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Abstract  

Objective 

One of the most significant challenges facing human society today is food safety and security. 

The chemical management of plant pests and diseases has led to an increase in environmental 

pollutants. Therefore, it is essential to find alternative methods for combating these diseases. In 

this context, genes that confer resistance to pathogens represent valuable genetic resources for 

managing plant diseases. This study aimed to analyze the expression of several genes that regulate 

resistance and sensitivity in cultivars with varying degrees of susceptibility to the bacterium 

Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pst), the causative agent of wild tobacco blight. 

Materials and methods 

Initially, six tobacco cultivars were prepared and cultivated. After seven weeks, the seedlings 

were inoculated with Pst bacteria. Based on the diameter of the necrotic tissue and the assessment 

of bacterial growth and proliferation, resistant and susceptible cultivars were identified and 

selected for subsequent stages of cultivation. To determine the expression patterns of genes 

involved in resistance, leaves from the seven-week-old seedlings were sampled at various time 

points post-inoculation (0, 12, 24, 48, and 72 hours), and total RNA was extracted from these 

samples. Subsequently, complementary DNA (cDNA) was synthesized from the RNA. The 

mailto:amin.zoroofian@gmail.com
https://orcid.org/0009-0000-7518-5554
https://orcid.org/%200009-0007-8421-7491
https://orcid.org/0000-0002-0434-2847


Agricultural Biotechnology Journal, 2026, 18(1)  

28 

 

expression profiles of the WRKY, PAL, PR1, PR2, and PR5 genes were analyzed using the qPCR 

technique. 

Results 

Based on the results of the necrotic tissue diameter and bacterial growth and proliferation tests, 

the Basma cultivar was identified as resistant, while the White Burley cultivar was classified as 

susceptible. The examination of gene expression activity for resistance-related genes, including 

WRKY, PAL, PR1, PR2, and PR5, revealed a significant increase in expression in the resistant 

Basma cultivar compared to the susceptible White Burley cultivar following inoculation. 

Conclusions 

The findings of this study indicate that certain genes play a crucial role in plant defense responses. 

These genes are involved in the mechanisms of resistance and sensitivity of tobacco plants in their 

interactions with Pst bacteria. They genes may serve as promising targets for the development of 

transgenic plants that exhibit resistance to diseases. However, further detailed and complementary 

studies are necessary. 
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Introduction 

Tobacco (Nicotiana tabacum L.), an important economic crop, is exposed to a wide range of 

biotic and abiotic stresses that significantly impact its yield and quality. Among the biotic stresses, 

tobacco fire blight is a common disease in tobacco cultivation. The pathogen responsible for 

tobacco fire blight is Pseudomonas syringae pv. tabaci (Pst). Currently, chemicals remain the 

primary strategy in fire blight management. Although somewhat effective, the widespread use of 

chemicals has led to various issues, including low efficiency, disruption of soil microbial 
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ecosystems, potential risks to human health, and the persistence of excessive chemical amounts. 

Plants possess a highly specialized defense system, which includes mechanisms that are activated 

before and after various stresses to protect plants. Proteins that play a crucial role in plant defense 

emerge after stress formation. Among these proteins, pathogenesis-related (PR) proteins are 

particularly important as they can induce the plant's innate immune system. PR proteins have the 

ability to inhibit pathogen growth or prevent spore germination. In addition, these proteins can 

act as antimicrobial agents, hydrolases, and proteinase inhibitors, among other functions. Strategy 

for disease management involves transferring resistance genes to various tobacco cultivars, while 

technological advancements can introduce advanced traits to produce plants with greater 

resistance to various stresses. Therefore, this study examines the resistance of different plant 

cultivars to fire blight and analyzes the expression of PR genes in susceptible and resistant 

cultivars. The information obtained can aid future research in genetic modification of resistant 

plants and the development of disease control management methods. This study marks the first 

time work is being conducted on these cultivars. 

 

Materials and methods 

In the research, six varieties including Basma, White Burley, Burley, Virginia, Samsoun and 

Xanthi were initially obtained from the Iran Tobacco Research Institute-Tirtash. The seeds were 

surface disinfected and then sown in pots containing autoclaved soil, which were later transferred 

to the growth chamber. A suspension with a concentration of 1×107 CFU/ml per milliliter was 

prepared from a two-day culture of Pst bacteria in NA culture medium. For inoculation, 

approximately 20 microliters of the suspension were injected into the interleaf space of the 

youngest two leaves of each seven-week-old plant using a special syringe. The pots were then 

returned to the growth chamber and after 4 days, the diameter of the necrotic spot in the inoculated 

seedlings was measured. To evaluate the growth and proliferation of bacterial populations in 

different tobacco cultivars, five leaf discs with a diameter of 5 mm were taken from healthy leaves 

of each cultivar and immersed in a bacterial suspension with a concentration of 1×107 CFU/ml 

for 20 minutes. The leaf discs were then transferred to a growth chamber, surface sterilized and 

powdered after 4 days. Subsequently 1 ml of 10 mM MgCl₂ solution was prepared for each sample 

to a dilution of 10-10 and all dilutions were transferred to King B culture medium. The number of 

colonies was counted after 48 hours to identify resistant and susceptible cultivars for further steps. 

To determine the expression pattern of genes involved in resistance, leaves of seven-week-old 

seedlings were sampled at different times after inoculation (0, 12, 24, 48 and 72) and total RNA 

was extracted. Complementary strand DNA (cDNA) was then synthesized from the RNA 
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samples. The profiles of the WRKY, PAL, PR1, PR2, and PR5 genes were investigated using the 

qPCR technique. 

 

Results 

The study revealed that in the resistant cultivar, the expression levels of the genes being studied 

increased after inoculation. These genes play a crucial role in eradicating bacteria, limiting their 

presence to the site of injection and preventing further penetration and spread. On the other hand, 

the susceptible cultivar exhibited lower expression levels of these genes, creating conditions for 

bacterial multiplication and spread among leaf cells. Therefore, utilizing resistant cultivars can 

effectively contribute to disease control in a manner that is both efficient and environmentally 

friendly. Additionally, the bacterial population was also the lowest in the Basma cultivar and the 

highest in the White Burley cultivar. The expression level of the WRKY12 gene in both cultivars 

reached its maximum value 12 hours after inoculation, but the expression level of this gene in the 

Basma cultivar was approximately 10 times higher than that of the White Burley cultivar at the 

same time. The expression pattern of the PAL gene in the resistant cultivar Basma reached its 

maximum value 24 hours after inoculation, with the expression level of this gene being about 13 

times higher than that of the control sample. In contrast, the White Burley cultivar did not show 

any specific activity at different times after inoculation. The expression of the PR1 gene in both 

cultivars increased significantly during the first hours after inoculation. In Basma, this increase 

was observed to be as high as 1496-fold compared to time zero, while in White Burley, this 

amount was 412-fold. PR2 gene expression also reached its highest level in both genotypes 12 

hours after infection, with this increase being 7 and 3 times the initial value in resistant and 

susceptible cultivars, respectively. Furthermore, the PR5 gene expression pattern in Basma 

reached its peak after 12 hours, with its level being 91 times that of the control plant and 2.75 

times higher than that of the White Burley cultivar measured at the same time. The results of 

tracking the fluctuations of Pst bacterial population in Basma and White Burley cultivars with the 

hrp gene showed that the bacterial population level was higher in the susceptible cultivar than in 

the resistant cultivar 24 hours ofter infection. 

Conclusions 

This study demonstrated that in the resistant cultivar, the expression level of the studied genes 

increased after inoculation. These genes are essential in eliminating the bacteria, restricting their 

presence to the injection site, and halting further penetration and spread. In contrast, the 

susceptible cultivar exhibited lower expression levels of these genes, creating favorable 

conditions for bacterial multiplication and spread among leaf cells. The findings of this study 
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highlight that utilizing resistant cultivars can effectively aid in disease control in a sustainable and 

eco-friendly manner. 
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  چکیده

های گیاهی مدیریت شیمیایی آفات و بیماری  های جامعه بشری مسلله امنیت و سلامت غذای است.یکی از بزرگترین چالش  هدف:

ها امری ضروری های زیست محیطی شده است. لذا یافتن روشی جایگزین جهت مقابله با بیماریمنتج به افزایش میزان آلوده کننده

، منابع ژنتیکی با ارزشنی هسنتند که زا های مسنلو  مقاومت در گیاهان نسنبت به عوامل بیماریژندر این راسنتا  رسند.  به نظر می

های گیاهی اسنتااده کرد. در این تحقی  با هد  آنالیز بیان چند ژن کنتر  کننده مقاومت ها در جهت مدیریت بیماریتوان از آنمی

عامل  Pseudomonas syringae pv.tabaci (Pst) و حسناسنیت در ارمام با درجات ملتلح حسناسنیت در برابر باکتری

 سوختگی وحشی توتون استااده شد.  

سپس    آلوده شدند  Pstباکتری  به    هاگیاهچه ،  هات هاتهپس از   شدند و  تهیه و کشت  توتونشش رمم  در ابتدا    :هاروشمواد و  

در نتیجه، ارمام مقاوم و حساس شناسایی شده   آزمون میزان رشد و تکثیر  باکتری انجام گرفتو  مطر بافت نکروزه  میزان  بر اساس  

جهت تعیین الگوی بیان ژنهای دخیل در مقاومت از برگ های گیاهچه های هات هاته   و کشت شدند.و برای مراحل بعدی انتلاب  
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از آن ها استلراج شد. سپس از روی    کل  RNA( نمونه برداری شده و  72،  48،  24،  12ای  در ساعات ملتلح پس از تلقیح )صار،  

مورد    PR5و    WRKY  ،PAL  ،PR1  ،PR2های  ( سنتز شد پروفایل ژنcDNA)  DNAرشته مکمل    RNAنمونه های  

 انجام گردید. qPCR تکنیک  بررسی با

 Whiteو رمم  رمم مقاومبه عنوان   Basmaرمم باکتری،   آزمون میزان رشند و تکثیرو مطر بافت نکروزه  بر اسناس نتایج   :نتایج

Burley   های مسلو  بروز مقاومت بیان ژنبررسی فعالیت    .شدند  شناختهحساس  رممبه عنوانWRKY  ،PAL  ،PR1  ،PR2 

پس از مایه زنی به طور مابل ملاحظه ای افزایش   White Burleyنسنننبت به رمم حسننناس   Basmaدر رمم مقاوم  PR5و 

 یافت.

های  در مکانیسنم  و  کنندیم اایا اهیگ یدفاع  یهادر پاسنخ یها نقش مهمژن نیکه ا دادمطالعه نشنان   نیا  یهاافتهی گیری:نتیجه

  اهنانینگ دینتول یمنناسنننا برا  یعنوان اهندافبنه  تواننندیو م  نقش دارنند Pstمقناومنت و حسننناسنننینت گیناه توتون در تعنامنل بنا بناکتری 

 است. تر یو دم یلیانجام مطالعات تکمنیازمند  حا  نیا با .رندیمورد استااده مرار گ هایماریمقاوم به ب لتهیترار

 مدیریت شیمیایی ،لتهیترار اهانیگهای مقاومت، رمم مقاوم، ژن رمم حساس،: هاكلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

ارزیابی واکنش مورفولوژیکی و مولکولی چند رمم توتون    (1405)  الهولی  زادبابایی ،  امین، حبیبی درونکلایی میلاد  ظروفیان  استناد:

 .54-27(، 1)18، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. Pseudomonas syringae pv. tabaciدر مقابل باکتری عامل آتشک توتون  
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 مقدمه

های زیستی ای از تنشبه عنوان یک محصو  امتصادی مهم، در معرض طیح گسترده(.Nicotiana tabacum L) توتون  

 ,.Dixon et al., 2018; Hussain et alگذارد )و غیرزیستی است که به طور مابل توجهی بر عملکرد و کیایت آن تأثیر می

در میان  (.  Xing et al., 2022)  گرددنیز استااده میعلاوه بر این، از این گیاه برای بررسی تعاملات میان گیاه و میکروب  (.  2023

منجر به خسارات امتصادی مابل توجهی   است  دارآتشک و لکه برگی زاویه  که شامل  برگی  های باکتریاییبیماری  ،های زیستیتنش

های رایج در مناط  بیماری آتشک توتون از بیماری(.  Taguchi et al., 2010; Guo et al., 2020)  گردندمی به صنعت توتون  

و باعث کاهش چشمگیر  آلوده کرده  این بیماری عمدتاً شاخ و برگ گیاه را   .شوداصلی کشت توتون در سراسر جهان محسوب می

  (. Cheng et al., 2016شود ) میکاهش مابل توجه عملکرد محصو     باعثنتیجه   د درشومحتوای کلروفیل و ماده خشک می

ای شکل  است که یک باکتری گرم منای میله  Pseudomonas syringae pv. tabaciپاتوژن مسلو  بیماری آتشک توتون،  
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کشت گسترده  جمله    از  یددمتع  املوع  (.Hockett et al., 2013; Marpu et al., 2017; Huang et al., 2022کوتاه است )

.  اند بیماری داشتهن ایت ددر ش توجهی بلام ریتأثدلایل، سایر و   یک واریته خاصی، استااده از مارین بیاد مقاومت در برابر  ماف ارمام

هرچند این   .گیرددر حا  حاضر، کنتر  شیمیایی همچنان به عنوان استراتژی اصلی در مدیریت بیماری آتشک مورد استااده مرار می

های میکروبی  ، اختلا  در اکوسیستمراندمان پایینمشکلات ملتلای از جمله    مواد شیمیاییاما کاربرد گسترده    است تا حدی مؤثر  روش

 Lammoglia et)  را به همراه داشته استمواد شیمیایی  ماندن مقادیر بیش از حد  و بامی  خطرات بالقوه برای سلامت انسانخاک،  

al., 2017; Gutiérrez-Barranquero et al., 2019; He et al., 2021; Bundalovic-Torma et al., 2022; 

Cech et al., 2023) .  ها در برابر  ضعح آنعنوان نقطهاین ویژگی به ،  گیاهان عالی موجوداتی ثابت و بدون مابلیت حرکت هستند

(.  Li et al., 2020با این وجود، در طو  تکامل، یک سیستم دفاعی بسیار تلصصی ایجاد شده است )   .شودها محسوب میتنش

  ها فعا  شده و توانایی محافظت از گیاهان را دارند هایی است که مبل و بعد از انواع تنشاین سیستم دفاعی تلصصی شامل مکانیسم

(Freeman & Beattie 2008; Souza et al., 2017; Mhlongo et al., 2018; Nishad et al., 2020  .) در میان

کنند. از جمله این  هایی حضور دارند که نقش حیاتی در دفاع گیاه ایاا می آیند، پروتلینهایی که پس از تشکیل پدید میمکانیسم

بیماریها، پروتلینپروتلین توانایی  اهمیت ویژه  PR)1 (زاییهای مرتبط با  را دارا  القای  ای دارند چرا که  ایمنی ذاتی گیاه  سیستم 

 PR هایپروتلین(.  Finkina et al., 2017; Ali et al., 2018; Nguyen et al., 2021; Yuan et al., 2021)  هستند

توانند به عنوان عوامل ضدمیکروبی،  ها میعلاوه بر این، این پروتلین .زنی اسپور را دارندمابلیت مهار رشد پاتوژن یا جلوگیری از جوانه 

 Jain & Khurana 2018; Zribiهای دیگری انجام دهند )فعالیتو همچنین    کردههای پروتلیناز عمل  هیدرولازها و مهارکننده

et al., 2021  .) های  در این پژوهش بیان ژنWRKY  ،PAL ،  PR1  ،PR2    وPR5   هایپروتلین  گرردبررسی می WRKY 

نقش داشته و دفاع گیاه را   MAPKدست  های دفاعی ایاا داشته و در مسیر پاییندهی و پاسخکلیدی و اساسی در  سیگنا    نقش 

  WRKYهای رونویسی  نشان داده شده است باند شدن فاکتور  (.Mao et al., 2011; Sheikh et al., 2016دهد )افزایش می

یک ژن دفاعی  نیز    PAL(. و از طرفی دیگر  Van loon et al., 2006مهم است )  PRهای  برای فعا  سازی ژن   DNAبه  

در میان گیاهان از نظر    PR1های  (. پروتلین Yang et al., 2022های دیگر نقش دارد )تنظیمی مهم است که در میزان بیان ژن

های زیستی ایاا ها نقش مهم و عمومی در واکنش گیاه به تنشاند این امر بیانگر آن است که این پروتلین ساختاری بسیار حاظ شده 

های  (، پروتلین Vidhyasekaran 2002رسد این پروتلین بر روی غشا موثر باشد )به نظر می  (.Lincoln et al., 2018کنند )می

PR2  (β-glucanasesبتا ای دارد بدین صورت که هم به صورت  نقش دوگانه   PR2دهند.  گلوکانازی نشان می-3و1-( فعالیت 

های دفاعی ها پاسخمستقیم نیز با آزاد کردن محرککند و به صورت غیر یم اجزای ساختاری دیواره سلولی باکتری را تلریا می مستق

ناوذپذیری غشا و دیواره   این پروتلین   PR5های متعل  به خانواده  ( و پروتلینStintzi et al., 1993برد )در گیاهان را بالا می

یکی از راهکارهای مدیریت    (.Kitajima & Sato 1999; Vidhyasekaran 2002دهد )زا را تغییر میسلولی عوامل بیماری

 
1Related-Pathogenesis  
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های  نوآوری و    (Batchvarova et al., 1998)  های مقاومت به این بیماری در ارمام گوناگون توتون استاین بیماری، انتقا  ژن

را   گیاهانی  مادرند  تنش   کنند   تولیدفناوری  انواع  برابر  در  باشندکه  داشته  بالاتری  مقاومت   ;Engqvist & Rabe 2019)  ها 

Hernández-De Lira wt al., 2022.)    ،برابر ب  اهانی مقاومت ارمام ملتلح گ  یپژوهش به بررس  نیالذا آتشک و    یماریدر 

اصلاح    نهیدر زم  ندهیآ   قاتیبه تحق  تواند یآمده مدست. اطلاعات به شودی در ارمام حساس و مقاوم پرداخته م  PR  یهاژن   ان یب  لیتحل

ارمام    نیا  یبار بر رو  نیاول  یبرا   ،یتحق  ن یکمک کند. در ا  هایماریکنتر  ب  یبرا  یتیریمد  یهامقاوم و توسعه روش   اهانیگ  یکیژنت

 .شودیکار م

 

 هامواد و روش

و    Basma  ،White Burley  ،Burley  ،virginia  ،Samsounبذور مربوط به شش رمم  های همسان:  كشت گیاهچه 

Xanthi    بین بردن آلودگیتیرتاش بهشهر دریافت شد-ایران  توتون   تحقیقات  انستیتواز از  بذور، ضد عاونی  . برای  های سطحی 

 25درصد مرار گرفت سپس در محلو  هیپوکلریت سدیم    50سطحی انجام شد. برای این کار ابتدا بذور به مدت یک دمیقه در اتانو   

بذر از هر رمم را    25دمیقه مرار داده و پس از آن سه بار با آب مقطر شستشو شد. پس از ضدعاونی سطحی، تعداد    15درصد به مدت  

  70درجه سلسیوس، رطوبت    27ها به اتامک رشد تحت شرایط دمایی  های حاوی خاک اتوکلاو شده کاشته سپس گلدان گلدان  در

 ساعت تاریکی مرار گرفتند.   8ساعت روشنایی و   16درصد و شرایط نوری 

 گیاهی  زایبیماری  هایباکتری  کلکسیون از  Pst   سویه استاندارد باکتری:  Pstتهیه و كشت سویه استاندارد باكتری  

اهدایی از طر  دکتر خدایگان،    460134043و شماره ثبت    GCPB113( با شماره کاتالوگ  GCPB)  آلمان  گوتینگن  دانشگاه

درجه سلسیوس  28به مدت سه روز در دمای  2گروه گیاهپزشکی دانشگاه ولیعصر رفسنجان، تهیه و در محیط آگار غذایی حاوی مند 

 های بعدی انتلاب و در محیط محیط آگار غذایی کشت داده شدهای رشد یافته به منظور انجام آزمونرشد داده شد. تک کلون 

(Basavand & Khodaygan 2020) . 

  10را دو مرتبه شسته و محتویات پتری را در محلو     NAدر محیط کشت    Pstکشت دو روزه باکتری  زایی:  تست بیماری 

در  هر میلی لیتر تهیه گردید. برای   3لیتر سلو  در هر میلی 1×710ور کرده سپس سوسپانسونی با غلظت غوطه  MgCl₂میلی مولار 

میکرولیتر از سوسپانسیون حاصله به وسیله سرنگ ملصوص تزری  به فضای میان برگی  برگهای توتون تزری    20مایه زنی حدود 

 نیز برای تزری  در شاهد منای استااده شد.    MgCl₂میلی مولار  10شد. از محلو  

 
2Nutrient Agar Sucrose  
3Forming Unit (CFU)-Colony  
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باکتری   ازمایه زنی باكتری عامل بیماری به گیاه:   با غلظت    NAدر محیط کشت    Pstکشت دو روزه  سوسپانسونی 

CFU/ml  710×1   میکرولیتر از سوسپانسیون حاصله به وسیله سرنگ ملصوص    20برای مایه زنی، حدود    لیتر تهیه گردید. در هر میلی

 ها مجدداً به اتامک رشد برگردانده شد.  سپس گلدان و  تزری  شد ایشش هاته به فضای میان برگی جوانترین دو برگ هر گیاه 

روز گسترش مطر لکه نکروزه    4پس از بروز علائم بیماری به مدت  با گیاه:  ارزیابی مورفولوژیکی برهمکنش باكتری  

تکرار، مقایسه میانگین تیمارها با آزمون   3گیری و تجزیه واریانس در مالا طرح کاملا تصادفی با  های تلقیح شده اندازه گیاهچهدر  

LSDنرم افزار  های آماری به کمک، تحلیلSAS 9.1  و ترسیم نمودارها به کمک نرم افزارExcel انجام گرفت. 

جهت ارزیابی میزان رشد و تکثیر جمعیت باکتری در ارمام  آزمون میزان رشد باكتری در ارقام مختلف گیاه توتون:  

دمیقه در سوسپانسیون    20متر برداشت و برای  میلی  5های سالم هر رمم به تعداد پنج دیسک برگی به مطر  ملتلح توتون از برگ 

های حاوی کاغذ صافی  دیش، مطعات برگ مربوط به هر رمم به پتریآنپس از    ور نموده وغوطه   CFU/ml  710×1باکتری با غلظت  

های برگی جهت استریلیزاسیون  روز از آلوده سازی، دیسک  4. پس از  .ها به اتامک رشد منتقل شدنددیشمرطوب گذاشته شده و پتری

ور شده و پس از دو بار شستشو با آب مقطر استریل مطعات غوطه  4هیدروژن پراکسید  درصد 15دمیقه در محلو   1سطحی به مدت 

به هر    MgCl₂ 10Mm  لیتر محلو میلی  1در مرحله بعد، پس از اضافه نمودن    برگی در هاون چینی استریل مرار داده و پودر شدند. 

میکرولیتر به پلیت    400ها هر کدام حجم معینی معاد   و از تمام رمت   تهیه شد  10ˉ¹⁰تا رمت     5هاون، از هر نمونه سریا  رمت

درجه سلسیوس،    27ساعت انکوباسیون در دمای    48و پس از    (Cheng et al., 2016)انتقا  یافت  King Bمحیط کشت جامد  

ها شمارش شده و بر رمت مربوطه تقسیم شدند تا تعداد باکتری در حجم اولیه بدست آید.  تعداد کلنی  شمار  کلنیبا استااده از دستگاه  

(. در این آزمایش Taguchi et al., 2010بدین ترتیا میزان توسعه و تکثیر باکتری در ارمام ملتلح مورد بررسی مرار گرفت )

 انجام گرفت.   Excelترسیم نمودارها و جداو  به کمک نرم افزار 

 با دو رقم حساس و مقاوم توتون  Pst آنالیز بیان ژن های دخیل در مقاومت در همکنش باكتری 

( و فاکتور دوم White Burleyو    Basma: مطالعه حاضر بر اساس آزمایش فاکتوریل که فاکتور او  رمم )تیمار آزمایشی

در سطح    LSDها بر اساس آزمون  تکرار انجام گرفت. نتایج مقایسه میانگین ژن  3در مالا طرح کاملاً تصادفی، در    Pstبیمارگر  

افزار آماری    01/0 نرم  ایجاد    و تست یکنواختی واریانس توسط آزمون لون صورت گرفت و نمودار  SAS 9.1درصد توسط  نرخ 

 ترسیم گردید.    Excelبا استااده از نرم افزار  mRNAهای  رونوشت

به   CFU/ml 710×1: برای این منظور با استااده از سرنگ ملصوص تزری  باکتری با غلظت آوری نمونهزنی و جمع مایه

برداری از برگ گیاهان آلوده ها به اتامک رشد انتقا  داده شد. نمونه ای تزری  گردید و گلدان هاته  7های  برگی به گیاهچه فضای میان

 
4H₂O₂  
5dilution serial  
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در   RNAساعت پس از آلودگی انجام و پس از پودر شدن با ازت مایع تا زمان استلراج   72، 48، 24، 12)شاهد(، صارهای در زمان

 درجه سلسیوس نگهداری شد.   -80فریزر با دمای 

)شرکت سیناژن( استلراج گردید    RNX plusکل با استااده از کیت    qPCR  :RNAو    cDNA، سنتز  RNAاستخراج  

طب     Thermoساخت شرکت    RQ1 RNase-free DNaseاز کیت    RNAهای  ژنومی از نمونه   DNAسپس به منظور زدودن  

  Thermoشرکت     Revert Aid first strand cDNAبا استااده از کیت    cDNAدستورالعمل شرکت سازنده انجام گردید. سنتز  

استااده گردید. تجزیه    Actinبا آغازگر اختصاصی    PCR  تکنیک  سنتز شده از   cDNAیا عدم تشکیل    تشکیل  انجام و جهت بررسی

تکنیک   با  ژن  بیان  تحلیل  دستگاه    Quantitative real- time PCRو  از  استااده   ®Applied Biosystemsبا 

StepOnePlus™ Real-Time PCR  واکننش این  در  شنده  استااده  کینت  گرفت.   Maxima SYBRصورت 

Green/ROX qPCR Master Mix (2X)    شرکتThermo   .آمده است.   1برنامه دمایی و زمانی در هر چرخه درجدو    بود  

به عنوان ژن خانه دار    Actin(. در این بررسی ژن  Livak & Schmittgen 2001انجام شد )  CT)(ΔΔ –  2آنالیز نتایج با فرمو    

 (. 2های هد  مورد استااده مرار گرفتند )جدو  به عنوان ژن   hrpو  WRKY12 ،PAL ،PR1 ،PR2 ،PR5های و ژن

 Real-time PCRتناوب دمایی واكنش   .1جدول 

Table 1. Real-time PCR reaction temperature cycle 

 نام مرحله 

Step Name 
 (Coدما)

Temperature (Co) 
 تکرار Time زمان

Cycle 
 Minute 1 دمیقه Denaturation 95 10  سازیتواسرش 

 Denaturation 95  سازیت واسرش
 Second ثانیه 15

 40           
  گسترش /اتصا  

Annealing/Extension 
 Minute دمیقه 1 60

 Denaturation 95  سازیت واسرش
     Second ثانیه 15

 
 

1        
 Minute دمیقه Annealing 60 1  اتصا 

 Extension 95  گسترش
 Second ثانیه 15

 

 

 نتایج و بحث

نتایج مقایسه  بر اساس میزان پیشرفت بیماری:    هاو غربالگری آن   توتونرزیابی برهمکنش ارقام مختلف  ا

گیری مطر بافت نکروزه در برگ تلقیح شده نشان داد که از نظر میزان توسعه بافت نکروزه در ارمام ملتلح  میانگین حاصل از اندازه 

به عنوان رممی با سطح مقاومت بالاتر از سایر ارمام، پس از وموع    Basmaبدین صورت که در رمم    .(2)جدو     اختلا  وجود دارد 

پدیده واکنش فوق حساسیت و تشکیل بافت نکروزه در محل تلقیح، حضور باکتری به محل تزری  محدود شده و مابلیت ناوذ و  
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به عنوان رممی با سطح حساسیت بالاتر از سایر ارمام توانمندی    White Burleyتوسعه بیشتر را از دست داد. در صورتی که در رمم  

محدود ساختن توسعه و تکثیر جمعیت باکتری را نداشته بنابراین جمعیت باکتری سطح بیشتری از فضای میان سلولی برگ را آلوده 

 (. 2و   1باشد )شکل کرد. لذا در ارمام با درجه حساسیت بالاتر مطر لکه بافت نکروزه بیشتر می 

 

 Real - time PCR هایواكنش انجام برای استفاده مورد آغازگرهای .2جدول 

Table 2. The primers used in real time PCR assays 

طول قطعه 

 تکثیر شده 
Amplicon 

size (bp) 

 توالی آغازگر 
Primer sequence 

 نام ژن
Gene name 

160 

5'- CTATTCTCCGCTTTGGACTTGGCA -

3' 

 آغازگر رفت
Forward Primer  ژنActin 

Actin gene 5'- AGGACCTCAGGACAACGGAAACG -

3' 

گر برگشتزآغا  
Reverse Primer 

120 
5'- AGCTAGTTCATTTGATGCCACAC -3' 

 آغازگر رفت
Forward Primer  ژنWRKY12 

WRKY12 gene 
5'- CATCCAAGATCTCAAGCTCGGT -3' 

گر برگشتزآغا  
Reverse Primer 

115 
5'- TCTCCAAATCTCCTCACAACC -3' 

 آغازگر رفت
Forward Primer  ژنPAL 

PAL gene 
5'- AGCTGCCATTTCCCAATTC -3' 

گر برگشتزآغا  
Reverse Primer 

110 
5'- GGATGCCCATAACACAGCTC -3' 

 آغازگر رفت
Forward Primer  ژنPR1 

PR1 gene 
5'- GCTAGGTTTTCGCCGTATTG -3' 

گر برگشتزآغا  
Reverse Primer 

150 
5'- TCTTGCAGCTGCCCTTGTACT -3' 

 آغازگر رفت
Forward Primer  ژنPR2 

PR2 gene 
5'- GAAGGCCAGCCACTTTCAGAT -3' 

گر برگشتزآغا  
Reverse Primer 

125 
5'- CCGTATCAGGAATGCTGCAAG -3' 

 آغازگر رفت
Forward Primer  ژنPR5 

PR5 gene 
5'- GGCCAAAGCCTAACAAGTGC -3' 

گر برگشتزآغا  
Reverse Primer 

120 
5'- GCAAGCCGCTGTCAGTTCCAA -3' 

 آغازگر رفت
Forward Primer  ژنhrp 

hrp gene 
5'- GATCACACCACTGGCCGACGA -3' 

گر برگشتزآغا  
Reverse Primer 
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 . تجزیه واریانس بافت نکروزه  2جدول 

Table 2. Analysis of variance of necrotic tissue 

 میانگین مربع 

Mean square 

 درجه آزادی 

DF 

 منبع تغییر
Source of variation 

27.933** 5 
 رمم 

Cultivar 

0.001 12 
 خطای آزمایش 

Error 

14.963  
 ضریا تغییرات

CV 
 Significant at 1% level of probability :**                                    : معنی داری در سطح یک درصد**

 

 Pstدر ارقام مختلف هشت روز پس از آلودگی با  یزان پیشرفت بیماریم  .1 شکل

Figure 1. Disease progression rates among different cultivars eight days post- inoculation 

with Pst 

نتایج به دست آمده از بررسی میزان توسعه و گسترش جمعیت باکتری در بین  میزان جمعیت باكتری در ارقام مختلف:  

به عنوان رممی با سطح مقاومت بالاتر نسبت    Basma  در رمممیزان تکثیر باکتری عامل بیماری  ارمام مورد بررسی توتون نشان داد  

به سایر ارمام کمتر بوده که این نتیجه، نشان دهنده بالا بودن راندمان سازوکار دفاعی گیاه در سرکوب نمودن جمعیت باکتری عامل 

به عنوان رممی با سطح حساسیت بالاتر نسبت به    White Burleyشود و در مقابل نیز، رمم  بیماری و جلوگیری از گسترش آن می

گیاه در برابر فعالیت بیماری زایی باکتری، میزان توسعه و گسترش باکتری در   دفاعی سیستم کارایی بودن سایر ارمام، به علت پایین

را تایید   گیری مطر بافت نکروزهتایج حاصل از اندازهباشد که ننسوج گیاه نسبت به سایر ارمام مورد بررسی در بالاترین سطح خود می 

بر روی گیاه برنج انجام شده    Xanthomonas oryzae pv. oryzae در پژوهشی که با استااده از باکتری.  (3)شکل    نمایدمی
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 Derakhshan)  ، موضوعی که در این آزمایش نیز تأیید شدگرددمیاز گسترش این باکتری    مانعبود، مشلص گردید که ارمام مقاوم  

et al., 2020 .) 

 

 

 

 

 

 Pstبا  ، هشت روز پس از مایه زنیBasmaبرگ توتون رقم  :bو  White Burleyرقم : a. 2شکل 

Figure 2. The right leaf tobacco White Burley cultivar and left leaf tobacco basma 

cultivar, eight days after post-inoculation with Pst 

 

 در ارقام توتون  Pst. میزان توسعه جمعیت باكتری 3شکل 

Figure 3. The amount of Pst bacteria population development in tobacco cultivars 

 

در این تحقی  بنابر نتایج حاصله از غربالگری ارمام مورد بررسی، از ارمام :  در رقم مقاوم و حساس هاالگوی بیان ژن

Basma  و  White Burley    ،برای تعامل بین توتون و عامل باکتریایی سوختگی توتون  به ترتیا به عنوان رمم مقاوم و حساس

(Pst  .استااده شد ) 
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پس از تلقیح به بالاترین سطح خود رسید،   12در هر دو رمم در ساعت  WRKY12 بیان ژن:  WRKY12الگوی بیان ژن 

 به طوری که در رمم .در همین زمان بود White Burley برابر بیشتر از رمم  10تقریباً   Basma اما میزان بیان این ژن در رمم

Basma   برابر و در رمم 74حدود White Burley   پس از این  د.  )شاهد( افزایش نشان دا  شان برابر نسبت به زمان صار  7حدود

 WRKY یهانیپروتل (.  4)شکل  پس از آلودگی روند نزولی ادامه داشت    72نقطه اوج، سطح بیان به تدریج کاهش یافت و تا ساعت  

در    ی و نقش اساس  دادهها پاسخ  به محرکو    کنندی عمل م  یکیولوژیو ب  یکیولوژیزیف  یندهایدر فرآ  یکننده اصل  میبه عنوان تنظ

ی در  ساسا  و  کلیدی  نقش   همچنین  (.Phukan et al., 2016; Jiang et al., 2017; Chen et al., 2019)  دارند  اهیگ  یمنیا

پی  دهسیگنا  دفاعی  هسخاو    ، OsWRKY22 ،  OsWRKY30  هایژن  کهت  سا  دهاد  نشانات  یققحت.  دننکمی  ااایای 

OsWRKY45  و OsWRKY89    در برنج باعث افزایش مقاومت در برابرMagnaporthe oryzae  شود می(Wang et al., 

2007; Abbruscato et al., 2012; Peng et al., 2012; Shimono et al., 2012.)    ی اهن ژ  یز،ن  سیدوپسیباآر  هاگیدر  

ATWRKY33  و  ATWRKY46    ستدپایین  مسیردر  MAPK   افزایش میدفاع گیاه    و  شتهدا  نقش  ,.Mao et alدهد )را 

2011; Sheikh et al., 2016.)    از فاکتورهای رونویسی  برخینشان داده شده است  WRKY  در   مقاومتالقا    در  مهمی  نقش

 Pectobacterium carotovorum  و  Botrytis cinerea  ،Alternaria brassicicolaد  نکروترو  مانن  هایپاتوژن   برابر

pv. carotovorum (Pcc)   در    مثا ،  طور  به.  دارندArabidopsis،  بیان WRKY70   در پاسخ به  Pcc  در    کندمی  پیدا  افزایش

 ;Li et al., 2004شود ) می   Pseudomonas syringaeو    Pcc  که سرکوب آن حساسیت بیشتری نسبت به دو پاتوژن  حالی

Zheng et al., 2006; Lai et al., 2011  .)های رونویسی  باند شدن فاکتورWRKY    بهDNA  های  برای فعا  سازی ژنPR 

توالی  ،  زاهای گیاهی دخیل در دفاع و پاسخ به عوامل بیماریبسیاری از ژن  پروموتر(. در  Van loon et al., 2006مهم است )

متصل شده و موجا    W-boxبه طور اختصاصی به    WRKYهای  وجود دارد. پروتلین W-box ای به نام  حااظت شده ی  موتیا

 Xanthomonas  در برنج در اثر باکتری  WRKY12  ژن  . بیان(Du et al., 2000شود )فرایند رونویسی از ژن پایین دست می

oryzae pv. oryzae  موجا افزایش بیانNPR1 ، PR1، PAL  وPOX شود می (Song et al., 2001) .  اثبات شده که بیان

زایی را افزایش دهد و در نهایت منتج به افزایش  های مرتبط با بیماریدر گیاه توتون بیان پروتلین   tWRKY4و    tWRKY3های  ژن

توالی     NtWRKY12فاکتور فعا  سازی رونویسی    .(Oh et al., 2008گردد )سطح مقاومت می به  با متصل شدن  در توتون 

ام  به ن  یژن خاص  پژوهشگران  .(Verk et al., 2010)شود  می    PR1موجا بیش بیانی ژن  PR1 ژن    پروموتر ای در  حااظت شده

WRKY12  از   ی ناش  آلودگیدر برابر    اهیمقاومت گ  شیدر افزا  یدیاند که نقش کلکرده  ییشناسا  چیکلم پ  ررا دPcc  مطالعات .  دارد 

   یژن از طرو همچنین این    .ابدییم  شیافزا  یبه طور مابل توجه   Pcc  آلودگیدر پاسخ به    WRKY12  ژن  انینشان داد که ب

 ,.Kim et al)  دارد  یماریدر کاهش شدت ب  یمرتبط با مقاومت، نقش مؤثر  یهاژن  انیب  ت یو تقو  یدفاع  یرها یمس  یسازفعا 

  ی طور مابل توجه به   Basmaدر رمم    شدهیریگاندازه   یزمان  یهابازه   یدر تمام  ،WRKY  ژن  ان یسطح ب  مطالعه  نیا  در (.  2014

برخوردار   ی در بیانبالاتر   لیپتانس  WRKYژن    انی، بارمام مقاوم  دردهنده آن است  نشان  که  بود  White Burleyاز رمم    شتریب
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امکان مقابله    ،Pstپس از مواجهه با    این ژن  یو بالا  عیسر  انیب  میکه بدان  شودیمشلص م  شتریب  یموضوع زمان  نیا  تیاهم  هستند.

 دهد.افزایش می  ر اهیتحمل گ

در سطح بیان  ای  مابل ملاحظه در بررسی دو رمم مورد مطالعه، تااوت  (:  PALفنیل آلانین آمونیالیاز )الگوی بیان ژن   

  4زنی به حدود پس از مایه 12در ساعت  Pst ، بیان این ژن پس از تعامل با باکتریBasma  مشاهده شد. در رمم مقاوم PAL ژن

ساعت پس از تلقیح به اوج خود    24نمونه شاهد )زمان صار( رسید. این افزایش به مرور ادامه یافته و در زمان  در  برابر میزان بیان  

(، روند بیان ژن کاهشی 24برابر نمونه شاهد بود. پس از این نقطه زمانی )ساعت    13که میزان بیان در این زمان حدود  طوریرسید، به 

 PAL نشان داد که ژن   ، بررسی Pst  با باکتری White Burley کنش رمماما در هم ادامه پیدا کرد   72  شد و این کاهش تا ساعت 

از مایه  نداشته و در برهم در ساعات ملتلح پس  ایاا نکرده است زنی فعالیت خاصی  نقشی  با باکتری  متابولیسم   (. 4)شکل    کنش 

 Dixon etدارد )ها  بیمارین به گیاهامقاومت نقش کلیدی در ه ک ستمهم در متابولیسم ثانویه ا رهای یز مسا ینوئید یکپروپافنیل

al., 2002  .)  به مسیر  وسیعی  این  طیح  گیاهی    ازبیوسنتز  طبیعی  فدیاس  ک ی نامیس  یدروکسیه  مانندمحصولات  ونوئیدها،  لا، 

تاننکومارین لیگنین،  استیلبن  هاها،  )  یع ومتنعملکردهای  شود که  می  هاو  آنزیم   Reichert et al., 2009  .)PALدارند  یک 

برای بیوسنتز لیگنین و    هاییسازپیش PAL فعالیت(.  Liu et al., 2019a)  شودمی  تهخشناپروپانوئید  کلیدی در متابولیسم فنیل

 & Mauch-Mani)   دننکیم  دایپتجمع    گیاه  در  گیهنگام آلوددر  که  کند  را تولید می   (SA)  لیسیلیکاس  دیاس  مانند  هاسایر فنل

Slusarenko 1996; Duan et al., 2014; He et al., 2019)    است )  یک ژن دفاعی تنظیمی مهموYang et al., 

ر بالاتر  سیاب  Basma  در رمم مقاوم  PALسطح بیان  پس از آلودگی،    هایتمامی ساعت در  داده شد که    نانشمطالعه  این  در  (.  2022

 هایبه بیماری یپاسخ مقاومت یدر القانقشی اساسی  PAL اند کهداده نانش نیپیشمطالعات  . بود  White Burleyاز رمم حساس 

در  PAL ژنهای  رونوشته  ک  دهش  مشلص  همچنین(.  Tanaka et al., 2003; Kim & Hwang 2014)  داردگیاهی  

ناسازگار می  ژن  بیان سرکوب    ،توتون ه  یادر گ   ،امث  ناعنوبه (.  Edwards et al. 1985)  بندایمی   افزایش  پاتوژن-نازبترکیبات 

PAL   مارچدر برابر  مقاومت  کاهش  موجا  Cercospora nicotianae   شد  (Maher et al., 1994.)   در برنج، افزایش بیان

گونه   PAL1  ژن می در  برنج  بلاست  بیماری  برابر  در  مقاومت  ایجاد  باعث  تیپ وحشی  در    (.Zhou et al., 2018)  گرددهای 

  ی دو رمم برنج طارم محل  رد  PR2و    PALی  هاژن   انی، بQuantitative Real-time PCR  کیبا استااده از تکن  یامطالعه

بررس )مقاوم(  ساحل  و  نتا  ی )حساس(  ب  جیشد.  که  داد  ما هاژناین    انینشان  از  پس  ساحل  مقاوم  رمم  باکتر  یزنهیدر    یبا 

Acidovorax avenae subsp. avenae   افتنسبت به رمم حساس طارم افزایش ی  یطور معناداربه  (Heydari Nezhad et 

al., 2016 .) 

 Pst در تعامل با باکتری White Burley و Basma در دو رمم PR1 بررسی الگوی بیان ژن:  PR1الگوی بیان ژن  

در هر دو رمم   PR1 نشان داد که بیان ژن  نتایج حاصل از آزمایشد. دهنده نقش کلیدی این ژن در مقاومت به این باکتری بونشان
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برابر نسبت به زمان    1496تا   PR1 توجهی داشت. در رمم مقاوم، بیان ژن مورد مطالعه در ساعت اولیه پس از تلقیح افزایش مابل 

در هر   PR1 برابر بود. با این حا ، پس از زمان اوج، نرخ بیان ژن 412 صار افزایش یافت، در حالی که این افزایش در رمم حساس

)شکل   یافت  کاهش  رمم  پروتلین PR1 هایپروتلین  .(4دو  نلستین  با  از  مرتبط  شده  بودند  زاییبیماریهای  شناسایی    اند که 

(Showmy & Yusuf  2020.) های پروتلینPR1  این امر بیانگر آن است   اندحاظ شده بسیاردر میان گیاهان از نظر ساختاری

مطالعات مبلی   (.Lincoln et al., 2018) کنندهای زیستی ایاا می ها نقش مهم و عمومی در واکنش گیاه به تنش که این پروتلین 

 Ali et al., 2018; Shi)  یابدمیدر گیاهان تحت تنش زیستی به طور مابل توجهی افزایش    PR1  که سطح رونویسی  ندنشان داد

et al., 2019; Tunsagool et al., 2019; Yang et al., 2019)  .های گذشته نشان داد که در گیاهان ملتلح و  پژوهش

ها و حتی ها، مارچای از باکترییح گستردهمعمولاً مقاومت بیشتری در برابر طبیان بالایی دارند    PR1که ژن  ای  گیاهان تراریلته 

بیماریویروس به گونه در آن PR1 . در مقابل، گیاهانی که ژندارندزا  های  باشد، نسبت  های وحشی حساسیت ها غیرفعا  شده 

 Cutt et al., 1989; Rivière et al., 2008; Kusajima et al., 2010; Dolatabadi)  دهندبیشتری به آلودگی نشان می 

et al., 2014; Gao et al., 2015; Jiang et al., 2015; Maschietto et al., 2016; Liu et al., 2019b)  . نظر   به  

   PR1 گزارش شده است که بیان بیش از حد ژن(. البته  Vidhyasekaran 2002باشد )  موثر  غشا  روی   بر  پروتلین  این  رسدمی

.  ( Lincoln et al., 2018)  دشوکند که منجر به افزایش مقاومت در برابر بیماری میهای اکسیژن فعا  را تعدیل میسطوح گونه 

پروتلین این،  بر  دیواره PR1 علاوه  تقویت  با  است  باشممکن  داشته  نقش  پاتوژن  از گسترش  جلوگیری  در  میزبان  سلو     د های 

(Santén et al., 2005)که  . همچنین است  شده  داده  گوجه  PR1 نشان  در  در  مرتبط  مولکولی  الگوی  به عنوان یک  فرنگی 

مشلص    ایدر مطالعه(.  Chen et al., 2014; Chien et al., 2015; Meijer et al., 2019)  کنددهی دفاعی عمل میسیگنا 

 Yang)  بوددر رمم مقاوم نسبت به رمم حساس بیشتر    PR1  ، میزان بیان ژنRhizoctonia solani  شد که پس از آلودگی برنج با

et al., 2022) . ژن    انی، ب نیز  مطالعه  ن یدر اPR1  حا ، در    نیکرد. با ا  دا یپ  شیافزا  یساعت پس از آلودگ  12  اه،یدر هر دو رمم گ

که رمم مقاوم    دهدیموضوع نشان م   ن یاز رمم حساس بود. ا  شتریشده ب  یبررس   یهازمان  یژن در تمام  نیا  ان یب  زان یرمم مقاوم، م

 دارد. Pst یدر کنتر  باکتر یبهتر  ییتوانا

در هر دو رمم مقاوم و  PR2   مشاهده شد که بیان ژن   های حاصل از این پژوهش،پس از آنالیز داده:  PR2الگوی بیان ژن  

که نرخ  به طوری  الگوی بیان این ژن در هر دو رمم سیر مشابهی را نشان داد.  یافت.  افزایش   Pstباکتریحساس پس از تعامل با  

برابر زمان    3و    7  حساسو    مقاومساعت پس از آلودگی به حداکثر رسید که به ترتیا در رمم    12در هر دو ژنوتیپ در     PR2بیان ژن

 (. 4)شکل  ادامه یافت 72پس از این زمان بیان ژن مذکور روند نزولی را طی نمود و این کاهش تا زمان  صار محاسبه شد.

بتاPR2  (β-glucanasesهای  پروتلین بتاگلوکانازی نشان می-3و1-( فعالیت  اندو-3و1-دهند.  )گلوکان  -بتا  3و1-گلوکاناز 

 33ها در حدود  شود. وزن مولکولی آن گلوکان ها می-3و1-گلوکوزیدیک در بتا-دی–بتا  -3و1لوکوزیداز( باعث شکستن واحد های  گ

ای در دغاع گیاه آزاد دارد. بدین صورت که هم به صورت  دوگانهنقش    PR2(.  Van Loon et al., 2006کیلو دالتون است )  36تا  
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های دفاعی ها پاسخمستقیم نیز با آزاد کردن محرککند و به صورت غیر مستقیم اجزای ساختاری دیواره سلولی باکتری را تلریا می 

گیرد دارای دو فرم بازی و اسیدی است که فرم بازی در واکوئل مرار می   PR2(.  Stintzi et al., 1993)  برددر گیاهان را بالا می 

در هر دو رمم مقاوم    PR2  بیان ژن مشاهده شد که    ،ر این مطالعهدو فرم اسیدی به فضای خارج سلولی )آپوپلاستی( ترشح می شوند.  

ژن در ساعات اولیه پس از  این    لایاهمیت با  دهندهنشاناین نتایج  .  یافتافزایش  پس از تلقیح    24و    12های  و حساس در ساعت 

موجا تلریا دیواره سلولی باکتری   زامارییل بمعامراحل ابتدایی استقرار و ناوذ  در    مومعبه القای    که بااست    زابیماری  ملاع  ورود

طور مابل توجهی به   White Burleyنسبت به رمم حساس    Basma  مقاومدر رمم    PR2  بیان ژنشود. علاوه بر این، سطح  می

م مقاوم  مدر ر  رتلاابو تجمع  تر  سریع به تشکیل    توانرا می   م مقاوم و حساس مارا  میان موجود در سطح بیان این ژن  تااوت   .بیشتر بود

 .Pyrenophora teres f  مارچپس از آلودگی با جو،  گیاهدر  PR2بیان ژن که   نشان داده بودای مطالعه نتایجشود.   هداد تبنس

sp. teres در رمم مقاوم (Banteng )رمم حساس از رتیشب (WI2291 )( بودArabi et al., 2019 .) 

 91ساعت پس از آلودگی به اوج خود رسید که تقریباً   Basma، 12  در رمم PR5 الگوی بیان ژن:  PR5الگوی بیان ژن  

 برابر بیشتر نسبت به رمم 75/2برابر بیشتر از بیان این ژن در گیاه شاهد )زمان صار( بود. همچنین، نرخ بیان این ژن در این رمم  

White Burley  ( زنساعت پس از مایه  12در زمان اوج بیان  )میزان بیان به تدریج  12  مشاهده شد. در هر دو رمم، پس از ساعتی ،

های  به پروتلین   6ها با پروتلین گیاهی تائوماتینبه دلیل تشابهات توالی آن  PR5های متعل  به خانواده  پروتلین  (.4)شکل  کاهش یافت  

، گروهی از TLفرم بازی    Osmotins(.  Moralejo et al., 1999هم معرو  هستند )  Thamatin-like (TL)شبه تائوماتین  

تنشپروتلین در  که  هستند  گیاهی  میهای  بیان  شوری  پروتلینهای  از  گروه  این  به  متعل   نیز  هستند   (PR5)ها  شوند، 

((Vidhyasekaran 2002 .  های  پروتلین  گروهPR5  گوجه و بسیاری توتونآرابیدوبسیس، سویا، برنج، گندم،    توتون،  از  تاکنون ،

های  زا مانند غلظتها در واکنش به شرایط استرسپروتلیناین  در گیاهان، تجمع  .  (Vigers et al., 2006)اند  دیگر جدا شدهگیاهان  

زا عوامل بیماری  و دیواره سلولی  ناوذپذیری غشا  زا مشاهده شده است. این پروتلیندیدگی یا حملات عوامل بیماریبالای نمک، آسیا 

هم گویای این    PR5نتایج حاصله از آنالیز بیان ژن    (.Kitajima & Sato 1999; Vidhyasekaran 2002دهد )می را تغییر  

باشد که در ارمام ملتلح توتون اعم از حساس و مقاوم  بیشترین میزان جهش سطح بیان ژن نسبت به زمان صار )شاهد( مطلا می

  ن یاها در گ  یدگلوآ  ازپس    ینا  ناننیشبیافزا  نیز نشانگر   ر محققینگید  یسیهاربر  باشد که با نتایجپس از مایه زنی می   12در ساعت  

سازی گیاهان در ژنوتیپ مقاوم و حساس پس از آلوده  PR5های  در مطالعه ما میزان نسله   .(Liu et al., 2013، مطابقت دارد )دبو

در  ی مابل توجه اختلا  سطح بیان و کارایی این ژن در دو رمم مورد بررسی می باشد که افزایش یافت، اما در این بین نکته  Pstبا 

است. نتایج   Pst بود که این امر بیانگر اهمیت این ژن در مقاومت به پاتوژن، بالاتر   PR5بیان ژن  حساسبرخلا  رمم  مقاومرمم 

 
6Thamatin  
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  ان ی، بsclerotinia sclerotiorumآفتابگردان با مقاومت بالاتر در برابر مارچ  یهاپ یدر ژنوت PR5که ژن  یک بررسی نشان داد

 .  (Musa-Khalifani et al., 2021) دارد یشتریب

 

  PR5 (e)و   WRKY12 (a) ،PAL (b) ،PR1(c) ،PR2 (d)های ژن mRNAهای . نرخ ایجاد رونوشت 4شکل 

 Pstهای مختلف پس از آلودگی با در زمان White Burleyو  Basmaهای در رقم

Figure 4. The mRNA transcript levels of WRKY12 (a), PAL (b), PR1 (c), PR2 (d), and PR5 

(e) genes in Basma  and White Burley cultivars were analyzed in over hours post-inoculation 

with Pst 
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نتایج حاصل از :  hrpبا استفاده از ژن    White Burleyو    Basmaدر رقم    Pstتغییرات سطح جمعیت باکتری  

نشان داد در نمونه شاهد )زمان صفر( به علت عدم حضور باکتری    Basmaدر رقم    Pstردیابی نوسانات جمعیت باکتری  

Pst    باشد که این میزان در پس از آلودگی می 12هیچ تکثیری رخ نداده است. بالاترین سطح جمعیتی باکتری در ساعت

درصد   75پس از تلقیح جمعیت باکتری به میزان حدود    24ساعات بعدی مورد بررسی به شدت کاهش یافته و در ساعت  

 Whiteبه عنوان آخرین نقطه زمانی مورد بررسی در این تحقیق ادمه یافت. در رقم    72یابد و این کاهش تا ساعت  می

Burley    نیز مشابه با رقمBasma   حضور باکتری    در نمونه شاهد )ساعت صفر( به علت عدمPst    تکثیری رخ نداد. بالاترین ،

پس از آلودگی می باشد. نکته جالب و قابل ملاحظه، شیب ملایم    12، مربوط به ساعت  Pstمیزان سطح جمعیت باکتری  

، نسبت به کاهش شدید جمعیت باکتری  12پس از ساعت    White Burleyدر رقم     Pstکاهش میزان جمعیت باکتری  

این  .هستند III (T3SS) های ترشح نوعمسلو  کدگذاری سیستم hrp هایژنباشد.  می  Basma در ساعات مشابه در رقم

زا دارد و در عین حا  در فرآیند رشد و ظهور علائم در گیاهان نیز  خوشه ژنی نقشی اساسی در تعاملات میان گیاه و عوامل بیماری

برای بیماری زایی  T3SS به طور کلی تصور می شود که  (.Vicente and Holub 2013; Lee et al., 2011)  تأثیرگذار است

در هر دو رمم مورد بررسی میزان  در این پژوهش    (.Lindgren 1997ها نقش دارد )و در برانگیلتن مرگ سلولی و سایر دفاع

با سطح مقاومتی بالا میزان جمعیت باکتری پس از طی   Basmaساعت پس از آلودگی بالا بود اما در رمم    12جمعیت باکتری در  

ها به شدت کاهش پیدا کرد که حاکی از کاهش باکتری عامل بیماری  های دفاعی گیاه و تولید پروتلینساعات اولیه و فعا  شدن ژن 

  اه یگ  یتدافع  یهای، استراتژ ا سطح مقاومتی پایینب  White Burleyدر رمم  در برابر سازوکار های دفاعی توتون می باشد ولی  

 ی باکتر  تیجمع  ،یساعت بررس   12پس از    یهادر تمام زمان  ل،یدل  نیاند. به همداشته  یباکتر  تیدر سرکوب جمع   یعملکرد کمتر

 بوده است.  شتریب Basmaرمم نسبت به رمم  نیدر ا یماریعامل ب

امروزه یکی از روش های کنتر  بیماری که اثر مضری برای محیط زیست ندارد استااده از رارمام مقاوم است.  : گیرینتیجه

به    Basmaرمم   (Pst)در این مطالعه پس از بررسننی میزان سننطح مقاومت شننش رمم توتون در مقابل آلودگی سننوختگی توتون  

به عنوان رممی با درجه حسنناسننیت بالاتر انتلاب شنند و آنالیز الگوی    White Burleyعنوان رممی با درجه مقاومت بالاتر و رمم 

بسنیار افزایش یافته  در حالی که در رمم حسناس یا   Basmaهای این ژن ها در رمم های نشنان داد میزان تجمع رونوشنتبیان ژن

 بیان نمی شوند و یا میزان بیان آن ها کمتر و کندتر از ارمام مقاوم است.

نگارندگان مقاله از گروه گیاهپزشکی و حوزه معاونت پژوهشی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری   :سپاسگزاری

 شود.جهت تامین مواد مورد نیاز این پژوهش سپاسگزاری می 
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