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 Erwinia يباکتر ین بومیاستر ییزایماریب ل دریدخ يهااز ژن یبرخ ییشناسا

amylovora یتصادف ییزابا استفاده از روش جهش  

  3پریسا طاهري و *2سعید طریقی، 1مسعود صاحبی

  )18/12/1397 :پذیرش تاریخ ؛21/7/1397 :دریافت تاریخ(

  دهیچک
ن مطالعه یهدف ا. رودیبه شمار م داردرختان دانه يهايمارین بیتراز مهم یکیآتشک،  يماریعامل ب Erwinia amylovora یگرم منف يباکتر

از  .بود يباکتر ییزایماریل در بیدخ يهاژن ییبه منظور شناسا E. amylovora يدر باکتر یترانسپوزون يهاافتهیجاد بانک جهش یا
پرگنه  1500ن یاز ب. استفاده شد E. amylovora ین بومیدر استر یترانسپوزون ییزاجاد کتابخانه جهشیا يبرا mini-Tn5 lacZ1ترانسپوزون 

 DNA ین توالییج تعینتا. نارس بودند انتخاب شدند یگلاب يوه هایم يبر رو يکمتر ییزایماریقدرت ب يافته، دو پرگنه که دارایجهش 
-nonک ژن از گروه یو  araC یانیم کننده بیک ژن از خانواده تنظیمنتخب نشان دهنده وقوع الحاق ترانسپوزون در  يافته هایجهش 

ribosomal peptide synthetase (NRPS) یانیم کننده بیر ژن تنظیق نشان دهنده تأثین تحقیا. بود araC  و ژنNRPS يباکتر ییزایماریدر ب 
E. amylovora يباکتر يو پر آزار يولوژیزین دو ژن در فیبردن به نقش ا یپ يبرا يشتریب يهایبررس. باشدیم E. amylovora از یمورد ن
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Abstract 
Erwinia amylovora is a gram-negative bacterium that causes fire blight, an important disease in pome fruit 
trees. The aim of this study was to generate a transposon mutant library using mini-Tn5 lacZ1, in an Erwinia 
amylovora native isolate for identification of some virulence associated genes in this strain. Among 1500 
mutated colonies, two colonies which indicated less virulence on immature pear fruits were selected for 
further analysis. The DNA sequencing results of the two selected mutants showed a transposon insertion in 
an araC family transcriptional regulator gene and an insertion in nonribosomal peptide synthetase (NRPS). 
This study demonstrated that the araC transcriptional regulator and the NRPS genes are required for full 
virulence of E. amylovora. More studies are necessary to identify the role of these genes in physiology and 
virulence of E. amylovora.
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  مقدمه
ــاریب ــدا در )Fire blight(آتشــک  يم ــال  ابت  1780س
ان مشـاهده و در  یگلسـرخ  خانواده اهانیگ يبر رو يلادیم

 ـعنـوان  بـه  يلادیم ـ 1884سال   ـباکتر يمـار یک بی در  ییای
 ـا). Van der Zwet & Keil 1979. (اهان شناخته شدیگ ن ی
ن یتـر ن و مخـرب یتراز مهم یکیعنوان اکنون بههم يماریب
اهان در سرتاسر جهان و از جملـه  یگ ییایباکتر يهايماریب

 .)Norelli et al. 2003(شـود  یران شناخته میانه و ایخاورم
ــاکتر ــل ب Erwinia amylovora (Burrill)يب ــاریعام  يم

هـا،  وهی ـهـا، م بعت قادر به آلوده کردن شکوفهیدر طآتشک، 
اسـت و منجـر بـه     یچـوب  يهـا و بافـت  یشیرو يهاساقه

). Eastgate 2000(شـود  یوه و ساقه میشکوفه، م یسوختگ
 يدر ابتدا يمارین علامت بیها اولشکوفه یمعمولا سوختگ

جـوان   يهـا وهی ـم یبهار است که متعاقب آن موجب آلودگ
  ).Thomson 1986(گردد یم

ک ی ـنکروژن يمارگر آوندیک بی E. amylovora يباکتر
مـؤثر بـر    ياز جملـه فاکتورهـا  . بالا است يماریبا شدت ب

-ینـوع سـوم، پل ـ   یسـتم ترشـح  یس ين باکتریا ییزایماریب
م یلـووران و لـوان، آنـز   یمانند آم یخارج سلول يدهایساکار

مشـارکت   يهـا ن و ژنیاگـزام  يفردروفور دسیپروتئاز، س
 Gross et(هسـتند   تول و گلوکزیسم سوربیکننده در متابول

al. 2015.(  
ره یجز يرو hrp یخوشه ژن E. amylovora يدر باکتر

 ـشـماره   ییزایماریب در  يزی ـقـرار دارد کـه چ   يک بـاکتر ی
 یخوشه ژن). Kim & Beer 2001(لوباز است یک 60حدود 

hrp شـود کـه   یم م ـیه تقس ـی ـرناحیبه سه ز ين باکتریدر ا
تورها یســیو ال Hrc، منطقــه افکتــور hrp/hrcشــامل منطقــه 

)HEE (وابسته بـه   يهامیو منطقه آنزHrp )HAE ( اسـت 

)Oh et al. 2005.(  

 يدهایســاکار یدو نــوع از پلــ E. amylovora يبــاکتر
ــلول ــارج س ــ یخ ــامل هتروپل ــاکار یش ــووران و ید آمیس ل

مر یک هوموپلیلوان . کندید لوان را سنتز میساکار یهوموپل
م لوان سـوکراز  یله آنزیوسفروکتوز است که به يهااز دنباله
د ی ـتول يلوان کمترزان یکه م ییهاافتهی جهش. شودیسنتز م

 یپ وحش ـی ـسـه بـا ت  یدر مقا يکمتـر  يزایمـار یکردند بیم
عت یدر طب ییهاهی، هرچند سو)Gross et al. 1992(داشتند 
د لـوان قـدرت   یشده است که با وجود کاهش تول ییشناسا

 .Bereswill et al(انـد  خـود را حفـظ کـرده    ییزایمـار یب

ممکن است لووران ید آمیساکار یگر پلیاز طرف د). 1997
ــاگون يهــانقــش يدارا ــاکتر یگون ــباشــد ز يدر ب را کــه ی

لـووران هسـتند،   ید آمی ـتول ییکه فاقد توانا ییهاافتهی جهش
عـلاوه  . دهنـد یخود را کاملا از دست م ـ ییزایماریقدرت ب

زان ین میب یمیارتباط مستق E. amylovora ين در باکتریبرا
 Gross et(وجود دارد  ییزایماریلووران و شدت بید آمیتول

al. 2015 .( ير نشـان دهنـده نقـش ضـرور    ی ـمطالعـات اخ 
زبـان  یم یدر آوند چوب يلم باکتریوفیل بیلووران در تشکیآم

-یط تـنش م ـ یدر برابر شرا يبوده و موجب حفاظت باکتر
  ).Ordax et al 2010(شود 

آتشک  يماریعامل ب يباکتر ییزایماریلم در بیوفینقش ب
مشخص نشده است، اما نشان داده شـده جهـش    یبه درست

افتـه  یها کـاهش  لم در آنیوفیل بیتشک ییکه توانا ییهاافتهی
زبـان  یاه می ـگ یچـوب  يهـا زه کـردن آونـد  یبود قادر به کلون

 يزه کـردن آونـدها  یاست کـه کلـون   ین در حالینبودند و ا
زبـان  یاه می ـدر گ يک بـاکتر یسـتم یحرکـت س  يبـرا  یچوب

ج نشان داده است ینتا). Pique et al 2015. (است يضرور
در  E. amylovora يدر باکتر ینقش مهم يدروفور دارایس

است و علاوه بر آن موجب  ییزایماریبروند کسب آهن در 
 ـبـر ا . شودیزبان میاه میگ يهات از سلولینشت الکترول ن ی

نـد  یدروفور در فرآیس ـ ياساس تاکنون دو نقـش مهـم بـرا   
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ن شـده اسـت   یـی آتشک تع يماریعامل ب يباکتر ییزایماریب
)Pique et al. 2015.(  

ــهــدف ا ــهیجــاد بانــک جهــش ین مطالعــه ای ــاافت  يه
 E. amylovora يبـاکتر  ین بـوم یدر اسـتر  یترانسـپوزون 

UMG3 از  یبرخ ـ ییمنظـور شناسـا  بـه  یجدا شده از گلاب
  .بود يباکتر ییزایماریل در بیدخ يهاژن

  ها مواد و روش
  يباکتر يهانیاستر ییو شناسا يجداساز

ــاز   ــه منظــور جداس ــاکتر يهــانیاســتر يب  .E يب

amylovora  ب، یاهـان آلـوده س ـ  یاز گ 1395، در بهار سـال
. شـدند  يخچال نگهـدار یه و در یته ییهاو به نمونه یگلاب

وه در ی ـاهـان شـامل بـرگ، شـاخه و م    یآلوده گ يهاقسمت
 یسترون و درون آب مقطر دو بار سترون بخوب ینیهاون چ

 ـده و یکوب  يون حاصـل رو یک لـوپ کامـل از سوسپانس ـ  ی
کشـت و   یصـورت چنـد ضـلع   نـت آگـار بـه   یط نوتریمح

 28 يسـاعت در دمـا   24-48بـه مـدت    يپتـر  يهاتشتک
رنگ رشـد   يریش يهاپرگنه. وس قرار داده شدیدرجه سلس

 ییو شناسـا  يط کشت جهت خـالص سـاز  یمح يافته روی
از  يبــاکتر ياهــنیاســتر ییشناســا يبــرا. برداشــته شــدند

ن منظـور از  یبـد . مـراز اسـتفاده شـد   یپل يارهیواکنش زنج
 Aشـامل آغـازگر    pEA29د یپلاسم یاختصاص يآغازگرها

)5/ -CGGTTTTTAACGCTGGG- 3/ ( و آغازگرB )5/ 

-GGGCAAATACTCGCATT- 3/ ( اســــتفاده شــــد
)Bereswill et al. 1992 .(مـراز بـه  یپل يارهیواکنش زنج-

درجـه   94ه در ی ـاول يواسرشـته سـاز  ک چرخـه  یصورت 
چرخه شامل واسرشته  یقه و سیمدت چهار دقوس بهیسلس
 ـمدت وس بهیدرجه سلس 94در  يساز قـه، اتصـال   یک دقی

قه، امتـداد  یک دقیمدت وس بهیدرجه سلس 52آغازگرها در 

 ـمدت وس بهیدرجه سلس 72در   ـقـه و  یک دقی ک چرخـه  ی
قه انجام یدق 10 مدتوس بهیدرجه سلس 72در  ییامتداد نها

 PCRپس از انجام واکـنش  ). Bereswill et al. 1992(شد 
ک درصد الکتروفـورز  یژل آگارز  يمحصولات حاصل رو

 ین توالیی، تعيص گونه باکترینان از تشخیاطم يبرا. شدند
 یکـره جنـوب  ) Bioneer(ر یونیتوسط شرکت با يدینوکلئوت

  .انجام شد

ــپوزون یا ــش ترانس ــاد جه ــتر یج ــین ایدر اس  .E یران

amylovora 
 يه بـاکتر یاز سـو  یون تصـادف یجـاد موتاس ـ یبه منظور ا

Escherichia coli cc118 λpir که حامل ترانسپوزونmini 

Tn-5 lacZ1 د یپلاســم يروPUT  خــود بــود بــه عنــوان
قطعـه ترانسـپوزون   . اسـتفاده شـد  ) Donor(دهنده  يباکتر

ک یــوتیب یو ژن مقاومــت بــه آنتــ lacZحامــل ژن معــرف 
ــود یســیناماکا ــ)Lorenzo et al. 1990(ن ب ن از ی، همچن

 pRK6001د یکـه حامـل پلاسـم    E. coli HB101 يبـاکتر 
انتقـال  . استفاده شـد ) Helper( یکمک يعنوان باکتربود، به

 يشـــن ســـه عضـــویصـــورت کانجوگترانســـپوزون بـــه
)Triparental mating (ط کشت جامد انجام شدیمح يرو .
ت شده در آب مقطر سترون یکانجوگ ، تودهيغربالگر يبرا

 يدارا) M9(حـداقل   یط انتخـاب یمح ـ يون و رویسوسپانس
 50(ن یس ـیک کانامای ـوتیب یآنت ـ يدرصـد حـاو   2/0گلوکز 

 Bellemann & Geider(پخش شد ) تریل یلیگرم بر م یلیم

 يساعت در دمـا  48-72کشت به مدت  يهاطیمح). 1992
تــرنس  يهــاپرگنــه. وس قــرار داده شــدیدرجــه سلســ 28

ــدلکــه بــه E. amylovoraت شــده یــکانجوگ افــت یل دری
ــپوزون رو ــ يترانس ــابیمح ــد    یط انتخ ــرده بودن ــد ک رش

  .شدند يجداساز
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  هاافتهیجهش ییزایماریآزمون ب

افتـه هـا بـا    یجهش  ییزایماریسه قدرت بیبه منظور مقا
 ییزایمـار ی، از آزمون ب E. amylovora يباکتر یپ وحشیت
-وهی ـم. استفاده شد یرقم قوس یگلاب نارس يهاوهیم يرو

و سـپس   یدرصـد ضـدعفون   70له اتانول یبوس یگلاب يها
 ـخشک شـدن در ز  يبرا قـرار داده   يولـوژ یکربیر هـود م ی

زان ی ـبـه م  یهـا غلظت ـ ياز کشت شب گذران بـاکتر . شدند
CFU/ml 108×1 ون یتر از سوسپانس ـیکرلیم 2ه و سپس یته
که قبلا توسـط چـوب پنبـه     ییهابداخل چاهک يهر باکتر

خته یجاد شده بود، ریا یوه گلابیم يسوراخ کن سترون رو
 28 يناتور با دمـا یک هفته درون ژرمیها به مدت وهیم. شد

 يدرصـد نگهـدار   80 یوس و رطوبـت نسـب  یدرجـه سلس ـ 
وه تعـداد پـنج   ی ـهـر م  يرو). Zhao et al. 2009(شـدند  

 يبـاکتر  یپ وحشیت يک چاهک برایه شد که یچاهک تعب
E. amylovora   يهـا افتـه یجهـش   يو چهار چاهـک بـرا 

ده شـده  ی ـا لهیه نکروزه یقطر و عمق ناح. بود یترانسپوزون
پ ی ـسه با تیها در مقا یگلاب يافته ها بر رویتوسط جهش 

ن هـا بـود   یاسـتر  ییزایمارینشانگر قدرت ب يباکتر یوحش
)Zhao et al. 2009 .(  

  هاافتهیجهش  ترانسپوزون در یابیو رد ییشناسا

ن یافتن از انتقال ترانسپوزن بـه اسـتر  ینان یبه منظور اطم
ط یمح ـ يرو هـا افتـه ی، جهش E. amylovoraيباکتر یبوم
 ـجهت رؤ IPTGو  X-gal ينت آگار حاوینوتر د ی ـت تولی

افته کشت داده شـدند  یجهش  يهايتوسط باکتر یرنگ آب
)Sambrook & Russell 2002 .(  قطعـه   یبا توجه بـه تـوال

گـاه  یدرپا AF498082.1 یبا شـماره دسترس ـ (ترانسپوزون 
NCBI (ژن يبــرا یاختصاصــ ییآغازگرهــا lacZ )5/ -

TCAACATCAGCCGCTACAG- 3/ ( و ژن مقاومت به
 AGCCATTACGCTCGT- /5(ن یسیک کانامایوتیب یآنت

CATC- 3/ (افـزار  ق با نرمین تحقیدر اPrimer Premier 5 
را بـه انـدازه    ياهی ـ، کـه ناح )Lalitha 2000(شـد   یطراح
. کـرد یر م ـی ـقطعـه ترانسـپوزون تکث   يجفت باز رو 1190

ه در یاول يک چرخه واسرشته سازیبصورت  PCRواکنش 
چرخه شـامل   یقه و سیمدت پنج دقوس بهیدرجه سلس 94

 ـمـدت   يوس بـرا یدرجه سلس ـ 94در  يواسرشته ساز ک ی
 30مـدت  بهوس یدرجه سلس 52قه، اتصال آغازگرها در یدق
مـدت یـک دقیقـه و    وس بهیدرجه سلس 72ه، امتداد در یثان

 10مدت درجه سلسیوس به 72یک چرخه امتداد نهایی در 
وسـیله آنـزیم برشـگر    بـه  PCRمحصـول  . دقیقه انجام شد

HindIII )  ــاز ــرکت فرمنت ــده از ش ــه ش ــا  ) تهی ــابق ب و مط
دستورالعمل شـرکت سـازنده، مـورد هضـم آنزیمـی قـرار       

و نمونـه حاصـل از هضـم آنزیمـی      PCRمحصول . گرفت
 .Berry et al(روي ژل آگارز یک درصد الکتروفورز شـد  

2009.(  

 (IPCR)اي پلـی مـراز معکـوس    انجام  واکنش زنجیـره 
ترانسـپوزون در ژنـوم   براي شناسایی محل قرار گـرفتن  

  هایافتهجهش

براي شناسایی ناحیه الحاق شده ترانسپوزون روي ژنـوم  
 IPCR (Inverse PCR)یافتـه از واکـنش   هاي جهشباکتري

-اي پلینوعی از واکنش زنجیره IPCRواکنش . استفاده شد

توان در آن بواسطه مشخص بـودن تـوالی   مراز است که می
خته اطـراف را تکثیـر و مـورد    خاصی از ژنوم، نواحی ناشنا

در این شیوه ابتدا ژنـوم توسـط یـک     .تعیین توالی قرار داد
شود، سـپس توسـط آنـزیم    آنزیم برشگر هضم و خطی می

تکثیـر   IPCRلیگاز بصورت حلقوي درآمـده و در واکـنش   
  ). Martin & Mohn 1999(شود می

 Leach at al(باکتري استخراج  DNAبدین منظور ابتدا 

بوسیله آنـزیم   DNAنانوگرم از  150و سپس مقدار ) 1990
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ــا ) تهیــه شــده از شــرکت فرمنتــاز( pstIبرشــگر  مطــابق ب
 T4وسیله آنزیم دستورالعمل شرکت سازنده هضم و بعد به

DNA ligase )ــا ) تهیــه شــده از شــرکت تاکــارا مطــابق ب
صـورت حلقـوي درآمـد    دستورالعمل شـرکت سـازنده بـه   

)Martin & Mohn 1999 .( ــاي از - /IPF )5آغازگره

GTGCTGCAAGGCGATTAAG- 3/ ( وIPR )5/ -

AGACCGATACCAGGATCTTG- 3/ (   طراحـی شـده
، کـه روي  Primer Premier 5در این تحقیق با نـرم افـزار   

اسـتفاده   IPCRناحیه ترانسپوزون قرار داشتند براي واکنش 
صورت یک چرخه واسرشـته سـازي   به IPCRواکنش . شد

مدت پنج دقیقه، سی چرخه سلسیوس بهدرجه  94اولیه در 
مدت یـک  درجه سلسیوس به 94شامل واسرشته سازي در 

مـدت یـک دقیقـه،    درجه سلسیوس به 53دقیقه، اتصال در 
مـدت دو دقیقـه و یـک    درجه سلسـیوس بـه   72امتداد در 

 10مـدت  درجـه سلسـیوس بـه    72چرخه امتداد نهایی در 
ــه انجــام شــد  بخشــی از ). Ochman et al. 1988(دقیق

براي تعیین تـوالی نوکلئوتیـدي بـه شـرکت      PCRمحصول 
کره جنوبی ارسال و نتـایج بوسـیله نـرم    ) Bioneer(بایونیر 

در پایگـاه  ) McGinnis & Madden 2004(افـزار بلاسـت   
 .بررسی شد NCBIاي داده

  نتایج
  هاي باکتريشناسایی استرین

ب از استرین باکتري از گیاهان گلابی، به و سی 28تعداد 
از این تعـداد  . نواحی مختلف شهر مشهد جمع آوري شدند

استرین مربـوط بـه گلابـی، شـش اسـترین مربـوط بـه         18
تکثیر قطعـه  . درخت به و چهار استرین مربوط به سیب بود

 دهنـده  نشـان  Bو  Aجفت بازي توسط آغازگرهـاي   1000
  بــود E. amylovoraتعلــق تمــامی اســترین هــا بــه گونــه 

  

  
و  Aتکثیر شده با استفاده از آغازگرهاي  PCRمحصول  -1شکل

B  پلاسمیدpEA29  باکتريErwinia amylovora .1چاهک  :
DNA    6تـا   2هـاي  ، چاهـک )فرمنتـاز (مارکر یـک کیلوبـازي  :
  کنترل منفی: 7، چاهک E. amylovoraهاي استرین

Fig 1. PCR products amplified with A and B primers 
of pEA29 plasmid of Erwinia amylovora. Lane1: 
GeneRuler™ 3 kb DNA Ladder (Fermentas), lanes 2 
to 6:  E. amylovora strains, lane7: Negative control 

  
)Bereswill et al. 1992) (هـاي  یکی از اسـترین ). 1 شکل

که شـدت   E. amylovora UMG3جدا شده ازگلابی با نام 
زایـی  بیماریزایی بسیار بـالایی داشـت بـراي انجـام جهـش     

بنابراین بـراي اطمینـان بیشـتر از    . ترانسپوزونی انتخاب شد
بدست آمـده از   PCRتشخیص گونه این استرین، محصول 

نتیجـه نشـان    .تعیین توالی شد Bو  Aتکثیر با آغازگرهاي 
بـا اسـترین    UMG3درصـدي اسـترین    100دهنده شباهت 

جـدا شـده از     E. amylovora ATCC 49946یکـایی آمر
در پایگـاه   FN666575.1با شماره دسترسی (میزبان گلابی 

NCBI (بود.  
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. زنـی هاي نارس گلابی رقم قوسی هشت روز پس از مایـه روي میوه Erwinia amylovoraوسیله باکتري علائم ایجاد شده به -2شکل 

)A ( ،تیپ وحشی باکتري)B ( جهش یافتهUMG3-10D  ،)C ( جهش یافتهUMG3-61A.  
Fig 2. Symptoms of Erwinia amylovora on immature pear fruits of Ghowsi cultivar at 8 days post inoculation. (A) 
Wild-type, (B) UMG3-10D mutant, (C) UMG3-61A mutant. 

  
  ایجاد جهش و انتخاب جهش یافته هاي برتر

ــس از انجــام کانجوگیشــن ســه عضــوي در اســترین   پ
UMG3 E. amylovora پرگنـه جهـش یافتـه     1500، تعداد

یافتـه نگهـداري   صورت یک کتابخانه جهشبهجداسازي و 
هاي گلابی نـارس رقـم   آزمون بیماریزایی روي میوه. شدند

دو جهش یافتـه  . ها انجام شدیافتهقوسی براي تمامی جهش
UMG3-10D  وUMG3-61A  کــــه کمتــــرین شــــدت

 شـکل (بیماریزایی را در مقایسه با تیپ وحشی نشان دادند 
قطر ناحیه نکـروزه روي میـوه نـارس    . انتخاب گردیدند) 2

و  UMG3-10Dهـاي  یافتـه گلابی در تیپ وحشی و جهش
UMG3-61A متر بودمیلی 17و  10، 35ترتیب برابر با به.  

ردیابی محل قرار گرفتن ترانسـپوزون در ژنـوم جهـش    
  هاي منتخبیافته

، )E. amylovora UMG3(بر خلاف اسـترین وحشـی   

دلیل دریافـت ترانسـپوزون قابلیـت    ها بهجهش یافته تمامی
نتـایج  . کشت حاوي کانامایسین را داشتند رشد روي محیط

-بـه  E. amylovoraهـاي  بررسی نشان داد که جهش یافتـه 

توانایی اسـتفاده   lacZدلیل دارا بودن ترانسپوزون حامل ژن 
هاي باکتري روي محـیط کشـت   را داشته و پرگنه x-galاز 

علاوه بر این در واکنش . شدند، آبی رنگ می x-galحاوي 
 lacZهـاي  مراز با آغازگرهاي اختصاصـی ژن اي پلیزنجیره

در . جفـت بـاز تکثیـر شـد     1190قطعه اي به اندازه  ،kmو 
 بوســیله آنــزیم برشــگر  PCRهضــم آنزیمــی محصــول 

HindIIIجفـت بـاز بـه    920و  270هاي دو باند در اندازه-

توالی قطعـه ترانسـپوزون مطابقـت داشـت     دست آمد که با 
براي شناسایی ناحیـه الحـاق شـده ترانسـپوزون      ).3 شکل(

mini-Tn5 lacZ1   جهـش یافتـه    بر روي ژنـوم دو بـاکتري
منتخب که کمترین شدت بیماریزایی را داشـتند از واکـنش   

IPCR (Inverse PCR) محصول . استفاده شدPCR مربوط  
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. راف ترانسپوزون در موتانت هاناحیه اط PCRمحصول  -3شکل 

: 2، چاهــک )فرمنتــاز(مــارکر یــک کیلوبــازي  DNA: 1چاهــک
قطعه : 4و  3هاي چاهک، جفت باز 1190 با اندازه PCRمحصول 

بازي بدست آمده پس از بـرش بـا آنـزیم    جفت 270و  920هاي 
HindIII 

Fig 3. PCR product of transposon flanking region in 
the mutants. Lane1: GeneRuler™ 1kb DNA Ladder 
(Fermentas), lane2: PCR product with 1190 bp size, 
lanes3,4: 920 bp and 270 bp obtained fragments after 
digestion with HindIII 

  
ــهبــه دو جهــش  .Eو  E. amylovora UMG3-10Dیافت

amylovora UMG3-61A    براي تعیین توالی نوکلئوتیـدي
افـزار  هاي بدست آمده با استفاده از نرمتوالی. انتخاب شدند

دهنـده  نتـایج نشـان  . بررسی شـد  NCBIبلاست در پایگاه 
 .UMG3-10D Eیافتـه  درصدي توالی جهـش  99شباهت 

amylovora    با لوکـوس ژنـیEAM 2961   98و شـباهت 
 UMG3-61A E. amylovoraدرصدي توالی جهش یافتـه  

 .Eدر اسـترین آمریکـایی    EAM 2971بـا لوکـوس ژنـی    

amylovora ATCC 49946  ژنـی   لوکـوس . بـودEAM 

کننده بیانی متعلق به خانواده مربوط به یک ژن تنظیم 2961

AraC  و لوکوس ژنیEAM 2971  مربوط به یک ژن از از
هـا   non-ribosomal peptide synthetase (NRPS)گـروه  
  . هستند

  بحث
ر سالیان اخیر استفاده از عناصر قابـل انتقـال از جملـه    د

ها بـه ابـزاري مناسـب بـراي ایجـاد جهـش در       ترانسپوزون
دلیـل قابلیـت   ها بـه ترانسپوزون. ها تبدیل شده استباکتري

جابجایی روي ژنوم و همچنـین قابلیـت انتقـال افقـی بـین      
هــا داراي کــاربرد فراوانــی در ایــن زمینــه هســتند بــاکتري

)Martiel 2002 .(هـا،  ویژگی عناصر قابل انتقال در باکتري
ها را به ابزاري مناسب براي کاربردهـاي مختلـف ماننـد    آن

هاي مختلـف تبـدیل کـرده    شناسایی و بررسی عملکرد ژن
استفاده از فرآیند انتقال ترانسپوزون در گیاهانی مانند . است

 Caenorhabditisو برنج و جانورانی همانند  آرابیدوپسیس

elegans  و مگس سرکه نیز موفقیت آمیز بوده است)Ford 

& Olson 1998 .(ها علاوه بر ایجاد اختلال در ترانسپوزون
هاي دلیل دارا بودن نشانگرهاي ویژه از جمله ژنبیان ژن به

مقاومت به آنتی بیوتیک باعث بروز صفات فنوتیپی جدیـد  
ل از الحـاق  هاي حاص ـیافتهشوند که شناسایی جهشنیز می

  ).Layer et al. 2013(سازند ترانسپوزونی را آسان می
ــاکتري   ــپوزونی در بـ ــتفاده از جهـــش ترانسـ  .Eاسـ

amylovora      ایجـاد  . نیز مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت
هاي ترانسپوزونی نشان داد کـه جهـش   یافتهکتابخانه جهش

نسبت به پراکسید هیدروژن حساسیت  waaLاي درژن یافته
این ژن در بیوسـنتز لیپـوپلی سـاکارید    . ي داشته استبیشتر

همچنـین داراي کـاهش    waaLجهش یافته ژن . نقش دارد
رامـوس و  ). Berry et al. 2009(شـدت بیمـاریزایی بـود    

نشان دادند که ایجاد جهش ترانسپوزونی ) 2014(همکاران 
باکتري عامل بیماري آتشک منجر بـه کـاهش    argDدر ژن 
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هاي نـارس گلابـی   ي در گیاه سیب و میوهبیماریزایی باکتر
 argDهـاي  نتایج آنان نشان داد کـه جهـش یافتـه   . شودمی

-قادر به تأمین آرژنین مورد نیاز خود از گیاه سـیب و میـوه  

ایجـاد جهـش   ). Ramos et al. 2014(هاي گلابی نیسـتند  
ــه ژن    ــان داد ک ــپوزونی نش ــاکتري  rpoNترانس  .Eدر ب

amylovora قدرت بیماریزایی باکتري بـر   علاوه بر کاهش
روي القاي واکنش فوق حساسیت در گیاه توتون نیز دخیل 

  ).Ramos et al. 2013(است 
 mimi-Tn5در مطالعه حاضر با استفاده از ترانسـپوزون  

lacZ1  که بر روي پلاسمیدPUT   بـاکتريE. coli cc118 

λpir     قرار داشت براي ایجاد کتابخانـه جهشـی در اسـترین
نتـایج  . اسـتفاده شـد   E. amylovora UMG3بومی باکتري 

دهنـده وقـوع جهـش در یـک ژن تنظـیم      تعیین توالی نشان
 .Eیافتـــه در جهـــش AraCکننــده بیـــانی از خـــانواده  

amylovora UMG3-10D   ــروه ــک ژن از گـ -nonو یـ

ribosomal peptide synthetase (NRPS)   هـا در جهـش-

  .بود E. amylovora UMG3-61Aیافته 
یکی از بزرگتـرین   AraCهاي بیانی خانواده تنظیم کننده

ایـن تنظـیم   . هـا هسـتند  هاي تنظیم کننـده در بـاکتري  گروه
ها در فرآیندهاي مختلف سلولی از جملـه متابولسـیم   کننده

در حالـت   .ها و بیماریزایی نقش دارندکربن، پاسخ به تنش
اسـیدآمینه   300هاي ایـن گـروه داراي حـدود    ی پروتئینکل

شامل انتهـاي آمینـی کـه مسـئول ایجـاد       بوده و از دو دامنه
شدگی کمتـري دارد و انتهـاي   اتصال با لیگاند است و حفظ

 helix-turn-helix (HTH)کربوکسیلی که با داشتن ساختار 
هدف بوده و حفظ شـدگی بـالایی    DNAمسئول اتصال به 

-نقـش تنظـیم  ). Yang et al. 2011(انـد  شکیل شدهدارد ت

هـا  در بیماریزایی تعدادي از بـاکتري  AraCهاي بیانی کننده
 .Eنتـایج یـک پـژوهش در بـاکتري     . مطالعـه شـده اسـت   

amylovora     نشان داد که چهـار ژن همولـوگ شـاملrob ،

soxS ،pliA  وopiA      در ژنوم بـاکتري وجـود دارنـد کـه از
-بوده و در فرآیند مقاومت باکتري به تـنش  AraCخانواده 

هاي آلی، ترکیبات ضـدمیکروبی و  هاي اکسیداتیوي، حلال
 .Pletzer et al(همچنـین پـرآزاري بـاکتري نقـش دارنـد      

ها نشان دهنـده اهمیـت نقـش تنظـیم     نتایج بررسی). 2014
در فرآینـدهایی نظیـر واکـنش     AraCهاي بیانی گروه کننده

ــاکتري  ــن و جــذب آن   Brucella abortusب ــر آه ــه فق ب
)Anderson et al. 2008( بیماریزایی و قدرت بقا در برابر ،

ــاکتري   ــا در ب  Mycobacterium tuberculosisماکروفاژه
)Frota et al. 2004 ( و همچنین توان بیماریزایی و مقاومت

 Pseudomonas aeruginosaهـاي اکسـیداتیو در   به تـنش 
)Zheng et al. 2018 (تبوده اس.  

 non-ribosomal peptide synthetaseژن هـاي گـروه   

(NRPS) ها هسـتند از  هاي گوناگونی در باکتريداراي نقش
توان از دخیـل بـودن   ها میهاي این گروه از ژنجمله نقش

هــا، هــاي ثانویــه ماننــد توکســینآنــان در ســنتز متابولیــت
ایـن  .هـا را نـام بـرد    ها و رنگدانـه سیدروفور، آنتی بیوتیک

هـا و  ها از جملـه بـاکتري  ها در میکروارگانیسمگروه از ژن
). Wang et al. 2014(هـا داراي پراکنـدگی هسـتند    قـارچ 

هـا بـه اثبـات    ها در بیماریزایی میکروارگانیسمنقش این ژن
هـا  نتایج نشان دهنده اهمیت و نقـش ایـن ژن  . رسیده است

 Xanthomonasدر سنتز سیدروفور و لیپوپپتید در بـاکتري  

citri pv. citri )Etchegaraya et al. 2004( ــد ، تولی
سیدروفور، جذب آهن و تحمل به پراکسـید هیـدروژن در   

. بـوده اسـت  ) Oide et al. 2006(هـاي آسکومیسـت   قارچ
در بـاکتري   NRPSهـاي  ها نشان داده است کـه ژن بررسی

Pseudomonas syringae pv. syringae  در سنتز توکسینی
گوتوکســین نقــش داشــته و در بیمــاریزایی موســوم بــه مان

، در )Arrebola et al. 2007(باکتري روي انبه دخیل است 
نشان داده شده است که یـک   Trichoderma virensقارچ 
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بر روي قـدرت کلـونیزه کـردن ریشـه      NRPSژن از گروه 
 Mukherjee(گیاه میزبان توسط قارچ مذکور اثرگذار است 

et al. 2012.(  
زایـی ترانسـپوزونی نقـش    یق با ایجاد جهشدر این تحق

و همچنـین   araCهایی از خانوداه تنظـیم کننـده بیـانی    ژن
روشـن   E. amylovoraدر بیماریزایی باکتري  NRPSگروه 

هـاي نـارس   آزمون بیماریزایی انجام شده بر روي میوه. شد
گلابی رقم قوسی نشان دهنده کاهش شدت بیمـاریزایی در  

هاي مذکور در مقایسه بـا  ترانسپوزونی ژنهاي جهش یافته
هــاي بیشــتري بــراي بررســی. تیــپ وحشــی بــاکتري بــود

هاي مزبور در فیزیولـوژي و رونـد   مشخص شدن نقش ژن
  .مورد نیاز است E. amylovoraبیماریزایی باکتري 
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