي  هـا   پتيترانـسکر  تجمع از

 ـ وسـرکوب    راي  دفـاع ي  ها سميمکان  ـ بـا  ا ي  مواجـه  ريخأت

 جـه ينت اهي ـگ مقاومـت  و تيحـساس  بـه  بـسته  البته .دينما

 نيا وجود گردد يم ظاهر متفاوت ها سميمکان نيا عملکرد

ي هـا  يبـاکتر  در کننـده دفـاعي    هاي سرکوب  مکانيسم نوع

 يبــاکتر در مثــالي بــرا اســت شــده زارشگــ زيــن گــريد

Pseudomonas syringae pv phaseolicola ينــوع   
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 مربوطـه در واکـنش   يهـا   ژنيبردار زان نسخهيا مي براساس شدت و PR-10a، گلوکناز و B و   Aنازيتي ک يها ان ژن يزان ب يسه م ي مقا .۲شکل  

 ـترت بهS. phureja در : ۱-۴ ي، نوارهاRalstonia solanacearum ي در برابر باکترينيزم بي سيها پي ژنوتيدفاع  دو، شـاهد، ب ي

در رقـم مارفونـا   : ۹-۱۲، ي دو، چهار و هفت روز بعد از آلودگشاهد،ب يترت در رقم الس به: ۵-۸، يچهار و هفت روز بعد از آلودگ   

  ي دو، چهار و هفت روز بعد از آلودگشاهد،ب يترت به
Fig. 2. Differential gene expression of chitinase A and B, glucanase and PR-10a potato genotypes against 

Ralstonia solanacearum. Lanes 1-4: in S. phureja Mock, 2, 4 and 7 days post inoculation respectively, 5-8: 
in Els cultivar Mock, 2, 4 and 7 days post inoculation respectively, 9-12: in Marfona cultivar Mock, 2, 4 
and 7 days post inoculation respectively. 
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 ارقام مختلـف    يالعمل دفاع  در عکس ) د (PR-10aو  ) ج( ، گلوکناز   )ب ( B ينازتي، ک ) الف ( Aنازيتي ک يها ان ژن ي ب ي نمودار الگو  .۳شکل  

  . Ralstonia solanacearum ي با باکتري به آلودگينيزم بياه سيگ
Fig. 3. Gene expression pattern of chitinase A (A), chitinase B (B), glucanase (C), PR-10a in different potato 

cultivar against Ralstonia solanacearum 

 الفب

 د ج



  ...برابر باکتري هاي دفاعي در بيان برخي ژن : و همکارانمسلم خاني

۱۹۱  

 دي ـتول از کـه  دارد وجـود  Phaseolotoxin نام  هب نيتوکس

ــام در نيتوآلکـــسيف ــلوب ارقـ ــوگ ايـ ــنما يمـــي ريجلـ   ديـ

(Gnanamanickam & Patil 1977, Jekobek et al. 1993). در 

 مختلـف ي  هـا  پـاتوژن  در کارآمدسرکوب  ي  ها سميمکان واقع

 آنها تجمع ازي  ريجلوگ و زبانيمي  دفاع باتيترک هيتجزي  برا

 ـ  .(Jayakumar et al. 2005) شـود  يم ـ گرفتـه  کـار  هب

ــه در     ــت ک ــن اس ــاکي از اي ــز ح ــته ني ــات گذش تحقيق

ــل ــا ناســازگار تجمــع  هــاي ســازگار در  تعام ــسه ب مقاي

ــسکريپت ژن ــه تـ ـ   تران ــاعي ب ــاي دف ــيأه ــد خير م   افت
  

 (Dixon & Harrison 1990; Dixon & Lamb 1990) .

 ـ يهرچند چگونگ  اهـان  يکننـده در گ    ر عوامـل ممانعـت    يثأ ت

 ـباشد، امـا     ي مشخص نم  يمقاوم به روشن    رسـد  يم ـ نظـر  هب

 کـه  دارد وجـود  متحمـل  و مقاوم اهانيگ در ييها سميمکان

 را ييايباکتر کننده ممانعت يها سميمکان اثر عاًيسر بوده قادر

 يدفـاع  العمـل  عکـس  موقـع  بـه  بروز باعث و دينما يخنث

  .گردد

  

  PR-10a، گلوکناز و B وA هاي کيتيناز  بيان ژن

ي ا گونهه  ب بودهي  ک ي باًيتقر B و A نازيتيک ژن انيبي  کل روند

 ـم دري  محـسوس  ريي ـتغ مارفونا حساس رقم در که  اني ـب زاني

گيـاهي کـه بـه جـاي سوسپانـسيون           (شـاهد گيـاه    بـه  نسبت

 گونه در که  يدرحال نشد ديده )باکتري، آب به آن تزريق شده     

 ـا اني ـب S. phureja مقاوم  بـه ي آلـودگ  از بعـد  روز ۴ ژن ني

 در اني ـب نيا الس متحمل رقم در و ديرس خود زانيم حداکثر

 و  ۲شـکل    (ديرس  خود اوج نقطه   بهي  آلودگ از بعد هفتم روز

هـاي   پـاتوژن هاي مختلف گياهي با      هاي گونه  در پاتوسيستم ) ۳

 باکتريــايي ،)Colletotrichum و Fusariumزنجبيــل بــا (قــارچي 

ــا ( ــل بـ ــاRalstonia solanacearumزنجبيـ ــا بـ  ، لوبيـ

Pseudomonase syringae pv phaseolicola (  و ويروسـي  

  نشان داده است ش يناز افزايتيان ژن کيب ) TMVتوتون و ( 

(Hong et al. 2000; Majeau et al. 1990; Godiard et 
al. 1990; Jekobek et al. 1993; Nasser et al. 1990) 

 رسد يم نظره  ب قين تحق ي از ا  دست آمده  به جينتا به توجه اب

 ارقـام  مقاومت زانيم در يدفاع العمل عکس سرعت و زمان

  مقـاوم  گونـه  در کـه  يا گونـه ه  ب است ياديز تياهم حائز

S. phureja و الـس  متحمـل  رقم به نسبت نازيتيک يها ژن 

  .اند ان نشان دادهيش بيافزا تر عيسر يليخ مارفونا حساس

 بـوده ي  ک ـ ي بـاً يتقر B و A نازيتيک ژن انيبي  کل روند

 دري  محسوس رييتغ مارفونا حساس رقم در کهي  ا گونه هب

 ـ     (شـاهد گيـاه    بـه  نسبت انيب زانيم جـاي   هگيـاهي کـه ب

 مـشاهده  )سوسپانسيون باکتري، آب بـه آن تزريـق شـده      

 ژن نيا انيب S. phureja مقاوم گونه در که يدرحال نشد

 در و ديرس ـ خـود  زانيم حداکثر بهي  آلودگ از بعد روز ۴

ي آلـودگ  از بعـد  هفتم روز در انيب نيا الس متحمل رقم

در ) ۳ و ۲شـــکل  (ديرســـ  خـــوداوج نقطـــه بـــه

هـاي   هاي مختلف گياهي با پـاتوژن      هاي گونه  پاتوسيستم

، )Colletotrichum و   Fusariumزنجبيـل بـا     (قارچي  

ــايي  ــا (باکتري ، Ralstonia solanacearumزنجبيــل ب

) Pseudomonase syringae pv phaseolicola لوبيا با

ش نشان  يناز افزا يتيان ژن ک  يب) TMVتوتون و    (يروسيو و 

 ;Hong et al. 2000; Majeau et al. 1990)داده است 

Godiard et al. 1990; Jekobek et al. 1993; 
Nasser et al. 1990)ني ـحاصـل از ا  جينتـا  بـه  توجه ا ب  

 يدفاع العمل عکس سرعت و زمان رسد يم نظر هب تحقيق

 اســتي اديــز تيــاهم حــائز ارقــام مقاومــت زانيــم در

 نازيتيکي ها ژن S. phureja مقاوم گونه در کهي ا گونه هب

ي ل ـيخ مارفونـا  حـساس  و الـس  متحمـل  رقـم  به نسبت

بيـان ژن گلوکنـاز در      . اند بيان نشان داده   افزايش تر عيسر

 در يک سطح    هر سه رقم مقاوم، متحمل و حساس نسبتاً       

در واکنش بـه    بوده و تغييرات محسوسي در بيان اين ژن         
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 لـذا ). ۳ و ۲شکل ( نشد ديده  R. solanacearumباکتري

 نقـش مهمـي ايفـا       ستمتوسي ـرسـد در ايـن پا      به نظر مـي   

 ـ          . نمايد نمي وسـيله   هالقـاء و افـزايش بيـان ژن گلوکنـاز ب

هـاي هورمـوني از جملـه اتـيلن و متيـل             زخم، سـيگنال  

 هـاي گيـاهي خـصوصاً      جاسمونات و نيز برخي پـاتوژن     

  اه گـزارش شـده اسـت      ي ـ مختلف گ  يها  قسمت ها در  قارچ

(Borad & Sriram 2008) .  از کـاهش  يالبتـه گزارشـات 

 يهـا   ماننـد غلظـت    ين ژن گلوکناز در واکنش به عـوامل       ايب

اهـان وجـود دارد کـه       يدر گ ) ديک اس يزيآبس (ABA يبالا

ان نـشان   ي ـش ب ين واکنش افزا  ي ا يناز ط يتيبرخلاف آن ژن ک   

  . (Wu et al. 2003)داده است

اه متحمل و   ياه مقاوم با گ   ي در گ  PR-10aان ژن   يسطح ب 

اشـته و در   ديط معمول اخـتلاف مشخـص     يحساس در شرا  

سه ي در مقاS. phurejaن ژن در گونه مقاوم يان ايمجموع ب

نکته جالب .  استيبا ارقام حساس و متحمل در حد بالاتر    

 در  ين ژن دو و چهار روز بعد از آلـودگ         يان ا ينکه ب يتوجه ا 

رقم مقاوم نسبت به شاهد کاهش داشته و هفت روز بعد از            

ن ژن  ي ـپت ا ي تجمـع ترانـسکر    يريزان چشمگ ي به م  يآلودگ

 ييهـا  کننـده   ممانعت احتمالاً). ۳ و   ۲شکل  (د  يمشاهده گرد 

ان ي ـ باعث محدود نمـودن ب R. solanacearum ياز باکتر

ت يــ دو تــا چهــار روز اول گــشته امــا در نهاين ژن طــيــا

 فـائق آمـد و      يکننـدگ  ن ممانعت ياه بر ا  ي در گ  ييها سميمکان

 ـ.  مهـم شـد    ين ژن دفـاع   ي ـان ا ي ـش ب يمنجر به افزا   ظـر  نه  ب

رسد اين پـروتئين بـه عنـوان يکـي از عوامـل دخيـل در                 مي

.  باشدR. solanacearum عليه باکتري S. phurejaمقاومت 

 در PR-10aدهد که احتمـالاً   نتايج تحقيقات گذشته نشان مي   

 ها ها و برخي باکتري    فرآيند توليد پروتئين در بسياري از قارچ      

اخــتلال  Erwinia amylovora و R. solanacearumماننــد 

در برهمکنش . (Borad & Sriram 2008)د ينما يجاد ميا

 توتون که منجر بـه واکـنش   و R. solanacearum يباکتر

هـاي   ژنان  ي ـده که ب  يگردد مشخص گرد   يت م يفوق حساس 

اين تجمع   افزايش يافته اما     PR-S گلوکناز و    ۳ و   ۱کيتيناز، بتا   

 Godiard et)کـرد   براي ظهور علائم نکروتيک کفايت نمـي 

al. 1990) .کننــده ژن  چنــين نقــش تعيــين هــمPR-10a در 

ــس ــاکتري     عکـ ــه بـ ــرنج عليـ ــاوم بـ ــام مقـ ــل ارقـ   العمـ

X. campestris pv vesicatoria   به فعاليـت ريبونوکلئـازي 

 ;Kombrink et al. 2001).آن تعمــيم داده شــده اســت 

Ponciano et al. 2007) ت بـه نحـوه   ي ـ در مجموع بـا عنا

 هاي مورد بررسـي در ايـن        پروتئين PRعملکرد متفاوت   

رسـد   تحقيق و تفاوت در الگوي بيان آنهـا بـه نظـر مـي             

ســازي ايــن  مــسيرهاي القــاء و بيــان متفــاوتي در فعــال

  زمينـي بـه بـاکتري      هاي دفاعي در گياه سيب     العمل عکس

R. solanacearum وجــود دارد در واقــع تعامــل بــين 

پتورهاي هاي اليـسيتور بـا منـشاء پـاتوژن و رس ـ           مولکول

ــاوت     ــشارهاي متف ــدن آب ــال ش ــه فع ــر ب ــاهي منج   گي

Signal transductionن ي ـها در ا  از ژنيشود که برخ ي م

  .(Wu & Bradford 2003)شوند  ير فعال ميمس

  

  القا شدهي  دفاعيها  ژنياثر بازدارندگ

، (Inhibition growth) رشـد  يکنندگ ش ممانعتي آزمادر

 القـاء شـده و   يرها عصايط حاوي در محF. solaniقارچ 

 بــه R. solanacearum ينــشده رقــم مارفونــا بــا بــاکتر

 ي کم ـPCRج يک اندازه رشد نمود که با نتـا      يسرعت و به    

ــوان ــالاًيهمخ ــ دارد و احتم ــدل ه ب ــاي ــعيل الق ــر  في ض ت

ط ي در مح ـ  ين رقم، قارچ به راحت    ي در ا  ي دفاع يها سميمکان

لس  اما در رقم متحمل ا     )۴شکل  (افته است   يکشت توسعه   

اه شاهد نسبت   ي عصاره گ  يط حاو يزان رشد قارچ در مح    يم

شتر بـود و در  ي ـاهـان آلـوده ب  ي عـصاره گ يط حـاو  يبه مح ـ 

ش عناصـر   يل افزا يدل هزان رشد قارچ ب   يح شده، م  ياهان تلق يگ

  زان يج با م  ين نتا ي ا خصوصاً. افته است يثر، کاهش   ؤ م يدفاع
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 ـيزم بياه س ـي گي عصاره حاوPDAط کشت ي پنج روز پس از در محFusarium solani قارچ زان رشديسه مي مقا) الف.۴شکل   گونـه  ين

Solanum phureja ي آلوده شده با باکتر Ralstonia solanacearum) سـمت  (مـار شـده بـا آب    ياه تيو عصاره گ) سمت چپ

 ـPDAکـشت  ط ي در مح ـFusarium solani رشد قارچ يگدکنن زان ممانعتي نمودار م)ب). راست  Solanumله عـصاره  يوس ـ ه ب

phureja ي با باکتري روز بعد از آلودگ۷ و ۴، ۲، ۰، الس و مارفونا مربوط به Ralstonia solanacearum.  

Fig. 4. A) Comparison growth rate of Fusarium solani after 5 days on PDA culture media that contains extract of 
7 days post inoculated Solanum phureja that infected with Ralstonia solanacearum ( left picture) and 
extract of mock inoculated S. phureja (right picture). B) Inhibition growth pattern of F. solani in PDA 
culture media that contain extract of S. phureja, Els and Marfona , 0, 2, 4 and 7 days post inoculation with 
Ralstonia solanacearum. 

  

 ي که به مرور بعـد از آلـودگ        PR-10a و   Aناز  يتيان ژن ک  يب

 و S. phurejaدر گونه . ش نشان داده مطابقت داشتيافزا

زان رشـد قـارچ هفـت روز بعـد از        يم پ متحمل الس  يژنوت

ده ي رس ـ ن حـد خـود    يشتري ـ بـه ب   PR-10aان  ي که ب  يآلودگ

ار اندک بـود   يگر بس ي د يها مارها و نمونه  ي ت ينسبت به تمام  

 رشــد قــارچ ن امــر باشــد کــهيــ از ايتوانــد حــاک يکــه مــ

Fusarium solaniح ياهان تلقي عصاره گيط حاوي در مح

  ان ژني ـزان بي ـ منطبـق بـر م  يادي ـ تـا حـد ز  شـده و نـشده  

PR-10a   در  ي انجام گرفته قبل ـ   يها ي بررس ).۴شکل  ( بود 

ــصوص ا ــدگ خ ــر بازدارن ــصاره گيث ــ ع ــاوي ــ اياه ح ن ي

 الف

 ب

A 
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 يهـا   رشـد قـارپ    ي رو يـي زا يماري مرتبط با ب   يها نيپروتئ

 آن است ياي گوAlternaria alternataمختلف از جمله 

 ـ يهاي متفاوتي قبل و پـس از القـا         که ايزوآنزيم  وسـيله   ه ب

طـور   هايي که بـه    ايزوآنزيم. گردد پاتوژن در گياه توليد مي    

هـاي پـيش     عنوان مولکـول   هد دارند ب  معمول در گياه وجو   

هـاي   دفاع اهميت دارنـد و در صـورت توليـد ايزوآنـزيم           

 گـردد  ثر، توسـعه ميـسليوم قـارچ محـدود مـي          ؤجديد م ـ 

(Fanta et al. 2003)  
هـاي   کننـدگي پـروتئين    جهت اطمينـان از اثـر ممانعـت       

ــاعي  ــت(دف ــه متابولي ــل    ن ــاير عوام ــا س ــه و ي ــاي ثانوي ه

هاي باکتريـايي و قـارچي       پاتوژنروي رشد   ) کننده ممانعت

سـازي بررسـي    ها بعد از خـالص  لازم است اثر اين پروتئين 

رسـد   نظر مي   در مجموع براساس نتايج اين تحقيق به      . گردد

 و کيتينازها نقـش  PR-10aهاي دفاعي مانند  برخي پروتيئن 

ــه بيمــاري پژمردگــي   مهمــي در مقاومــت ســيب ــي ب زمين

 شـده ايـن عوامـل در        چنـين مـشخص    هم. باکتريايي دارند 

هاي محيطـي نيـز اهميـت بـسيار          سازگاري گياه با استرس   

کسب اطلاعات بيـشتر در مـورد آنهـا باعـث           . زيادي دارند 

هاي جديد در زمينـه توسـعه سيـستم دفـاعي            ايجاد ديدگاه 

اگرچه اطلاعات مناسـبي در مـورد تنظـيم       . گردد گياهان مي 

ــر   بيــان ژن روي هــاي دفــاعي اســت امــا مطالعــه دقيــق ب

ــسم ــشارهاي ســيگنالينگ   مکاني ــان ژن و آب هــاي تنظــيم بي

اي جديد در تکنولوژي مهندسي ژنتيک براي اصـلاح     پنجره

علاوه بـر ايـن تـشخيص       . گشايد محصولات کشاورزي مي  

هاي پاتوژن کمک به درک نحوه عملکرد ايـن          کننده ممانعت

هــا در تــشخيص نقــاط هــدف فاکتورهــاي  کننــده ممانعــت

تري در گيـاه و نقـش مهـم آنهـا در تعامـل              زايي باک  بيماري

هـاي   نمايـد و امکـان توسـعه اسـتراتژي         باکتري و گياه مـي    

جديد براي کنترل بيمـاري پژمردگـي باکتريـايي را فـراهم            

  .کند مي
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