
 

315 

   نهال و بذر نژادي بهمجله 

  1396، سال 3، شماره 33-1جلد 

  

بر ) Erwinia amylovora(يافته عامل بيماري آتشك  هاي جهش پاسخ ارقام گلابي به حمله سويه
  اساس توليد پراكسيدهيدروژن

  
Reponse of Pear Cultivars to Invasion of Mutant Strains of Fire Blight Causal 

Agent (Erwinia amylovora) Based on H2O2 Generation 
 

  *4رحيم مهرابي، 3باقر يخچالي، 2حميد عبداللهي، 1شهرستانيطاهري  اعظم
   5و اميد عيني گندماني

  
  ، دانشكده كشاورزي، دانشگاه زنجانگياهپزشكيگروه ، استاديارو  دكتريبه ترتيب دانشجوي  -5و  1
معتدلـه و سردسـيري، مؤسسـه تحقيقـات علـوم باغبـاني، سـازمان تحقيقـات، آمـوزش و تـرويج           هـاي   دانشيار، پژوهشكده ميوه -2

  كشاورزي، كرج، ايران
  گروه زيست فناوري صنعت و محيط زيست، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، تهراناستاد،  -3
  موزش و ترويج كشاورزي، كرج، ايرانمؤسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر، سازمان تحقيقات، آدانشيار،  -4

  
  9/9/1396: تاريخ پذيرش        20/4/1396: تاريخ دريافت

 
  چكيده

 
يافته عامـل   هاي جهش پاسخ ارقام گلابي به حمله سويه .1396 .ا، عيني گندمانيو ، .ر، مهرابي ، .ب، يخچالي ، .ح، عبداللهي ، .ا، شهرستاني طاهري 

ــك   ــاري آتشـ ــيدهيدروژن  ) Erwinia amylovora(بيمـ ــد پراكسـ ــاس توليـ ــر اسـ ــه  .بـ ــه بـ ــژادي  مجلـ ــذر   نـ ــال و بـ  .315 -333 :33-1نهـ

10.22092/spij.2017.116680 

  
ترين ميزبان بيماري آتشك است و واكنش ارقام گلابي نسبت به ايـن   مهم) Pyrus communis(درخت گلابي 

ويـژه پراكسـيدهيدروژن    بههاي فعال اكسيژن و  هاي ميزبان در رابطه با توليد گونه بيماري تا حد زيادي به پاسخ
، در تحقيق حاضر سطح كمي توليد پراكسيدهيدروژن در ارتباط با  به منظور درك بهتر اين واكنش. وابسته است

هـاي   يافتـه  و جهـش  Erwinia amylovoraهاي شاهد باكتري نوع واكنش بافت ارقام گلابي در برهمكنش با سويه
hrpN

– ،hrpW
dspA/Eو  –

مقايسـه نتـايج   . گيري شـد  در دو شرايط كلروپلاست فعال و غيرفعال در ميزبان اندازه –
هاي پس از آلودگي نشان داد كـه دو   در زمان H2O2هاي سرعت پيشرفت نكروز و سرعت و شدت توليد  شاخص

دهيدروژن زايي و توليد پراكسي ترين سهم را در بيماري كم HrpWترين و  بيش HrpNو  DspA/Eپروتئين مؤثره 
ارزيـابي كمـي تـأثير    . در بـرهمكنش بـا كلروپلاسـت ميزبـان نقـش كليـدي داشـت        HrpNدر ميزبان داشتند و 

هـاي مـؤثره    پـروتئين هاي توليد پراكسيدهيدروژن نشانگر نقش مكمـل   هاي مؤثره باكتري روي شاخص پروتئين
DspA/E  وHrpN رسد تنش اكسـيداتيو ميزبـان توسـط     به نظر مي. در ايجاد تنش اكسيداتيو در ارقام گلابي بود

بر . يابد هاي ميزبان افزايش مي به سطح مخربي براي بافت DspA/Eايجاد و با نقش تكميلي  HrpNپروتئين مؤثره 
ن بـه تنهـائي بـراي ايجـاد     توسعه اين گونه فعال اكسيژن در ميزباپراكسيدهيدروژن، اساس شاخص شدت توليد 

  .، براي ايجاد نكروز و حساسيت ضروري است3نكروز كافي نبوده و افزايش شدت به بالاتر از شاخص 
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  مقدمه

 ،).Pyrus communis L(گلابــي درخــت 

ــاهي  ــه گيــ ــق بــ ــانوادهمتعلــ ــرخيان خــ  گلســ

)Rosaceae( در حال حاضر پس از سيب  و بوده

ــم ــه   مه ــوه دان ــرين مي ــي   ت ــمار م ــه ش ــد دار ب  آي

)Anonymous, 2013(. ــ ــك، اري بيم ــا آتش ب

ــايي  ــل باكتريــ ، Erwinia amylovoraعامــ

گلابي و سـاير گياهـان    درخت  ترين بيماري مهم

بوده و كشت و پرورش ارقام  گلسرخيانخانواده 

حساس اين درختـان را بـا مشـكل جـدي مواجـه      

در فرآيند  ).Norelli et al., 2003(ه است ساخت

هـاي   حمله باكتري عامل بيماري آتشك به بافت

ــان،  ــوع ميزبـ ــحي نـ ــتم ترشـ ــي از  III سيسـ يكـ

 بــــوده  يــــيزا بيمــــاريهــــاي اصــــلي  مؤلفــــه

)Zhao and Qi, 2011(  و باكتري از اين سيستم

زايــي  هــاي مــؤثره بيمــاري بــراي انتقــال پــروتئين

)Boureau et al., 2011(  هـا   تـرين آن  كه مهـم

HrpN ،HrpW  وDspA/E  هســــتند، اســــتفاده

در ايـن بـين   ). Oh and Beer, 2005(كنـد   مـي 

حساسـيت   ايجاد واكـنش فـوق   با HrpN پروتئين

در گياهان غير ميزبـان، سـبب تخريـب عملكـرد     

ريزي  و در نتيجه مرگ برنامه شده ميتوكندريايي

هـاي ميزبـان را در بـر خواهـد      بافـت شده سلولي 

ــتد هــارپين  ).Xie and Chen, 2000( اش

HrpW  ــك  Pectatelyase domainداراي يـ

 بــوده  3اســت كــه همولــوگ پكتــات ليــاز نــوع  

ــواهد    و  ــر اســاس برخــي ش ــه طــور جزئــي   ب  ب

ــراي بيمــــاري ــاز اســــت  بــ ــورد نيــ ــي مــ   زايــ

)Kim and Beer, 1995 .(  پـروتئينDspA/E 

زايي باكتري ضروري است زيـرا   براي بيمارينيز 

جهــش در ژن مربوطــه ســبب ايجــاد فنوتيــپ     

ــاه   غيربيمــاري ــاكتري روي گي ــدم رشــد ب زا و ع

  ).Bogdanove et al., 1998(شود  ميميزبان 

در بر همكنش سـازگار و ناسـازگار بـاكتري    

E. amylovora    ،انفجـــار بــا گياهـــان ميزبــان

قـش مهمـي در   ن )Oxidative burst( اكسيداتيو

هاي ميزبان بر عهده  يي باكتري در بافتزا بيماري

انفجار اكسيداتيو فرآيندي اسـت كـه طـي     .دارد

ــه  ــع گون ــد و تجم ــيژن    آن تولي ــال اكس ــاي فع ه

)Reactive Oxygen Species: ROS ( در

هاي گياهي انجام شده و در صورت تجمـع   بافت

ها، از طريق  هاي فعال اكسيژن در بافت زياد گونه

هـاي زيسـتي مختلـف سـبب      واكنش با مولكـول 

هــاي ســلولي و نهايتــاً نكــروزه بافــت      آســيب

نشـان  همچنـين   .)Rolke et al., 2004(شوند مي

داده شده است كه شـروع انفجـار اكسـيداتيو در    

برهمكنش سازگار باكتري عامل بيماري آتشك 

با گياهان ميزبـان، در نتيجـه عملكـرد تلفيقـي دو     

ــروتئين اســــت  DspA/Eو  HrpN مــــؤثره پــ

)Venisse et al., 2001.(  

هـاي فعـال    در بين مراكز مختلف توليد گونـه 

و ) II )PSIIاكسيژن، مراكـز واكـنش فتوسيسـتم    

هـا،   در تيلاكوئيد كلروپلاست) I )PSIفتوسيستم 

هـاي   هاي اصلي توليـد ايـن گونـه    به عنوان مكان

همچنـين  ). Asada, 2006(انـد   فعال شناخته شده

ي بر نقـش زنجيـره انتقـال الكتـرون     شواهدي مبن

ــاكتري   ــل بـــ ــر متقابـــ ــت در اثـــ  كلروپلاســـ

E. amylovora   هـاي ارقـام حسـاس و     بـا سـلول
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 مقــــــاوم گلابــــــي ارائــــــه شــــــده اســــــت 

)Abdollahi et al., 2004( . اي بــه  در مطالعـه

منظور تعيين نقش زنجيره انتقال كلروپلاسـت در  

اسـتفاده  ميزبان، نشان داد كه  -اثر متقابل باكتري

از اوراســيل بــه عنــوان بازدارنــده زنجيــره انتقــال 

الكترون كلروپلاست سبب كاهش ميزان و زمان 

ــان پراكســيدهيدروژن در بافــت توليــد  هــاي ميزب

هـاي مـؤثره    شده و احتمال تأثير يكي از پـروتئين 

 بـــــاكتري روي زنجيـــــره انتقـــــال الكتـــــرون 

مكنش عامــل هكلروپلاســت در طــي فرآينــد بــر

ــود دارد  بافـــتبيمـــاري بـــا  هـــاي ميزبـــان وجـ

)Ghahremani, 2009 .( نشــان داده همچنــين

شــده كــه محــل اثــر پــروتئين مــؤثره بــاكتري در 

ــاي   ــه محــل احي كلروپلاســت، جــايي نزديــك ب

NADPH  و در انتهاي فتوسيستمI باشد  تواند  مي

)Erfaninia et al., 2014( اما تاكنون مشخص ،

ــدام ــروتئين  نشــده ك ــن پ ــك از اي ــ ي ــاي م ؤثره ه

هاي ميزبان  باكتري سبب تأثير روي كلروپلاست

و ايجاد انفجار اكسيداتيو حاصل از ايـن ارگانـل   

  .شوند در ميزبان مي

ــت  از آن ــه كلروپلاسـ ــايي كـ ــل  جـ ــا محـ هـ

گيري تعدادي از مسيرهاي مرتبط با سيستم  شكل

ــه    ــت كـ ــب نيسـ ــاي تعجـ ــتند، جـ ــاعي هسـ دفـ

هــاي مــؤثره بيمــارگر، عملكردهــاي     پــروتئين

ــالاً از   كلروپلا ــرار داده و احتم ــدف ق ــتي را ه س

هاي دفـاعي مشـتق شـده از كلروپلاسـت      سيگنال

ــوگيري كن ــجلـــ ــزارش . دنـــ ــين، گـــ  همچنـــ

در تحريك دفـاع   HrpNشده كه پروتئين مؤثره 

ــش دارد    ــان نقــ ــتميك ميزبــ ــابي سيســ  اكتســ

)Oh and Beer, 2005 .(   در مقابـل نشـان داده

از  DspA/Eشــده اســت كــه پــروتئين مــؤثره     

ــ ــابي  تحريـ ــاع اكتسـ ــتم دفـ ــت سيسـ ك و فعاليـ

ــه ــه اسيدساليســيليك   سيســتميك پاي اي وابســته ب

ــتراتژي    ــك اس ــوان ي ــه عن ــوگيري كــرده و ب جل

زايي مهم براي آلودگي گياهـان ميزبـان،    بيماري

ــرگ ســلول   ــت ســبب م ــا  و ايجــاد نكــروز باف ه

  ).DebRoy et al., 2004(شود  مي

مطالعات گوناگون، مؤيـد ايـن مطلـب اسـت     

هاي ميزبان، يكـي از مراكـز اثـر     كه كلروپلاست

متقابل با باكتري عامـل بيمـاري آتشـك بـوده و     

منابع جمله زنجيره انتقال الكترون اين ارگانل، از 

هاي فعال اكسـيژن در ميزبـان    مهم توليد راديكال

گرچـه در  ). Abdollahi et al., 2015(اسـت  

هــاي  مختلـف بــه بررسـي اثــر پـروتئين   مطالعـات  

مؤثره مختلـف بـاكتري عامـل آتشـك پرداختـه      

ها از نظـر   شده اما تاكنون نقش دقيق اين پروتئين

ــاري  ــي در بيمـ ــهم كمـ ــر    سـ ــأثير بـ ــي و تـ زائـ

ــد   كلروپلاســــــت ــان و توليــــ ــاي ميزبــــ هــــ

پراكســـيدهيدروژن و ايجـــاد تـــنش اكســـيداتيو 

جهــت لــذا ايــن مطالعــه، ، مشــخص نشــده اســت

ــك از   درك به ــر يـ ــش هـ ــرهمكنش نقـ ــر بـ تـ

بـا   E. amylovoraهـاي مـؤثره بـاكتري     پروتئين

همچنـين بـا   . هاي ميزبان انجـام شـد   كلروپلاست

ــه   ــش دوگان ــه نق ــه ب ــيدهيدروژنتوج در  پراكس

ــت   ــاري در باف ــاد بيم ــل و ايج ــاد تحم ــاي  ايج ه

 شـدت  كمـي  سطح ميزبان، تلاش شد تا به تعيين

ــد ــوع و پراكســيدهيدروژن تولي ــأثير آ ن ن روي ت

 .هاي ميزبان در دو رقم گلابي پرداخته شود بافت



  1396، سال 3، شماره 33- 1جلد  “نهال و بذر نژادي بهمجله “

318 

  ها مواد و روش

ــام     ــامل ارق ــتفاده ش ــورد اس ــي م ــام گلاب ارق

نيمه مقاوم و رقم  )Harrow Sweet( هروسوئيت

ــت ــه    )Bartlett( بارتلــ ــد كــ ــاس بودنــ  حســ

ــه  ــاخه  بـــ ــت شـــ ــيله كشـــ ــه  وســـ ــه بـــ  چـــ

 اي تكثيـــــر شـــــدند شيشـــــه صـــــورت درون 

(Leblay et al., 1991) . ــن  بـــــه ايـــ

ــت   ــيط كشـــــــ ــور، از محـــــــ QLمنظـــــــ
  

)Quoirin and Lepoivre medium(   به همـراه

ــي 100 ــر  ميلـــــــ ــرم در ليتـــــــ  گـــــــ
BAP  

)6-Benzylamino Purine(گــرم  ، يــك ميلــي 

ــر  در ليتـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
2iP  

)6-ɤ-ɤ-(Dimethyl Allylamino)-Purine(  و

ــي 1/0 ــر  ميلـــــــ ــرم در ليتـــــــ  گـــــــ
NAA  

)Naphthalene Acetic Acid( ،30  ــرم در گ

گـرم   ميلـي  5/0درصد آگـار و   8/0ساكارز، ليتر 

شيشه  در ليتر پكتين مركبات براي پرآوري درون

هاي كشـت شـده، بـه     چه شاخه. ارقام استفاده شد

ســاعت روشــنايي  16اتــاق رشــد بــا دوره نــوري 

ــفيد و زرد  توســـط لامـــپ هـــاي فلورســـنت سـ

)Sylvania, Germany(بــــا شــــدت نــــور ، 

و دمــاي  ميكرومــول بــر مترمربــع در ثانيــه    40

ــبانه ــانتي  23±1روزي  ش ــه س ــل   درج ــراد منتق گ

بـار واكشـت    روز يـك  45هر  ها چه شاخه. شدند

شيشه گلابـي بـا طـول     هاي درون چه شاخه. شدند

روز از  45تـا   40متر كه  حدود سه تا چهار سانتي

مـورد  زنـي   براي مايـه ها گذشته بود،  واكشت آن

  . استفاده قرار گرفتند

زنـي،   بـراي انجـام مايـه   هاي باكتريـايي   جدايه

ــاكتري  Ea273شــامل ســويه   E. amylovoraب

 تهيـــــــه شـــــــده از كشـــــــور آمريكـــــــا    

)American Type Culture Collection-

ATCC49946 (   به عنوان شاهد يا تيـپ وحشـي

)Wild type( يافتـه  هـاي جهـش   ، همراه با سـويه  

hrpN
– ،DspA/E  وhrpW

ــه ترتيــب در  – كــه ب

هـاي   ، ژن يافتـه  هـاي جهـش   هريك از اين سـويه 

hrpN ،DspA/E  وhrpW  مســــــئول توليــــــد

، HrpWو  HrpN ،DspA/Eپــــروتئين مــــؤثره 

ــد   ــتفاده ش ــود، اس ــده ب ــويه. خــاموش ش ــاي  س  ه

 يافتــــه بــــاكتري، از كشــــور فرانســــه  جهــــش

)CIRM-CFBP: International Centre for 

Microbial Resources, French ( ــه تهيــ

بــراي تهيــه مايــه بــاكتري، هــر يــك از . انــد شــده

ــويه ــش  ســ ــاهد و جهــ ــاي شــ ــه   هــ ــه بــ  يافتــ

ــب  ــورت شـ ــيط  صـ ــذران در محـ ــايع  LBگـ  مـ

)Liquid Luria Bertani medium(  در دمـاي ،

دور در دقيقـه روي   180گـراد و   درجه سانتي 28

 كــدورت مايــه . شــيكر انكوبــاتور كشــت شــدند

تگاه اسـپكتروفوتومتر  باكتري، بـا اسـتفاده از دس ـ  

)Shimazu 1100, Japan (در طـــول مـــوج 

نــانومتر و بــا اســتفاده از بــافر فســفات، روي  600

ــد    ــيم شـ ــك تنظـ ــدد يـ ــزودن . عـ ــس از افـ  پـ

ميكروليتـــر از مايـــه بـــاكتري روي محـــيط  100

چه روي محيط  كشت درون لوله آزمايش، شاخه

ــب شــاخه   ــن ترتي ــه اي ــرار داده شــد و ب ــا  چــه ق  ه

ــا  ــورت تحتــ ــه صــ ــهبــ ــدند  ني مايــ ــي شــ  زنــ

)Abdollahi et al., 2004.(  

ابتــدا بــراي ارزيــابي پراكســيد هيــدروژن،    
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هاي ارقام هروسوئيت و بارتلت، پس از  چه شاخه

پرآوري و واكشت، با طول حدود سـه تـا چهـار    

ــر، در دو محــيط كشــت دارا و فاقــد     ســانتي مت

ســاكارز بــه روش تحتــاني توســط تيمارهــاي     

زني  يافته و شاهد مايه هاي جهش مختلف باكتري

براي هر تيمار سه تكرار درنظر گرفته شـد  . شدند

ــاني  ــازه زم ــر  480و در ب ــاعت، ه ــاعت  48س  س

بـرداري   نمونـه ) روز 20جمعاً بـه مـدت   (يك بار 

ــد ــام شـــ ــه  .انجـــ ــر نمونـــ ــرداري،  در هـــ  بـــ

ــابي ميـــزان توليـــد  هـــا  چـــه شـــاخه بـــراي ارزيـ

ــاكتري،    ــي از بــــ ــيدهيدروژن ناشــــ  پراكســــ

ــتفاده از  ــا اســ ، DAB )Diaminobenzidineبــ

Sigma-Aldrich#8001 ( ــابق روش  مطــــــــــ

ــوردال ــاران-تــــــ ــن و همكــــــ  كريستنســــــ

)Thordal-Christansen et al., 1997 (  رنـگ

بدين منظور ابتـدا محلـول مـادري    . آميزي شدند

يـك   HClبا حل كـردن در   DABگرم  ميلي 25

 چـه بـه قطعـات    كل طـول شـاخه  . شدنرمال تهيه 

ــاوي  ميلـــي 5 ــولي حـ  متـــري تقســـيم و در محلـ

DAB )1 mgml
در ) v/v% ( 1/0و تريتــون ) 1-

ــا  ــر  pHآب مقطــر و ب ــوب 8/3براب ، در ميكروتي

ــدليتــــري  ميلــــي 5/1 ــانده شــ ــپس، . خيســ ســ

ــه مــدت هــا  ميكروتيــوب ــي  30ب ــا  40ال دقيقــه ب

درجـه   30در دمـاي  دور در دقيقـه،   120سرعت 

در مرحلـه  . در انكوباتور شـيكردار قـرار گرفتنـد   

تيـوب بيـرون    هـر متـري از   ميلـي  5 قطعـات  بعد،

و  هنيم تقسيم شد دوپل به لآورده شدند و با اسكا

بـا تغييـر   فعاليت پراكسيدهيدروژن  ،زير بينوكولر

، مـورد  رنگ استوانه مركزي در ساعات مختلف

بر اسـاس   ROSتوليد  ميزان .ارزيابي قرار گرفت

 تـا  0ز ا تغيير رنگ استوانه مركـزي درجه شدت 

قرمــز : 3قرمــز، : 2صــورتي، : 1شــاهد، : صــفر( 5

گيـري و   هانـداز ) اي تيره قهوه: 5اي،  قهوه: 4تيره، 

سپس با استفاده از دو شاخص درصد و ميـانگين  

ــد  ــدت توليـ ــد  ،شـ ــي شـ ــم  . بررسـ ــراي رسـ  بـ

ــرم  ــا نـ ــزار نمودارهـ    Microsoft Excelافـ

)Microsoft, USA-Version 2007 ( ــورد م

  گرفـــــــــــــتاســـــــــــــتفاده قـــــــــــــرار 

)Azarabadi et al., 2016(.  

 بـــا توجـــه بـــه تـــأثير حضـــور ســـاكارز      

ــال   ــاهي روي غيرفعــ ــت گيــ ــيط كشــ  در محــ

هــا  شــدن زنجيــره انتقــال الكتــرون كلروپلاســت 

)Yabuta et al., 2007 (   و در نتيجـه از دسـت

ــد   ــنتزي و تولي ــت فتوس ــتن فعالي ــه ROSرف ، كلي

ها در شرايط فوق در شرايط عدم حضور  ارزيابي

و حضـور سـاكارز   ) يط كشت فاقد سـاكارز مح(

به ترتيب به عنوان ) محيط كشت داراي ساكارز(

شرايط كلروپلاست فعال و غير فعـال، بـر اسـاس    

ــاران   ــداللهي و همكـ ــورد  ،)2015(روش عبـ مـ

ميـزان پيشـرفت نكـروز در    . مقايسه قـرار گرفـت  

شيشه بـا فواصـل زمـاني     هاي درون چه طول شاخه

سـاعت   480به مدت  بار، و جمعاً ساعت يك 24

ســازي ارزيــابي و ثبــت  پــس از آلــوده) روز 20(

ارزيابي ميزان پيشـرفت نكـروز بـه صـورت     . شد

چـه نكـروزه بـر اسـاس طـول       درصد طول شـاخه 

چـه، محاسـبه    بخش نكروزه به طـول كـل شـاخه   

ها حداقل در پنج تكـرار انجـام    كليه ارزيابي. شد

افــزار اكســل  هــا در نــرم شــد و پــس از ثبــت داده
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)Microsoft, USA-Version 2007( ــم ، رس

  .افزار انجام شد ها با همان نرم نمودار

  

  و بحث نتايج

  ارزيابي پيشرفت نكروز

ــش     ــي نقـ ــور بررسـ ــه منظـ ــق بـ ــن تحقيـ ايـ

كلروپلاست ميزبان در دو حالت فعال و غيرفعال 

در ايجاد و پيشرفت بيماري به صورت نكـروز و  

همچنين توليد پراكسيد هيدروژن در بـرهمكنش  

ــويه  ــا س ــش  ب ــاي جه ــه  ه و  HrpN ،HrpWيافت

DspA/E    ــاهد ــا ش ــه ب و ) آب مقطــر(در مقايس

ــي    ــاكتري وحش ــاهد ب ــد ) Ea273(ش ــام ش . انج

هـاي   چـه  مقايسه پيشرفت بيماري در طـول شـاخه  

دو رقم حسـاس و متحمـل نشـانگر بـروز علائـم      

هــاي عامــل بيمــاري  نكــروز توســط كليــه ســويه

HrpN  ،HrpW  وDspA/E   ــويه ــا سـ ــراه بـ همـ

همچنــين در شــاهد . بــود Ea273شــاهد وحشــي 

گونـــه بـــروز علائـــم اعـــم از  قطـــر هـــيچآب م

مقايســه . آبگزيــدگي و يــا نكــروز مشــاهده نشــد

هـاي   نتايج بروز نكروز نشان داد كه از بين سـويه 

يافته مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق، سـويه      جهش

ــي  ــش Ea273وحشـــ ــويه جهـــ ــه و ســـ  يافتـــ

HrpW  تـرين علائــم بيمـاري بودنــد    داراي بـيش

قام تيمار شده بر اساس اين نتايج در ار). 1شكل (

نسـبت بـه دوسـويه     ، HrpW يافته با سويه جهش

م آبسـوختگي و  ئ ـيافته ديگـر، شـروع علا   جهش

ــاهد    ــاكتري ش ــه ب ــباهت را ب نكــروز بيشــترين ش

عدم توليد پروتئين مؤثره به عبارتي ديگر . داشت

HrpW تفاوت زيادي در روند پيشرفت بيماري ،

هاي جزئي مشاهده شـده در   تفاوت. نداشته است

روي ميزبـان بـه ايـن     HrpWتأثير پروتئين مؤثره 

ــود كــه  ســرعت پيشــرفت نكــروز در   صــورت ب

يافتـه   هـاي تيمـار شـده بـا سـويه جهـش       چه شاخه

HrpW     در شرايط كلروپلاست فعـال، بـه ميـزان

در شـرايط   .تر از سويه شاهد بود محدودي سريع

تفــاوت بــين تــأثير ســويه كلروپلاســت غيرفعــال 

با سـويه   HrpWپروتئين مؤثره داراي توان توليد 

با توجـه بـه نقـش    ). 1شكل (شاهد بسيار كم بود 

ــت  ــده كلروپلاسـ ــزارش شـ ــدي گـ ــا در  كليـ  هـ

 هــا و خصوصـــاً   فرآينــد مقاومــت بــه بيمــاري    

ــتميك    ــابي سيســ ــاع اكتســ ــش آن در دفــ نقــ

)Asselbergh et al., 2008( تـوان نقـش    ، مـي

را به عنـوان يـك    HrpW مؤثره پروتئينمحدود 

هـــارپين ثانويـــه روي تحريـــك سيســـتم دفـــاع 

بـه ايـن   . اكتسابي سيستميك ميزبـان احتمـال داد  

صورت كه در شرايط كلروپلاست فعال، امكـان  

هاي دو رقـم   چه تر علائم در شاخه پيشرفت سريع

در  HrpW  يافته سازي با جهش فوق در اثر آلوده

، بـه دليـل عـدم وجـود     مقايسه بـا شـاهد وحشـي   

HrpW يافته، امكـان تحريـك    در باكتري جهش

سيستم دفاع اكتسابي سيستميك وجود نداشـته و  

پيشرفت علائم نكروز با سـرعتي مشـابه بـا سـويه     

ــت   ــده اس ــام ش ــي انج ــاهد وحش ــي . ش در بررس

بيوانفورماتيك، با هـدف تعيـين انـدامك هـدف     

 مـــــؤثره بـــــاكتري هـــــاي بـــــراي پـــــروتئين

E. amylovora، افـزار پردوتـار    نرم)Predotar (

ترمينـــال -Nهـــيچ تـــوالي ســـيگنالي در ناحيـــه 

، HrpNهــاي مــؤثره بــاكتري شـــامل     پــروتئين 



 

 Erwinia amylovoraباكتري  –dspA/Eو 
بارتلت، در شرايط كلروپلاست غير فعال 

Fig. 1. Comparison of necrosis development caused by 
Erwinia amylovora against wild type strain Ea273 on two pear cultivars including: A) Harrow Sweet, B) 

Bartlett, through inactive chloroplast (right) and active chloroplast (left)

هـاي قبلـي، نقـش تأثيرگـذاري      منطبق با گزارش

ــاري ــدارد   روي بيمــــ ــاكتري نــــ ــي بــــ  زائــــ

Kim and Beer, 1995(.  

HrpNگياهان تيمارشده بـا سـويه   
در مقايسـه   

ــاي  ــاهد   HrpWه ــويه ش ، Ea273و س

داراي شدت علائم بيماري كمتر در هر دو رقـم  

ــرايط   ــر دو شـ ــتفاده و در هـ ــورد اسـ گلابـــي مـ

نتايج حاصل . كلروپلاست فعال و غيرفعال بودند

ــه در ارقــام مــورد بررســي  از ايــن جهــش در يافت

شرايط كلروپلاست غيرفعال در مقايسه بـا فعـال،   
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و  –hrpN– ،hrpWيافته  هاي جهش مقايسه پيشرفت نكروز ناشي از سويه
بارتلت، در شرايط كلروپلاست غير فعال ) Bهروسوئيت؛ ) A: در ارقام مختلف گلابي شامل Ea273با سويه شاهد وحشي 

 )چپ(و كلروپلاست فعال ) راست(

Fig. 1. Comparison of necrosis development caused by hrpN–, hrpW– and dspA/E– mutant strains of 
against wild type strain Ea273 on two pear cultivars including: A) Harrow Sweet, B) 

Bartlett, through inactive chloroplast (right) and active chloroplast (left) 
DspA/E   را شناسائي نكرد، در حـالي

 پـــي  -افـــزار تارگـــت كـــه بـــا اســـتفاده از نـــرم

يــك تــوالي ســيگنال كلروپلاســتي 

با احتمال ضعيف بـه   HrpWمؤثره  

Abdollahi, 2003 .( اين نتايج نشان

  دهــد كــه در صــورت اثبــات ورود پــروتئين

ر اساس اين هاي ميزبان، ب به كلروپلاست

مـؤثره ممكـن اسـت نقـش       شواهد ايـن پـروتئين  

ــاع اكتســابي   محــدودي در تحريــك سيســتم دف

 سيســـــتميك ميزبـــــان داشـــــته باشـــــد امـــــا 

منطبق با گزارش

ــاري روي بيمــــ

)Kim and Beer, 1995

گياهان تيمارشده بـا سـويه   

ــا ــويه ب ــاي  س ه

داراي شدت علائم بيماري كمتر در هر دو رقـم  

ــرايط   ــر دو شـ ــتفاده و در هـ گلابـــي مـــورد اسـ

كلروپلاست فعال و غيرفعال بودند

از ايــن جهــش

شرايط كلروپلاست غيرفعال در مقايسه بـا فعـال،   

مقايسه پيشرفت نكروز ناشي از سويه -1شكل 
با سويه شاهد وحشي 

mutant strains of 
against wild type strain Ea273 on two pear cultivars including: A) Harrow Sweet, B) 

HrpW  وDspA/E

كـــه بـــا اســـتفاده از نـــرم

)Traget-P ( يــك تــوالي ســيگنال كلروپلاســتي

  براي پروتئين

Abdollahi, 2003(دست آمد 

دهــد كــه در صــورت اثبــات ورود پــروتئين مــي

HrpW به كلروپلاست

شواهد ايـن پـروتئين  

ــاع اكتســابي   ــك سيســتم دف محــدودي در تحري

سيســـــتميك ميزبـــــان داشـــــته باشـــــد امـــــا 
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ساعته در بروز علائم اوليـه   48دهنده تأخير  نشان

مقايســه پيشــرفت نكــروز در دو ). 1شــكل (بــود 

محيط نيز نشان داد كه علاوه بر شـروع بيمـاري،   

روند پيشرفت آن نيز در صورت غيرفعـال بـودن   

اي كـه در ايـن    تر بود به گونه كلروپلاست، بيش

شرايط، نكروز كامل ارقام مورد بررسـي پـس از   

كــه در  در حــالي. روز مشــاهده شــد 13گذشــت 

شرايط كلروپلاسـت فعـال، پيشـرفت نكـروز در     

ــه صددرصــد نرســيد   ــورد بررســي ب ــام م در . ارق

حالت كلي، مقايسه سرعت پيشـرفت نكـروز در   

ارقـــام مختلـــف گلابـــي بـــا اســـتفاده از ســـويه 

، در دو شـرايط كلروپلاسـت    HrpNيافته  جهش

هاي متناظر نشان دهنـده   فعال و غيرفعال در زمان

ي سرعت پيشرفت نكروز در شـرايط  كاهش نسب

كاهش سـرعت پيشـرفت   . كلروپلاست فعال بود

هاي درون شيشـه   چه علائم نكروز در طول شاخه

در تمامي شرايط و همچنين تأخير در بروز اولين 

علايم نكروز در اغلب موارد با اسـتفاده از سـويه   

ــه نقــش كليــدي   HrpNيافتــه  جهــش ــا توجــه ب ب

روي ظهـور   HrpN مـؤثره  گزارش شده پروتئين

ــه و    ــط ونيس ــان توس ــروز در ميزب ــرفت نك و پيش

، نشان دهنده )Venisse et al., 2003(همكاران 

. تطابق نتايج اين بخش تحقيق با نتايج قبلي اسـت 

دهنـده ايـن اسـت كـه      اين نتيجـه همچنـين نشـان   

، ســــاير HrpN مــــؤثره عــــلاوه بــــر پــــروتئين

 تـوجهي  هاي مؤثره باكتري نيز سهم قابـل  پروتئين

 در بروز علائم نكروز داشـته و حضـور پـروتئين   

شرط لازم براي بروز نكروز نبـوده   HrpN مؤثره

ــروتئين   ــاير پ ــار س ــاي(و در كن ــؤثره )ه ــه  م و ب

ــاري    ــم بيم ــبب شــدت علائ ــوازي س صــورت م

 .شود مي

يافتــه  در ارقــام گلابــي تيمــار شــده بــا جهــش

DspA/E شروع و پيشرفت بيماري بسيار كندتر ،

ها و همچنـين بـاكتري شـاهد     افتهي از ساير جهش

. در دو شرايط كلروپلاست فعال و غير فعال بـود 

يافتـه نشـان داد    همچنين نتايج تيمار با اين جهـش 

ــرايط    ــرفت آن در ش ــاري و پيش ــروع بيم ــه ش ك

 تر بود كلروپلاست فعال نسبت به غيرفعال، بيش

يافتـه   در كل نتـايج حاصـل از جهـش   . )1شكل (

DspA/E  ، تأثيرگذارتر پـروتئين  حاكي از نقش

ــؤثره  ــاري DspA/Eمـ ــاكتري  در بيمـ ــي بـ  زايـ

E. amylovora  حتي در مقايسه با ديگر پروتئين

ــي   ــاكتري يعن ــن ب ــؤثره اي ــت HrpNم ــوده اس . ب

ــان  ــات نشـ ــه  دادهمطالعـ ــروتئينكـ  DspA/E پـ

وپلاسـت و  راحتمالاً از طريق هدف قرار دادن كل

ــنتز،   ــيگنال و فتوســ ــال ســ ــوگيري از انتقــ  جلــ

  شــــود زايــــي مــــي تســــهيل بيمــــاريســــبب 

)Bonasera et al., 2006.(  از طرفي، مقايسه دو

شــاخص ظهــور اولــين علائــم نكــروز و ســرعت 

هــاي درون  چـه  پيشـرفت نكـروز در طـول شـاخه    

 و HrpN يافتـه  شيشه ارقام بـين دو سـويه جهـش   

DspA/E ــان ــرايط     نشـ ــر دو شـ ــه در هـ داد كـ

يافته  كلروپلاست فعال و غيرفعال، تيمار با جهش

DspA/E تـري در ظهـور و پيشـرفت     تأخير بيش

ــر ايــن اســاس بــه نظــر  . علائــم بيمــاري داشــت ب

  هاي اوليه كـه پـروتئين   رسد برخلاف گزارش مي

  تـرين پـروتئين   را بـه عنـوان اصـلي    HrpNمؤثره 

مؤثره باكتري عامل بيماري آتشـك بـراي تـأثير    
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ــت ــت     روي باف ــرده اس ــي ك ــان معرف ــاي ميزب  ه

)Wei et al., 1992(مـؤثره    ، پروتئينDspA/E 

در ايجــاد  HrpNتــري در مقايســه بــا  ســهم مهــم

نكــروز و پيشــرفت بيمــاري در ميزبــان بــر عهــده 

همچنين با توجه به اثـر متضـاد دو پـروتئين    . دارد

ــؤثره  ــابي   DspA/Eو  HrpNم ــاع اكتس روي دف

 ؛DebRoy et al., 2004(سيســتميك ميزبــان 

Oh and Beer, 2005( خـــاموش كـــردن ،

ها و افـزايش شـدت علائـم بيمـاري      كلروپلاست

با سويه شـاهد وحشـي و در مقابـل فعـال كـردن      

دهنـده ايـن    ها و كاهش علائم، نشان كلروپلاست

است كه نقـش تحريـك سيسـتم دفـاع اكتسـابي      

ــر غيرفعالســازي آن  HrpNسيســتميك توســط  ب

  .غلبه يافته است DspA/Eتوسط 

  

در  توليـــد پراكســـيد هيـــدروژن  

  هاي ميزبان بافت

 بــرهمكنش بـــاكتري از فرآينــدهاي اصـــلي در  

E. amylovora    ،بـــــا ميزبـــــان گلابـــــي  

  هـــاي ميزبـــان   انفجـــار اكســـيداتيو در بافـــت  

  توليــــــــد پراكســــــــيدهيدروژن اســــــــت و 

)Venisse et al., 2003؛  

Abdollahi et al., 2015 .(   مقايسه نتـايج توليـد

ــوده  ــر آل ــيدهيدروژن در اث ــام   پراكس ــازي ارق س

هاي مختلف جهش يافتـه   مختلف گلابي با سويه

ــاكتري   ــاهد ب ــرايط  E. amylovoraو ش در ش

دهنـده شـروع    كلروپلاست فعال و غيرفعال نشـان 

تر توليد پراكسيدهيدروژن نسبت بـه ظهـور    سريع

بــود  هــاي ميزبــان اولـين علائــم نكــروز در بافــت 

به اين صورت كه اولين علائم نكروز ). 2شكل (

ساعت در بافت ارقام گلابـي   48پس از گذشت 

مشاهده شد، در صورتي كه توليد گونه اكسـيژن  

فعال پراكسيدهيدروژن از سـاعات اوليـه پـس از    

هـاي مختلـف    سـازي ارقـام بـا كليـه سـويه      آلوده

جهــــش يافتــــه و شــــاهد بــــاكتري در بافــــت 

  ان قابـــل مشـــاهده بـــود هـــاي ميزبـــ چـــه شـــاخه

ــكل( ــاي  شـ ــل  ). 3و  2هـ ــرهمكنش عوامـ دربـ

زا با ميزبان، به طور عموم توليد راديكـال   بيماري

سوپراكسيد به عنوان اولين گونه فعال اكسـيژن و  

مطـرح اسـت    پراكسـيدهيدروژن ساز توليـد   پيش

)Bhattacharjee, 2011(    كه متعاقـب ايـن امـر ،

ساز توليد انـواع   به عنوان پيش پراكسيدهيدروژن

نـه  مخرب راديكال فعال اكسيژن عمـل كـرده و   

توانـد داراي   تنهـا توليـد پراكسـيد هيـدروژن مـي     

زا ايفـا   نقش دفاعي در برابر حمله عوامل بيمـاري 

هـاي ميزبـان    در ايجاد نكروز در بافتكند، بلكه 

 .(Rolke et al., 2004)تواند مـؤثر باشـد    نيز مي

قبل از ظهور  پراكسيدهيدروژنتر  علذا ظهور سري

هـاي ميزبـان، بـا توجـه بـه       علائم نكروز در بافت

لزوم توليد اين گونه فعال اكسيژن و سپس تبديل 

آن به راديكال مخرب هيدروكسيل بـراي ظهـور   

  .علائم، دور از انتظار نيست

از ســوي ديگــر، نتــايج بررســي ميــزان توليــد 

پراكسيدهيدروژن نيـز بـا نتـايج پيشـرفت نكـروز      

هــاي مختلــف و بــاكتري  يافتــه حاصــل از جهــش

ــر   شــاهد در دو شــرايط كلروپلاســت فعــال و غي

هماننـد  . )3و  2هاي  شكل( فعال كاملاً منطبق بود

نتيجــه پيشــرفت نكــروز ناشــي از بــاكتري شــاهد
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ناشي از سويه H2O2توليد ) Dو  C(و شدت ) Bو  A(مقايسه سرعت 
dspA/Eو 

با سويه شاهد وحشي  Erwinia amylovoraباكتري  –
بارتلت، در شرايط كلروپلاست غير فعال ) Bهروسوئيت و ) A: گلابي شامل

  ).چپ(و كلروپلاست فعال 
Fig. 2. Comparison of progression (A and B) and severity (C and D) of H2O2 

dspA/E
–
 mutant strains of Erwinia amylovora against wild 

e strain Ea273 on two pear cultivars including: A) Harrow Sweet, B) Bartlett, 
through inactive chloroplast (right) and active chloroplast (left). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

مقايسه سرعت  -2شكل 
hrpW

و  –
گلابي شامل

 production 
against wild 

e strain Ea273 on two pear cultivars including: A) Harrow Sweet, B) Bartlett, 

 



 ... يافته هاي جهش پاسخ ارقام گلابي به حمله سويه

325 

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

شيشه ارقام گلابي هروسوئيت و بارتلت در  هاي درون در سرشاخه H2O2مقايسه پيشرفت توليد  –3شكل 
هاي  سازي با سويه ساعت پس از آلوده 240و  48شرايط كلروپلاست فعال و غيرفعال، در دو بازه زماني 

 Erwinia amylovoraمختلف باكتري 

Fig. 3. Comparison of in vitro H2O2 production in Harrow Sweet and Bartlett shootlets, 
through active and inactive chloroplast in 48 h and 240h after inoculation by three 

different strains of Erwinia amylovora 
  

دهنــده كــاهش  وحشــي در ميزبــان كــه نشــان

نسـبي پيشـرفت نكــروز در شـرايط كلروپلاســت    

توليــد شــدت و ســرعت  فعــال بــود، بررســي   

ــا   ــده بـ ــان تيمارشـ ــيدهيدروژن در گياهـ پراكسـ

باكتري شاهد وحشي نيـز بيـانگر كـاهش هـر دو     

عامل در شرايط كلروپلاست فعال در مقايسـه بـا   

ــازهكلر ــال در بـ ــاني  وپلاســـت غيرفعـ ــاي زمـ   هـ

ــود ــاظر ب ــده   . متن ــين كنن ــش تعي ــه نق ــه ب ــا توج ب

ــت ــاري     كلروپلاس ــه بيم ــل ب ــطح تحم ــا در س ه

، و نقش اين )Erfaninia et al., 2013(آتشك 

  ارگانـــــل در دفـــــاع اكتســـــابي سيســـــتميك 

)Durrant and Dong, 2004 (جا به نظر  در اين

هــا ســبب  شــدن كلروپلاســت رســد غيرفعــال مــي

از . پيشرفت علائم در ميزبان شده باشدتسريع در 

در حالت كلروپلاسـت غيرفعـال، افـزايش    طرفي 

بيماري مطابق با افزايش توليد پراكسـيدهيدروژن  

بـــوده، لـــذا بـــا توجـــه بـــه نقـــش دوگانـــه       

  پراكســــيدهيدروژن در ايجــــاد حساســــيت و   
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ــل نســ ـ ــاري تحمـ ــه بيمـ ــف   بت بـ ــاي مختلـ   هـ

)Baker and Orlandi, 1995؛  

Dias et al., 2011(جـا   رسد در ايـن  ، به نظر مي

در تـرين نقـش را    اين گونه فعـال اكسـيژن بـيش   

در . افزايش شدت بيمـاري برعهـده داشـته اسـت    

در گياهـان تيمـار    مورد توليد پراكسـيدهيدروژن 

نتــايجي مشـابه بــا   ، HrpWيافتـه   شـده بـا جهــش  

تـــايج بـــه دســـت آمـــده از شـــاهد در شـــرايط ن

كلروپلاست فعال و غيرفعال به دست آمد كه بـا  

 HrpWتوجه بـه نقـش محـدود پـروتئين مـؤثره      

باكتري در ايجاد و پيشـرفت نكـروز در ميزبـان،    

  ).3و  2هاي  شكل(اين نتيجه دور از انتظار نبود 

ــق      داده ــن تحقي ــده از اي ــت آم ــه دس ــاي ب ه

هـاي   چـه  همچنين نشـان داد كـه در تيمـار شـاخه    

 HrpNهـاي   يافته ارقام گلابي تيمار شده با جهش

توليد پراكسـيدهيدروژن در مقايسـه   DspA/E  و

در رابطـه   HrpWيافتـه   با شاهد وحشي و جهـش 

بــا هــر دو شــاخص شــدت و ســرعت، در ســطح 

فعـال و   لروپلاسـت كتري در هر دو شرايط  پائين

ايـن  ).  3و  2هـاي   شـكل (غير فعال قـرار داشـت   

هـاي قبلـي بـه دسـت آمـده       نتايج با توجه به داده

و  HrpNمبني بر نقش كليدي دو پروتئين مـؤثره  

DspA/E    در اثر متقابل باكتري عامل آتشـك بـا

ــاق     ــي در انطب ــات قبل ــين تحقيق ــان و همچن   ميزب

  ؛Bogdanove et al., 1998(اســـــت 

Degrave et al., 2008 .(هـا   از سوي ديگر داده

نشان داد كـه بـر اسـاس شـاخص سـرعت توليـد       

پراكسيدهيدروژن، تقريباً در هر دو رقـم بارتلـت   

ــال     ــه فع ــن گون ــد اي ــزان تولي ــوئيت، مي و هروس

ســــاعت از  480اكســــيژن پــــس از گذشــــت 

درصـد و يـا    100سـازي، ايـن شـاخص بـه      آلوده

بر خـلاف  ). 2ل شك(نزديك به اين مقدار رسيد 

ــيدهيدروژن،   ــد پراكسـ ــرعت توليـ ــاخص سـ شـ

ــن اســت كــه   نشــان 2هــاي شــكل  داده دهنــده اي

ــين    ــيدهيدروژن ب ــد پراكس ــدت تولي ــاخص ش ش

و خصوصـاً   DspA/Eو  HrpNهـاي   يافتـه  جهش

تري نسـبت بـه    ، كاهش بيش DspA/E در سويه

در . داشته است HrpWيافته  سويه شاهد و جهش

ــق، در شــرايط اســت  هــاي  فاده از ســويهايــن تحقي

هاي مـؤثره بـاكتري بـه دليـل      يافته پروتئين جهش

زائــي و  هــا روي شــدت بيمــاري اثــر متفــاوت آن

تحريك سيستم دفاع ميزبـان، نتـايج دو شـاخص    

شدت و سرعت پيشـرفت پراكسـيدهيدروژن در   

تواند كاملاً  انطباق نبوده و لذا اين دو شاخص مي

راي اولـين  اين نتيجه ب ـ. ديگر نباشد منطبق بر يك

يافتـه   هـاي جهـش   بار در شرايط استفاده از سـويه 

باكتري عامل بيماري آتشـك در دو مكـان ژنـي    

HrpN  وDspA/E    ــت، در ــده اس ــت آم ــه دس ب

هـاي انجـام شـده قبلـي بـا       صورتي كه در بررسي

هاي وحشي اين باكتري توسط عبـداللهي و   سويه

ــاران  و ) Abdollahi et al., 2015(همكـ

ــاران   ــادي و همكـــــــــــــــ   آذرآبـــــــــــــــ

)Azarabadi et al., 2016(     بـا توجـه بـه عـدم ،

يافتـه، تفـاوتي بـين دو     هـاي جهـش   وجود سـويه 

ــد    ــرعت توليــــ ــدت و ســــ ــاخص شــــ شــــ

  . پراكسيدهيدروژن گزارش نشد

مقايســـــــه داده ســـــــرعت پيشـــــــرفت    

ــان  ــيدهيدروژن نش ــبي   پراكس ــاهش نس ــده ك دهن
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ــه فعــال اكســيژن در   ــن گون ســرعت پيشــرفت اي

ــم   ــر دو رقـ ــت فعـــال در هـ ــرايط كلروپلاسـ شـ

ــويه   ــتفاده از سـ ــا اسـ ــت بـ ــوئيت و بارتلـ هروسـ

ــش ــه  جهـ ــود  DspA/Eيافتـ ــكل (بـ   و  A-2شـ

ــكل  ــرفت   ). B-2ش ــرعت پيش ــايج س ــه نت مقايس

ــال و    ــت فعـ ــرايط كلروپلاسـ ــروز در دو شـ نكـ

دهنده تـأثير مثبـت پـروتئين مـؤثره      غيرفعال نشان

HrpN  روي اندامك كلروپلاست ميزبان در اين

رود در شـرايط   لـذا انتظـار مـي   . اثر متقابل اسـت 

كـه توليـد    DspA/Eيافته  استفاده از سويه جهش

تـرين   به عنـوان مهـم   HrpNكننده پروتئين مؤثره 

يافتـه   عامل ايجـاد بيمـاري در ايـن سـويه جهـش     

شود، در شرايط كلروپلاست فعـال،   محسوب مي

بــه عنــوان پايگــاه اصــلي تــأثير ايــن ايــن ارگانــل 

پــروتئين مــؤثره عمــل كــرده و ســطح توليــد      

پراكسيدهيدروژن كـاهش چنـداني نشـان ندهـد     

ــر  ). B-2و شــكل  A-2شــكل ( ــه ب در حــالي ك

اسـاس نتـايج در شـرايط كلروپلاسـت غيرفعـال،      

يعنـي   HrpNپايگاه اصلي تـأثير پـروتئين مـؤثره    

عـال  كلروپلاست، غيرفعال شـده و توليـد گونـه ف   

اكسيژن پراكسـيدهيدروژن، افـت قابـل تـوجهي     

  .دهد نشان مي

دهنده عـدم انطبـاق    از سوي ديگر نتايج نشان

ــرفت    ــدت پيش ــرعت و ش ــاخص س ــل دو ش كام

ــت  ــيدهيدروژن در باف ــود    پراكس ــان ب ــاي ميزب ه

بر اساس اين نتايج در ). D-2تا  A-2هاي  شكل(

مورد شاخص سـرعت توليـد پراكسـيدهيدروژن    

ــس از گذشــت  ــوده 480پ ســازي،  ســاعت از آل

تقريباً در تمامي شرايط آزمايش ميـزان پيشـرفت   

ــه   ــه فعــال اكســيژن ب ــا  100ايــن گون درصــد و ي

نزديك به آن بالغ بود، در حالي كه در رابطـه بـا   

شــاخص شــدت پيشــرفت پراكســيدهيدروژن در 

ــا ســويه شــاهد و جهــش م ــه  قايســه ب  HrpWيافت

همانند نتايج قبلي به دست آمده توسط عبداللهي 

و آذرآبــادي و همكــاران   ) 2015(و همكــاران  

با پيشرفت نكروز، بـه طـور همزمـان دو    ) 2016(

شاخص سـرعت و شـدت پيشـرفت توليـد انـواع      

ــه   گونـــــه ــيژن از جملـــ ــال اكســـ ــاي فعـــ هـــ

در . داد پراكســـيدهيدروژن افـــزايش نشـــان مـــي

صورتي كه در ايـن تحقيـق اسـتفاده از دو سـويه     

ــش ــه  جه ــه   DspA/Eو  HrpNيافت ــان داد ك نش

هــــاي شــــدت و ســــرعت توليــــد  الزامــــاً داده

از . ديگر منطبق نيسـتند  پراكسيدهيدروژن بر يك

اين نتايج چنين استنباط مي شود كه بـا توجـه بـه    

در  DspA/Eو  HrpNاهميت دو  پروتئين مؤثره 

اتيو بيماري و ايجاد نكروز، استفاده انفجار اكسيد

 DspA/Eو  HrpNهـاي   يافته از هريك از جهش

ها يكي از  يافته سبب شده تا در هر يك از جهش

هـاي مـؤثره بـاكتري حـذف      ترين پـروتئين  اصلي

شود كـه وجـود تنهـا     شود، لذا چنين برداشت مي

يافتـه   هاي جهش يك پروتئين مؤثره در اين سويه

پراكسيدهيدروژن بـا سـرعت    سبب شده تا توليد

هـا   تر نسبت به سويه شـاهد در بافـت   اندكي پائين

توسعه پيدا كند، ليكن بـا توجـه بـه عـدم وجـود      

يافتـه   هـاي جهـش   ديگر پروتئين مـؤثره در سـويه  

HrpN  وDspA/E   شدت توليد اين گونه فعـال ،

. توجهي افزايش پيـدا نكنـد   اكسيژن به ميزان قابل

ر شـرايط كلروپلاسـت   بر اين اساس، خصوصاً د
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فعال ميزان افت شـدت توليـد پراكسـيدهيدروژن    

و  HrpNيافتـه   در رابطه بـا هـر دو سـويه جهـش    

DspA/E  توجـه و در شـرايط كلروپلاسـت     قابـل

ــد    ــدت توليــ ــاهش شــ ــزان كــ ــال، ميــ غيرفعــ

 DspA/Eيافته  پراكسيدهيدروژن در سويه جهش

  ). D-2و شكل  C-2شكل (تر بود  بيش

يافتـه   سازي بـا سـويه جهـش    در شرايط آلوده

DspA/E
ميزان افـت شـدت بيمـاري در شـرايط      

كلروپلاســت غيرفعــال بســيار چشــمگير و بــه     

ــي ميــزان پيشــرفت نهــائي   ــود كــه حت صــورتي ب

درصد بالغ نشد كه اين امر بيانگر  100بيماري به 

اهميت وجود كلروپلاسـت فعـال در بـرهمكنش    

هـاي ميزبـان در    بـا سـلول   HrpNپروتئين مـؤثره  

از سوي ديگـر نتـايج شـدت    . ايجاد بيماري است

توليد پراكسيدهيدروژن در اثر متقابـل ميزبـان بـا    

ترين  دهنده بيش نشان DspA/Eيافته  سويه جهش

كاهش شدت توليد اين گونـه فعـال اكسـيژن در    

اين اثر متقابل در شـرايط كلروپلاسـت غيرفعـال    

تـوان   يجـه مـي  بود و بر اساس نتايج قبلي و ايـن نت 

بنـدي كـرد كـه پـروتئين مـؤثره       چنـين جمـع   اين

HrpN  بــه تنهــائي ســبب تجمــع زيــاد و افــزايش

ــالاتر از     ــطوح ب ــه س ــيدهيدروژن ب ــزان پراكس مي

از سـوي ديگـر وجــود   . نخواهـد شـد   3شـاخص  

به عنوان يـك پـروتئين    DspA/Eپروتئين مؤثره 

بـراي   HrpNمؤثره كمكي براي پـروتئين مـؤثره   

وليد پراكسيدهيدروژن و رسـيدن  افزايش شدت ت

  .ضروري است 5آن به شاخص 

در رابطـه   HrpN يافته استفاده از سويه جهش

دهنده تـوان ايـن سـويه بـراي      با بروز علائم نشان

درصــد طــول   100ايجــاد بيمــاري بــه ميــزان    

و بـر  ) 1شـكل  (هـاي درون شيشـه بـود     چه شاخه

اساس الگـوي سـرعت توليـد پراكسـيدهيدروژن     

ونه فعال اكسيژن در تمامي طـول بافـت   نيز اين گ

هـاي هـردو رقـم گلابـي انتشـار يافـت        چـه  شاخه

، ليكن مقايسـه الگـوي شـدت    )3و  2هاي  شكل(

توليد پراكسيدهيدروژن در اين شرايط با شـرايط  

ــش  ــويه جهــ ــتفاده از ســ ــه  اســ  DspA/Eيافتــ

دهنـده ايـن بـود كـه در شـرايط اسـتفاده از        نشان

ت توليــد ، شــد DspA/Eيافتــه  ســويه جهــش 

 3پراكسيدهيدروژن در اغلب موارد زير شاخص 

تـري نسـبت بـه شـرايط اسـتفاده از       و در حد كـم 

). 2شـكل  (قرار داشـت   HrpNيافته  سويه جهش

ــويه     ــتفاده از س ــرايط اس ــن، در ش ــلاف اي ــر خ ب

، شــاخص شــدت توليــد    HrpNيافتــه  جهــش

تـوجهي بـالاتر    پراكسيدهيدروژن بـه ميـزان قابـل   

دهـد كـه هماننـد نتـايج      بود، كه اين امر نشان مي

تـر و   نقش كليـدي  DspA/Eقبلي پروتئين مؤثره 

ــم ــيداتيو و ايجــاد    مه ــنش اكس ــري در ايجــاد ت ت

بر اساس بررسي . بيماري در ميزبان به همراه دارد

ز در بافـت  نتايج شاخص سرعت پيشـرفت نكـرو  

ارقام گلابي مـورد آزمـايش و مقايسـه آن بـا دو     

ــد   ــرفت توليــــ ــدت و پيشــــ ــاخص شــــ شــــ

ــي  ــد م شــود كــه انفجــار   پراكســيدهيدروژن تأيي

، بـه عنـوان   )Venisse et al., 2003(اكسـيداتيو  

شاخص كليـدي اثـر متقابـل بـين بـاكتري عامـل       

. بيماري آتشـك و ميزبـان گلابـي مطـرح اسـت     

 ــ   ــال اكس ــه فع ــن گون ــين اي ــواع  همچن ــه ان يژن ب

تري نظيـر راديكـال هيدروكسـيل تبـديل      مخرب
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)Bhattacharjee, 2011 (  و سبب ايجاد نكـروز

در بررسـي آذرآبـادي و همكـاران    . خواهد شـد 

تفاوت ارقام متحمـل و حسـاس گلابـي    ) 2016(

در تبـــديل پراكســـيدهيدروژن بـــه راديكـــال    

هيدروكسيل بـه عنـوان يـك مرحلـه كليـدي در      

ــا  ــيت و ي ــين حساس ــخيص   تعي ــام تش ــل ارق   تحم

ــد ــيدهيدروژن داراي  . داده شـــ ــذا پراكســـ   لـــ

  نقــش دوگانـــه در تعيـــين تحمــل بـــه بيمـــاري   

)Baker and Orlandi, 1995 ( و همچنين نقش

سـاز توليـد راديكـال هيدروكسـيل      به عنوان پيش

). Bhattacharjee, 2011(در ايجاد نكروز دارد 

دهـد كـه تـاكنون     هـا همچنـين نشـان مـي     بررسي

نشـده اسـت كـه كـدام سـطح از توليـد       مشخص 

پراكسيدهيدروژن در ايجاد تحمل و كدام سـطح  

آن سبب توليـد راديكـال هيدروكسـيل و ايجـاد     

هـاي بيمـاري آتشـك از     نكروز در بافت ميزبـان 

مقايسه نتايج نشـان  . شود جمله درخت گلابي مي

دهــد كــه بــر اســاس شــواهد حاصــل از ايــن  مــي

ي  تحقيق تجمع پراكسيدهيدروژن تا   3سطح كمـ

تواند منجر به بروز پيشرفت كامل نكـروز در   نمي

ها شود، ايـن درحـالي اسـت كـه در همـان       بافت

زمــان شــاخص ســرعت توســعه ايــن گونــه فعــال 

درصــد  100ارقـام گلابــي بـه     اكسـيژن در بافــت 

بندي كرد كـه   توان چنين جمع لذا مي. رسيده بود

ــت ــد   باف ــه اول همانن ــي در وهل ــام گلاب ــاي ارق ه

ــي ــون  بســ ــر توتــ ــان نظيــ ــر گياهــ   اري از ديگــ

)Kong and Li, 2011 ( ــيس و آرابيدوپسـ

)Launay et al., 2016( ــع ، از تجمـــ

پراكسيدهيدروژن به منظور مهار بيماري و ايجاد 

ــاجم    ــاكتري مه ــل توســعه ب ــاعي در مقاب ســد دف

در چنـين شـرايطي فعاليـت دو    . كنـد  استفاده مـي 

ــؤثره   ــروتئين م ــژه   HrpNپ ــه وي و  DspA/Eو ب

هـا در ايـن    خصوصاً نقـش كليـدي كلروپلاسـت   

ــي  ــل، مـ ــزايش ســـطح     اثرمتقابـ ــه افـ توانـــد بـ

بـه ايـن معنـي كـه     . پراكسيدهيدروژن منجر شود

ــروتئين  ــأثير پ ــزايش ســطح   DspA/Eت ســبب اف

به سـطوح بـالاتر    3پراكسيدهيدروژن از شاخص 

شده و احتمالاً به دليل عدم توان بافـت ارقـام در   

كسيدهيدروژن، نقش اين مهار اين ميزان زياد پرا

گونه فعال اكسيژن از حالت دفـاعي خـارج و بـه    

ســاز توليــد هيدروكســيل و ايجــاد نكــروز   پــيش

رسد بر اساس نتـايج   به نظر مي. تبديل خواهد شد

تـر   اين تحقيق، گـامي در راسـتاي شـناخت بـيش    

واكــنش ارقــام گلابــي نســبت بــه حملــه بيمــاري 

 آتشك برداشـته شـد، لـيكن پرسـش اساسـي در     

رابطه با چگونگي رفتار متفاوت ارقـام متحمـل و   

ــاكتري   ــه ب ــه حمل ــه نســبت ب   مقــاوم در ايــن گون

E. amylovora  همچنــان بــه قــوت خــود بــاقي

ــت     . اســت ــن تحقيــق لازم اس ــذا در ادامــه اي ل

ــم ــده توليــــد زيــــاد     مكانيســ ــاي بازدارنــ هــ

ــتم  ــيدهيدروژن و سيس ــده و   پراكس ــاي بازدارن ه

تسهيل كننده تبديل اين گونـه فعـال اكسـيژن بـه     

تــرين  راديكــال هيدروكســيل بــه عنــوان مخــرب

راديكال مولد نكـروز در ارقـام مختلـف گلابـي     

  .بررسي و شناسائي قرار گيرد مورد
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