
                                                                                                  

 مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

 ISCپژوهشي و -علمي

 با كاربرد ماده محرک بيون  (Cydonia oblanga)در گياه به  PR1افزايش بيان ژن دفاعي 

 
 4ابراهيمي محمد علي ،3شكيبعلي محمد ، 2كشاورزيمنصوره ، 1سرهنگي نسيم

 
 ، ایران.، تهرانتهران دانشجوي سابق كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه پيام نور 1
، دانشيار پژوهشكده ميوه هاي معتدله و سردسيري، موسسه تحقيقات علوم باغباني، سازمان تحقيقات آموزش و ترویج كشاورزي، كرج2

 ایران.

 ، ایران.دانشيار پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي، سازمان تحقيقات آموزش و ترویج كشاورزي، كرج 3

 ، ایران.، تهرانتهران دانشيار گروه بيوتكنولوژي، دانشگاه پيام نور 4

 05/06/1397، تاریخ پذیرش: 28/11/1396تاریخ دریافت: 

 

 

 چكيده

-، فعال سازي سيستم(Cydonia oblanga)به گياه آتشک در  هاي سالم مدیریت بيماريیكي از روش

است.   (Benzothiadiazole, Bion)هاي دفاعي درونزاد گياه با استفاده از مواد محرک دفاعي از جمله بيون

هاي دفاعي هدف از این تحقيق، بررسي مكانيسم دفاع القا شده توسط بيون در گياه به با تاكيد بر تغيير بيان ژن

گرم در ميلي 400)بيون محلول كه دو نوبت با از برگ گياهان تيمار ابتدا دین منظور، ببود. PR1گروه 

مورد استفاده قرار گرفت.  cDNAاستخراج شد و براي ساخت  RNAو آب )شاهد( پاشي شدند محلول(ليتر

 .شد تعيين توالي همسانه سازي و actin جفت بازي از ژن خانه دار 750یک قطعه سپس براي كنترل داخلي، 

وجود دارد.  (Malus domesticusسيب) گياه گياه به با اكتين تشابه بين ژن %99 یابي نشان داد كهنتيجه توالي

 PR1 تغييرات ایجاد شده در بيان ژنسپس آغازگرهاي اختصاصي براي گياه به طراحي و  توالي، بر اساس آن

واكنش نشان این بررسي و با شاهد مقایسه شد. نتایج  real-time PCRپس از تيمار درختان به با بيون توسط 

. بر این اساس، اثر ماده بيون در كنترل نسبي شودمي PR1افزایش بيان ژن  ارب 10داد كه تيمار بيون موجب 

 باشد. مرتبط  PR1هاي دفاعي گروه ا فعاليت پروتئينبتواند آتشک ميبيماري 

 .actin،real-time PCR  دفاعي،هاي پروتئين به،: كليدي گانواژ
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 مقدمه

  (Burrill)بيماري باكتریایي آتشک با عامل 

Erwinia amylovora(Wislow et al., 1920 )

دار هاي درختان ميوه دانه ترین بيمارياز مهم

خصوص در سيب، به و گلابي از هاست و ب

-اهميت اقتصادي بالایي برخوردار است. روش

هاي مبارزه متعددي براي مهار این بيماري وجود 

سازي سریع و توان به فعالدارد كه از جمله مي

هاي دفاع درونزاد گياه با استفاده از موثر واكنش

 (.Maloni et al., 2005مواد محرک اشاره نمود)

توانند واكنش تركيبات آلي و غيرآلي مختلفي مي

دفاعي گياه را فعال كنند. از جمله این مواد 

كه  است Acibenzolar-S-methylمحرک،

و با نام  بوده Benzothiaduazoleتركيبي از 

شود. این ماده در توليد مي  ®Bionتجاري بيون

ایالات متحده در سطح تجاري براي كنترل 

فرنگي، و اسپک باكتریایي گوجههاي لكه بيماري

بي توتون آّسفيدک پودري اسفناج و كپک 

. همچنين در (Moffat, 2001) شودمي استفاده

 برخي در كاهش شدتاثر آن سطح آزمایشي، 

هاي قارچي، ویروسي و باكتریایي در بيماري

 ,.Godard et alگياهان زراعي مانند شلغم )

و سویا ( Ishii et al., 1999(، خيار )1999

(Abdel-Monaim et al., 2012 و ) در گياهان

 Faizeگلابي عليه لكه سياه ) در باغي از جمله

et al., 2004( و آتشک )Sparlaet al., 2004 و )

 ;Baysal et al., 2002) آتشک عليه در سيب 

Brisset et al., 2000; Hassan et al., 2007; 

Maxson-Stein et al., 2002 )  شده اثبات

است. همچنين نتایج تحقيقات انجام شده در 

ایران نيز نشاندهنده تاثير ماده بيون در كنترل 

برون تني بيماري آتشک در سيب در شرایط 

(Shahiniet al., 2010 و ) به در شرایط در گياه

بوده  (Balajoo et al., 2012) اسكرین هاوس

 است.  

مواد شده با واسطه  هاي القامكانيسم

-در بسياري از موارد با افزایش بيان ژنمحرک 

سطوح منجر به افزایش  بوده وهمراه هاي دفاعي 

 ,Adrienne & Barbara) دنشوميمقاومتگياه 

2006; Durrant and Dung, 2004) .بررسي-

 هاي دفاعيپروتئينهاي قبلي نشان داده است كه 

(Pathogenesis-related proteins)  دفاع در

 نقش دارندماده بيون نيز واسطه یي با القا

(Francis et al., 2009; Herman et al., 

نسخه برداري  ،عنوان مثال، در برنج. به(2008

هاي كدكننده كينازها، پروتئين فسفاتازها و ژن

القا شده  هاي دفاعيچندپروتئين دیگر در واكنش

 Cao et al., 2008; Li) یابدافزایش مي با بيون،

et al., 2008; Liu et al., 2008; Luo et al., 

2005; Zhang et al., 2008) .  همچنين در گياه

 بامكانيسم ملكولي دفاع القا شده توسط بيون به، 

هاي مسئول سنتز برداري ژنافزایش نسخه

)بتاگلوكانازها(  PR2هاي دفاعي گروه پروتئين

 (. Sarhangi et al., 2015است )همراه بوده 
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هاي خانواده از پروتئين 16 تاكنون بيش از

اند كه یكي از شناخته شدهدر گياهان دفاعي 

-پروتئيناست.  PR1ها خانواده آنترین گسترده

هاي قارچي در پاسخ به آلودگي خانوادهاین هاي 

شوند.  درسطوح بسيار بالایي بيان ميو باكتریایي 

 PR1هاي كد كننده به عنوان مثال، بيان ژن

بار  1000متعاقب شرایط تنش در توتون بيش از 

هاي همراه سایر پروتئينهبو  یابدافزایش مي

و  (مانند گلوكانازها، كينازها، كيتينازها)دفاعي 

هاي مانند آنزیم)هاي متابوليسم ثانویه آنزیم

( موجب افزایش هادخيل در بيوسنتز فيتوالكسين

 ,.Alexander et al)شوند مي مقاومت سطح

برخي از اعضاي این خانواده پروتئيني  .(1993

اكنش فوق حساسيت ودر طي عنوان بخشي به

هاي سالم، در شوند و با انتشار به بافتترشح مي

 مسير مقاومت اكتسابي سيستميک نقش دارند

(Abdel-Monaim et al., 2012; Van Loon 

and Strain, 1999)  . 

و  PR1هاي  پروتئيندگي با وجود گستتتتر 

ها  مكانيستتتم عمل آن  گياه،   دفاع ا ب  ها آنارتباط  

.با هنوز تا حدود زیادي ناشتتناخته مانده استتت 

ها همولوژي بالایي با پروتئيناین توجه به اینكه  

شرات    برخي پروتئين شابه در مخمرها، ح هاي م

ند و مهره مل     داران دار كانيستتتم ع ، بررستتتي م

مكانيسم  تواند به شناخت  مي ههاي مشاب تئينوپر

ند         هان كمک ك يا ها در گ  Van Loon) عمل آن

and Strain, 1999 .)    ه خي  لوگ   وبر هتتاي مو

سان فعاليت پروتئازي و   PR1هاي پروتئين در ان

RNase  دارند (Yamakawa et al., 1998)   اما

يت آنزیمي از      عال ياهي     PR1تا كنون ف هاي گ

اولين نشانه غير مستقيم اثر   گزارش نشده است.   

خانواده   پروتئينضتتتد ميكروبي  در  PR1هاي 

 بودPR1aهاي تراریخته توتون حاوي تراژن لاین

و  Prenosporatabacinaمقاومت بهبا افزایش كه 

.Pparasiticaتتتوام بتتود (Alexander et al., 

هاي  ژن .  همچنين پس از خاموش كردن (1993

PR1حستتاستتيت به ،Phytophthoraparasitica  

در شرایط .(Riviere et al., 2008) افزایش یافت

ني    نبرو  برگ،   ت ين      و در  ئ ت  PR1هتتاي پرو

جوانه مانع ستتازي شتتده از گوجه فرنگي خالص

سپور   شي     زدن زئو سيدگي نا شدت پو و كاهش 

 شتتتتتتدنتتتد  Phytophthora infestansاز

(Niderman et al., 1995)  . 

مشاهدات قبلي مبني بر كاهش با توجه به 

با تشک در گياه به در اثر تيمار آبيماري شدت 

و  (Balajoo et al., 2012) بيونماده محرک 

واده نهاي دفاعي خاروشن شدن نقش پروتئين

PR2 در این دفاع القایي (Sarhangi et al., 

تر بررسي گستردهبا هدف تحقيق، این (2015

و با  انجام گرفتدر گياه به بيون  عملمكانيسم 

، PR1اده وخانهاي پروتئيندگي توجه به گستر

این خانواده  هايتغييرات بيان ژنبراي اولين بار 

 این گياهبا واسطه بيون در  پس از دفاع القایي

 بررسي شد. 
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 هامواد و روش

ساله به رقم    سه  هايدر اواسط بهار، نهال 

تكرار )هر تكرار  2در اصتتفهان كاشتتته شتتده   

بيماري شتتتناستتتي   در باغ  حاوي یک درخت(    

با دو نوبت در كرجموستتستته تحقيقات باغباني  

 400غلظت به )بيون  محلولروز با  هارچ فاصله

-محلول( Syngenta, USA)(ميلي گرم در ليتر

شي   روز پنج . (Balajoo et al., 2012شدند ) پا

هاي جوان از برگپس از دومين محلول پاشتتي، 

فریزر نمونه برداري و در یخدان به آزمایشگاه و 

سانتي  -80 شدند.  درجه  كل  RNAگراد منتقل 

 RNeasy Plant Miniبرگ با استتتفاده از كيت 

Kit (Qiagenهلند ، )    ساخت ستخراج و براي  ا

cDNA   از كيتcDNA Synthesis Kit (Bio-

Rad ) هايي آغازگرحبه منظور طراشد.  استفاده 

صي براي ژن    صا از توالي  PR1هاي خانواده اخت

سي   شماره  این ژن ) ستر ستفاده  ( JQ917106د ا

ژن كنترل داخلي در  استتتفاده ازبه منظور شتتد. 

-real)زمتتان واقعي   اي پليمراز    واكنش زنجيره     

time PCR) ، هايبر استتاس هم ردیفي ژنابتدا 

actin  شتتتتمتتاره  ستتتتيتتب )  :گتتيتتاهتتان از

سي    ستر سویا ) GQ339778د شماره بازیابي  (، 

XM003547311  ( لتتوبتتيتتا ،)  شتتتتتمتتاره

سي    ستر شماره  )( و توت فرنگي KF033666د

سي    ستر آغازگر یک جفت ، (XM004294460د

سط   سط آن،  Primer3 نرم افزار تو طراحي و تو

 و گياه به همستتانه ستتازياز  ژن اینخشتتي از ب

سپس   توالي یابي  صي    هايآغازگرشد و  صا اخت

به طراحي شتتتد.    actinبراي ژن  ياه   واكنش گ

شت    شامل یک مرحله  اي پليمراز زنجيره سر وا

 5مدت  گراد به درجه ستتتانتي  94اوليه در دماي   

اتصال در دماي   :چرخه شامل  30دقيقه و سپس  

تكثير  و دقيقه 1گراد به مدت درجه ستتتانتي 49

 1گراد به مدت   درجه ستتتانتي  72در دماي ژن  

درجه به  72بسط نهایي در دماي  سپس  دقيقه و 

دقيقه بود.  محصتتول واكنش روي ژل  10مدت 

كيتتت        %1آگتتارز  توستتتتط  برده شتتتتد و 

قطعه  شتتد. ستتپس خالص  Fermentasتخليص

يدي      مورد نظر  قل پلاستتتم نا   pTZ57R/Tدر 

 .Eالحاق و با روش شتتوک حرارتي به باكتري 

coli   سویهXL1Blue    منتقل شد. جهت تشكيل

ميكروليتر مخلوط انتقتتال بر روي               20،ني وكل  

گرم ميلي 100حاوي   LB agarمحيط كشتتتت 

كشتتت شتتد. پلاستتميد   ستتيلينليتر آمپيبرميلي

یک كل     با كشتتتت  يب  ني استتتتخراج و ونوترك

با      واكنش حضتتتور قطعه ژن درون پلاستتتميد 

يد و پس از توالي  اي پليمراز زنجيره با   تای یابي، 

هاي موجود هاي موجود با ستتتایر تواليافزارنرم

 مقایسه شد.  DNAدر پایگاه اطلاعات 

سب آغازگرهاي    PR1 هايژن غلظت منا
اي واكنش زنجيره ، بهينه ستتتازي برنامه actin و

و رستتتم منحني  real-timeانجام  پليمراز جهت

با آغازگرها  cDNAستتریالي  استتتاندارد با رقت

ناستتتب       ظت م هت تعيين غل جام   cDNAج ان

گرفت. ميزان بيان با استتتتفاده از مقادیر حدود        

حاصتتتل از تكثير ژن       نه  تا بر روي  PR1آستتت

هاي شتتتاهد و تيمار شتتتده با دو تكرار      نمونه 

با نرم افزار مربوط به    CTΔΔ-2زیستتتتي به روش  
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سبه و به  Bio-Radشركت  سبت    محا صورت ن

 شد.  آوردهبيان ژن بين گياه تيمار شده و شاهد 

 

 و بحث ايجنت

هاي كمي بيان ژن، به یک ژن در بررسي

هایي كه در كنترل داخلي نياز است. یكي از ژن

 كتيناشود، ژنمياین زمينه در گياهان استفاده 

ساخته شده به عنوان  cDNAاست. با استفاده از 

 ،اكتينگرهاي طراحي شده براي ژن الگو و آغاز

این ژن از گياه به جفت بازي  750 یک قطعه

-سازي و همسانهتكثير شد كه پس از خالص

این  سازي توالي آن تعيين شد. مقایسه توالي

 DNAهاي موجود در بانک قطعه با سایر توالي

( در سطح اسيد %99نشان داد كه بالاترین تشابه )

شماره سيب ) اكتين نوكلئيک و پروتئين با ژن

دارد. این توالي با  GQ339778.1)دسترسي

بر اساس ثبت شد.  KF981879دسترسيشماره 

آغازگر  یک جفت توالي قطعه تكثير شده، 

:5F'- توالياختصاصي با 

'3-TCACACGTTCTACAATGAAC و 
´3-TACTTCCTCTCAGGTGGAGC-'5:R 

اي واكنش زنجيره . ازشد ساختهو  طراحي

 229آغازگر، باند جفت پليمراز با استفاده از این

كه مورد انتظار بود  اكتين براي ژن يجفت باز

 . (2و  1هاي بدست آمد )شكل

)شماره به  گياه PR1توالي ژن بر اساس 

اختصاصي  هايآغازگر( JQ917106.1 دسترسي

:5F'-با توالي 

'3-CCAAGACACACCCCAAGACT و 
'3-AGTGCTCATGGCAAGGTTTT-'5R: 

اي پليمراز با واكنش زنجيره از .طراحي شد

جفت بازي  184باندیک استفاده از این آغازگر، 

براي این ژن كه مورد انتظار بود بدست آمد 

 (. 1)شكل

 
كنترل  3و  1هاي . چاهکactin و PR1هاي ش الكتروفورزي محصولات حاصل از تكثير ژنونق -1شكل

 .1kbنشانگر وزن مولكولي  M: اكتين و PR1به ترتيب  4و 2هاي منفي: چاهک
Figure1- Electrophoretic patterns of PCR products for actin and PR1 genes. 1 and 3 

lanes: negative control; 2 and 4 lanes: PR1 and actin genes, respectively; M: 1kb DNA 

weight ladder. 

 

1 3 4 M 2 

500 bp 
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در  اكتين و PR1هاي ميزان بيان ژن

-realاستفاده از باشاهد و تيمار شده هاي نمونه

time PCR  بررسي و نمودارهاي حدود آستانه و

.  بررسي (5و4، 3 ،2هايشكلذوب رسم شدند )

ميزان بيان با استفاده از مقادیر حدود آستانه 

هاي شاهد و نمونه درPR1 حاصل از تكثير ژن 

ماده بيون  روي تيمار نشان داد كه  شدهتيمار

 برابري بيان ژن  10درختان به باعث افزایش 

PR1در برخي درختان دیگر  .(6)شكل شودمي

 PR1اي دفاعي با افزایش بيان ژن هنيز واكنش

 Malus) توام بوده است. به عنوان مثال در سيب

domesticus)ماده بيون قادر به القاي بيان ژن ،-

در برابر بيماري آتشک بود و  PR1هاي خانواده 

-Maxson) بار افزایش داد 10سطح آن را تا 

Stein et al., 2002) افزایش بيان ژن .PR1  در

 در برابر عامل بيماري( Rosa damascena)رز 

كلم در ، (Suo and Leung, 2002) لكه سياه

(Brassica oleracea ) در برابر عامل بيماري

لوبيا در و  (Ziadi et al., 2001) سفيدک پودري

(Phaseolus vulgaris )در برابر قارچ 

Uromyces fabae (Rauscher et al., 1999) 

 گزارش شده است. نيز 

 

 
 .و شاهدشده با بيون مار يتگياهان به در  actinژن تكثير ر و حدود آستانه ينمودار تكث  -2 شكل

Figure 2- Graph for amplification and threshold value of the actin gene Bion-treated and 

control Cydonia oblanga plants. 
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 .و شاهد شده با بيون تيماربه در گياهان actin نمودار ذوب تكثير ژن -3شكل

Figure 3- Melting pattern for actin gene amplification in bion-treated and control Cydonia 

oblanga plants. 

 

 

 
 .و شاهدبا بيون تيمار شده به در گياهان  PR1تكثير و حدود آستانه ژن نمودار   -4شكل

Figure 4- Amplification and limit pattern for PR1 gene in bion-treated and control 

Cydonia oblanga plants. 

 

 تيمار شده

 شاهد
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 .و شاهدشده با بيون تيمار به  در گياهانPR1 نمودار ذوب تكثير ژن   -5شكل

Figure 5- Melting pattern for PR1 gene amplification in bion-treated and control Cydonia 

oblanga plants. 

 

 

 

 
 .و شاهدشده با بيون مار يت هان بهگياهن يب PR1ان نسبي ژن يسه بيمقا-6شكل

Figure 6- Comparison of relative expression of PR1 gene between bion-treated and control 

Cydonia oblanga plants. 

 

در بررسي گياهان تراریخته توتون كه در 

اسيدي خاموش شده  PR1هاي آن پروتئين

بيان  ،اسيد سالسيليکبا پس از تيمار  ،بودند

بازي افزایش یافت و ميزان  PR1gئين پروت

 PR2گلوكوناز ) كه توسط ژن  3-1-فعاليت بتا

شود( در فضاي بين سلولي بالا رفت اما بيان مي
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ميزان كالوز كاهش یافت. این گياهان پس از 

حالت برگشت  ،نوتركيب PR1پروتئين با تيمار 

(. این محققان Riviereet al., 2008نشان دادند )

اسيدي نقش  PR1هاي گرفتند كه پروتئيننتيجه 

هاي بازي و كاهش تنظيمي در كاهش پروتئين

فعاليت گلوكانازها در فضاي خارج سلولي دارند 

اسيدي با  PR1هاي كه احتمالا با اتصال پروتئين

مطالعات در گياه  .گيردميگلوكانازها صورت 

از  PR1آرابيداپسيس نشان داد كه فعال شدن 

 NPR1 (Nonexpressor ofطریق 

pathogenesis-related proteins)   و عناصر

گيرد صورت مي TGA2نسخه برداري گروه 

(Rochonet al., 2006 ساليسيليک اسيد .)

هاي مسيرهاي سيگنالي دفاعي را از طریق ملكول

هادر لكولوكند. این مفعال مي  NPR1سيگنال 

اسيد صورت غير فعال وجود دارد و هسيتوزول ب

-لكولوكند. مها را احيا و فعال ميساليسيليک آن

هاي فعال شده از سيتوزول به هسته منتقل شده 

 كنندمي تحریکهاي دفاعي را و بيان ژن

(Brosche and Kanagasjavi, 2012; 

Lindermayer et al., 2010; Tada et al., 

ساليسيليک، پروتئين اسيد. با افزایش (2008

NPR1  در هسته با فاكتور نسخه برداريTGA2 

عهده دارد( ررا ب PR1 بيان ژن )كه كنترل منفي

آن از روي  كردنواكنش نموده و با خارج 

DNAدر  كهكند را غيرفعال ميي هدف، آن

فعال  PR1هاي دفاعي از جمله بيان ژن ،نتيجه

 .  (Boyle et al., 2009) شودمي

هاي دفاعي مكانسيم عمل پروتئين

 یابي در گياهان هرچه باشد، توالي PR1خانواده 

شدت هدهد كه در گياهان بها نشان ميآن

حفاظت شده و فراوان هستند كه موید این است 

و فعاليت كه از منشا تكویني واحدي نشات گرفته

 زنده ضروري استها براي بقاي موجودات آن

(Edreva, 2005; Van Loon, 2001) نتایج این .

هاي دفاعي تحقيق نيز نشان داد كه پروتئين

بخشي از مكانيسم دفاعي القا شده  ،PR1خانواده 

هاي در گياه به هستند كه نسخه برداري ژن

ها متعاقب تحریک با مواد محرک كدكننده آن

یابد. براین اساس، افزایش مي ارچندین ب دفاعي

خطر بيون در بيمحرک ماده و نحوه اثر نقش 

گياهي بيشتر مقاومت هاي درونزاد القاي سيستم

شود. مشخص مي
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Abstract 

One of the safe methods for fire blight disease management in quince plant (Cydonia 

oblanga) is through activating plant indigenous defense systems using defense elicitors such as 

Bion (Benzothiadiazole). Investigating the effect of PR1 defense genes group in induced 

defense mechanism by Bion in quince was the purpose of this study. For this, RNA was 

extracted from leaf tissues of bion-sprayed (400 mg/L) and water sprayed (control) plants was 

used for cDNA synthesis. First, a 750 bp fragment of the actin gene from quince, as a house 

keeping gene, was cloned and sequenced. The result of sequencing showed it has 99% 

homology with appleactin gene. Specific primers for quince actin gene were designed and used 

to study changes in PR1 gene expression in bion-treated comparing control plants using real-

time PCR method. Based on the results, Bion treatment caused 10 times increase in the PR1 

gene expression. Based of result, the effect of Bion in relative control of fire blight in quince 

can partly be related to PR1 defense proteins activities. 
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