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١٤٩ ...بررسي اثرات متقابل ژنهاي: نيك نژاد كاظم پور و جهانديده كودهي

 مصطفي نيك نژاد كاظم پور: مكاتبه كننده

 مجله علوم كشاورزي ايران
 )١٤٩-١٦١ (١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤جلد 

 
 بر روي    Pto/avrPto  بررسي  اثرات  متقابل  ژنهاي 
 Pseudomonas syringae   كلنيزاسيون  اپي  فيت  باكتري

 
  ٢ و حسن جهانديده كودهي١مصطفي  نيك  نژاد كاظم پور

  ، دانشگاه  گيلان  شاورزي ، دانشكده  كاستاديار گروه  گياهپزشكي، ١
 مربي گروه زراعت و اصلاح نباتات  دانشگاه گيلان، ٢

 ٨/٨/٨١تاريخ پذيرش مقاله 
 

 خلاصه  
 

مقاومت  گياهان  در برابر دامنه  وسيعي  از بيماريهاي  گياهي  بستگي  به  ژن  غير بيماريزايي  درعامل  بيماري  و ژن                    
 Pseudomonas باكتري   PT23 جدايهavrPto  تحقيق  ژن  غير بيماريزايي    در اين    . مقاومت  در ميزبان  دارد   

syringae pv.tomato پلاسميد نوتركيب   در pLA(avrPto) اين پلاسميدازطريق   كلون گرديدوسپس
 وP.s. pv tomato.     ،  P.s.pv. phaseolicola  به  داخل  سلولهاي  جدايه هاي  وحشي         ريشن  الكتروپو

P.s.pv. syringae     مقاومت  فاقد ژن  (رقم  حساس كانريرو   . منتقل  شد (Pto        و رقم  مقاوم  كاستون )ژن    واجد 
pLA (avrPto) گوجه  فرنگي  بوسيله  جدايه هاي  وحشي  و جدايه هاي  حاوي  پلاسميد نوتركيب            Pto)  مقاومت 

ري  بين  جدايه هاي  وحشي  و جدايه هاي         نتايج حاصله  نشان  داد هيچگونه  اختلاف  معني  دا         . مايه  زني  شدند   
حاوي پلاسميد نوتركيب  از نظر ميزان  تكثير باكتري  بر روي  رقم  حساس  وجود ندارد در صورتيكه  در رقم مقاوم                    

از نظر آماري  بطورمعني  داري        pLA (avrPto) ميزان  تكثير باكتري  در جدايه هاي  حاوي  پلاسميد نوتركيب          
تأثير تئوري  ژن  از براي  ژن همچنين  بر روي  ميزان  رشد     . بود ) فاقد پلاسميد نوتركيب  (ز جدايه هاي  وحشي     پايين تر ا 

 pLA رشد طولي  در گياهان  رقم  مقاوم  كه  با جدايه هاي  حاوي  پلاسميد نوتركيب      . طولي  گياه  نيز قابل  مشهود بود     
(avrPto)       ري  بطور معني داري  كمتر از گياهاني  بود كه  با جدايه هاي  وحشي  مايه              مايه  زني  شده  بودند از نظر آما

در مجموع  چنين  استنباط مي شود كه  در هر دو حالت  سازگاري  و ناسازگاري  كلنيزاسيون  باكتري                . زني  شده  بودند  
ر حالت  سازگاري  به  ميزان  بالاتري       روي  گياه  صورت  مي گيرد ولي كلنيزاسيون  اپي  فيت  باكتري  در شرايط مزرعه  د           

 . نسبت  به  حالت  ناسازگاري  در گياه  صورت  مي گيرد
 

 avrPto ، ،Pseudomonas      ژن  غيربيماريزايـي  ژن  غيربيماريزايـي ، ، Pto  ، ژن  مقاومـت    ، ژن  مقاومـت   گوجـه  فرنگـي  گوجـه  فرنگـي   : :واژه هـاي  كلـيدي  واژه هـاي  كلـيدي  
syringae   

  ، ديناميزم  جمعيت   ، ديناميزم  جمعيت  اپي فيتاپي فيت                                                    
 مقدمه

يك  بيمار گر گياهي      Pseudomonas syringae   تري اكب
اين  . است  كه  باعث  نكروز درقسمتهاي  هوائي  گياه  مي شود             

پارازيت   باكتري   روي  برخي  از ارقام  گونه هاي  گياهي  حالت              
 در واقع  بعلت  اثر         اختصاصي     حالت   ميزبان . اختصاصي  دارد 

باكتري  و ژن  مقاومت  در         در ييژن  غيربيماريزا بين  متقابل   
باكتريهاي  بيمارگر گياهي  بر اساس  هم كنش         . گياهان  مي باشد 

  ) ژنهاي(ژن                                                      

 ژن  مربوطه  مقاومت  در گياهان  به  نژادهاي              بابيماريزايي شان   
اولين  ژن  غيربيماريزايي  در باكتريها       . مختلفي  تفكيك  شده اند   

 P.s. pv.glycinea (Psg) از )١٩٨٨(توسط كين  و استاسكويچ      
فرآورده هاي  حاصل  از ژنهاي  غير        بدون  ترديد     .گزارش  شد 

 و اين  عمل       شده    بيماريزايي  توسط گياهان  ميزبان  شناسايي      
ژنهاي  غير  ). ١٨(باعث  بوجود آمدن  واكنش  ناسازگاري  مي شود        

ي  در  بيماريزايي  ومقاومت  بنظر مي رسد در اثر يكسري  تحولات          
واكنش  .  باشند  و گياه  مقاوم  بوجود آمده        باكتري  غير بيماريزا  
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ١٥٠

ناسازگاري  كه  بعلت  اثرات  متقابل  يك  ژن  غير بيماريزايي  با يك             
گردد ممكن  است  باعث  ايجاد واكنش  فوق     مي  ژن  مقاومت  پديدار  

 نيل  در گوجه فرنگي   پيتبالدوو مك     ). ٤(در گياه  شود     ١حساسيت   

 ،گزارش  كردند كه  مقاومت  برخي  از ارقام  گوجه فرنگي         ) ١٩٨٣(
ژن   در اثر ورود     P.s.pv.tomato (Pst)   به  برخي  از جدايه هاي   

 مي باشد كه  بر روي  بازوي  كوتاه كروموزوم           Pto1غالب  مقاومت  
 همچنين  پيلوسكي  و همكاران     .   گوجه  فرنگي  قرار دارد     ٥شماره   

 Lycopersiconدر گونه    را  Pto2 ژن  مقاومت   ) ١٩٨٦(
histurum var. glabatrum شناسايي  نمودند . 

   دو ژن  مقاومت  ) ١٩٩٤( مدتي  بعد، استوكينجر وهمكاران       
Pto3  و Pto4    را در رقم L.h.var. glabatrum 134417   

ژن  غير بيماريزايي    ) ١٩٩٢(الد و همكاران       نرو. گزارش دادند
avrPto    بوسيله  ژن  مقاومت    پس از شناسايي      را Pto1 در

نشان  ) ١٩٩٤(مارتين  و همكاران       . گوجه فرنگي  كلون  نمودند   
 ازPst  در گوجه  فرنگي  نسبت  به       Ptoدادند كه  ژنهاي  مقاومت    

 protein)دفاعي نشان  داده  و پروتئين   كيناز        خود عكس العمل 
kinase)    دريافت    ها عمل  پروتئين  كيناز   . را رمز سازي  مي نمايند

     و سپس  انتقال  به  ژنهاي غير بيماريزايي         Pto پيام  از ژن    
avrPto  در Pstگزارش  ) ١٩٩٩(توبياس  و همكاران      . مي باشد

بوسيله    Pstدر avrPto كردند كه  شناسائي  ژن  غيربيماريزايي      
 مي شود كه     در ارقام  مقاوم  گوجه فرنگي  باعث      Pto ژن  مقاومت  

نه تنها اين  گياه  به  بيماري  خال  زدگي  بلكه  نسبت  به  برخي  از               
بيماريهاي  ويروسي  گوجه  فرنگي  مانندويروس  پنهان  سيب              

با ) ١٩٩٤ (سالمرون  و همكاران  . نيز مقاوم  شود   (PVX) زميني 
و   Pto   فرضيه  رابطه  اثر متقابل  بين  ژن  مقاومت         مطرح  نمودن 
 Pto  حاصل  از ژن      ، معتقد بودند كه  پروتئين  كيناز     غشاء سلولي 

. با اليسيتورهايي  كه  غالبا خارج  از سلولي  هستند هم كنش  دارند          
باشند وجود داشته    وزن  مولكولي  پايين      يي با حال  اگر اليسيتورها  

 در سيتوپلاسم  سلول  گياهي  و       هاي  مستقيما با  پروتئين  كيناز    
 در سلول  باكتري  واكنش  كرده  و بعد         avrPtoيربيماريزايي ژن  غ 

 ، ژنهاي   از دريافت  علائم  ميكروبي  توسط سيتوپلاسم  سلول گياهي      
 نموده  كه  سبب  تحريك  سريع  سلولهاي         كد دفاعي  آنتي  بيوتيك   

گياهي  شده  و اين  واكنش  منجر به  مرگ  سلولهاي  ميزبان                  
 ، پراكسيد هيدروژن  ( فعال  اكسيژن          تشكيل  فرم  . مي شود

                                                                                    
1. hypersensitivity 

از مشخصات  اثر متقابل  واكنش  ناسازگاري  در       ) آنيون سوپراكسيد
  عمل نسخه  برداري    Pstدر.  )٢٠( سلولهاي  گياهي  مي باشد   

avrPto    بوسيله  فاكتورهاي  cis وtrans   انواع  . تنظيم  مي شود
 ساكارز و مانيتول     الكل ها، و اشكال مختلف  قندها مانند فروكتوز،      
. دنمي شو avrPtoموجب  تشديد فعاليت  ژن  غير بيماريزايي         

علاوه  بر ژن  غير بيماريزايي        ) ١٩٩٩(كوباياشي  و همكاران       
avrPto      سه  ژن  غير بيماريزايي  ديگربنامهاي   avrE،avrD و 
avrA     را در جدايه   PT23   از  Pst     گزارش  نمودند ولي  ژنهاي

بوط به  اين  ژنهاي  غير بيماريزايي  در گوجه  فرنگي             مقاومت  مر 
به  اين     ، ژنهاي  مقاومت  مربوط    با وجود اين   . شناسائي  نشدند 

در . دنردكمشخص   ي سويا را     يابولژنهاي  غير بيماريزايي  در       
نسبت  Psg سويا  يك  واكنش  فوق  حساسيت  بوسيله   جدايه هاي         

 مشاهده  گرديد ولي  نتايج  بعدي        Pstبه  ژنهاي  غير بيماريزايي       
 با واكنش    PT23ژنهاي  غير بيماريزايي  جدايه     نشان  داد كه  بين    

فوق  حساسيت  در سويا هيچگونه  ارتباطي  وجودندارد هر چند كه     
در افزايش  بيماريزايي  روي  گياه         avrA و avrE نقش  ژنهاي  

دو ) ١٩٩٤(لورانج   هي  و   ). ١١ (گوجه  فرنگي  مشخص شده  است   
 اول  اينكه . عملكرد را براي  ژنهاي  غير بيماريزايي  فرض  نمودند         

ند ر ژنهاي  غير بيماريزايي  روي  ميزان  تهاجم  باكتري  تأثير مي گذا        
بقا و ميزان  جمعيت  باكتري       و دوم  اينكه  اين  ژنها روي  استعداد       

 .در بافتهاي  گياهي  تأثير دارند
 ، مشخص  نمودن  نقش  ژنهاي  غير          ن  تحقيق  هدف  از اي   

روي    Pstفيت         در كلنيزاسيون  اپي      avrPto    بيماريزايي 
 در جدايه   و كلون  نمودن  اين  ژنها     )  ميزبان( گوجه فرنگي    گياه 
٢٠٢٧-٣٧ Pss   مايه  زني    سپس  .  بود  روي  گلابي   بيماريزايي و 

انجام  ) غير ميزبان (فرنگي   روي  گوجه       Pssجدايه هاي  نوتركيب    
  .گرفت

 
 مواد و روشها 

  ٣ و كاستون   ٢در اين  بررسي  دو واريته  گوجه  فرنگي  كانريرو         
مورد استفاده  قرار      Pst بترتيب  حساس  و مقاوم  به  باكتري        

مي باشد كه  اين      Pto واريته  كاستون  داراي  ژن  مقاومت      . گرفت
Pst  را در نژاد صفر     avrPto اريزايي ژن  قادر است  ژن غير بيم    

 .ناسايي  نمايد
                                                                                    

2. cannery row 
3. caston 
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١٥١ ...بررسي اثرات متقابل ژنهاي: نيك نژاد كاظم پور و جهانديده كودهي

 بذرهاي  گوجه      سطحي،     ، جهت  ضدعفوني    قبل  از كشت   
درجه  / . ٦( دقيقه  در محلول  هيپوكلريت سديم       ٥فرنگي  به  مدت     

با آب  مقطر    )  دقيقه ١٠هر بار   (قرار گرفتند و سپس  سه  بار       ) كلر
خشك  كردن  بذرها، روي       سترون  شستشو داده شده  و جهت          

كاغذهاي  صافي  سترون  در اطاقك  كشت  در زير نورفلورسنت  به            
 . دقيقه  قرار داده  شدند٣٠مدت  

   مايه  زني  بذرهاي  گوجه فرنگي  با باكتري  و كشت  آنها -١
بذرهاي  گوجه  فرنگي  بعد از ضد عفوني  كردن  سطحي  و              

سوسپانسيون  باكتري  با غلظت   ساعت  در  ٢ ، به  مدت     خشك  شدن 
 سلول  باكتري  در ميلي  ليتر قرار گرفتند و سپس  بذور              ١×١٠٨

مايه  زني شده  بر روي  كاغذ صافي  سترون  خشك  شده  و بلافاصله            
×٦٠  به  ابعاد (در داخل  پلاك هاي  سوراخدار از جنس  پلي اتيلن          

پشم  شيشه   . محتوي  پشم  شيشه  كشت  گرديدند    )  سانتي متر ٤٠
هر پلاك  سوراخدار   . را قبل  از كشت  بامحلول  غذايي  مرطوب  شد       

بذرهاي  مايه زني  شده    .  ليتر از محلول  غذايي  را جذب  كرد         ٢١
گوجه  فرنگي  بر روي  سرپوشهاي  پشم  شيشه  قرار گرفتند و               

 گرم  ورميكوليت    ١٥٠(سپس  بوسيله  ورميكوليت پوشانده  شدند      
 ٢٥ در    ١پلاك ها در دستگاه  جوانه  زني           ). ر پلاك براي  ه 

 درجه  سانتي  گراد    ١٨و     )   ساعت ١٧(درجه سانتي  گراد در روز     
درصد به  مدت  چهار     ٩٥ در رطوبت  نسبي      )  ساعت ٧(در شب    

 .هفته  قرار داده  شدند
   جداسازي  و شمارش  باكتريها در گياه  -٢

 جداگانه  در داخل  كيسه        هر گياهچه  گوجه  فرنگي  بطور      
پلاستيكي  سترون  قرار گرفته  و به  هركدام  يك  ميلي ليتر آب               

 ، سپس  بوسيله  يك  غلطك  پلاستيكي  . مقطر سترون  اضافه  گرديد   
گياهچه گوجه  فرنگي  در داخل  كيسه  پلاستيكي  كاملا  له   گرديد           

.  رقيق  شد  ١ × ١٠٦ و عصاره  گياه  بوسيله  آب  مقطر سترون تا          
  ميكروليتر برداشته  و روي  محيط      ٥٠سپس  از هر رقت  به  ميزان        

(King  et al.,1954)  King B     ميكروليتر در   ٥٠محتوي 
يكه  در هر   وبط.  ، كشت گرديد ميلي  ليتر آنتي  بيوتيك  اكتيديون     

براي  هر تيمار   . قرار داده  شد    ١×١٠٦ ، عصاره  مادر تا رقت       تشك
 تشتك  پتري  در نظر گرفته        سه   براي  هر گياه    و) تكرار(ياه    گ پنج
 ٢٧سپس  تشتك هاي  پتري  در انكوباتور در دماي                  . شد

                                                                                    
1. germinator 

 ساعت  كلني ها    ٧٢درجه سانتيگراد قرار داده  شدند و بعد از            
 . فلورسنت  باكتري  در زير نور ماوراء بنفش شمارش  گرديدند            

 : د اه  از فرمول  زير استفاده  شجهت  برآورد ميزان  باكتري  در گي
N = X.V.D.x 20 

  = N تعداد سلول  باكتري  در هر گياه 
 =  X تعداد كلني هاي  باكتري  شمارش  شده  در هر رقت  

 = D فاكتور رقت  
 =Vحجم  آب  مقطري  كه  به  گياه  در كيسه  پلاستيكي  اضافه  شد 

 آناليز آماري    -٣
 ،    اي  باكتري  از روي  تشتك  پتري       بعد از شمارش  كلني ه    

تعداد سلولهاي  باكتري  در هر گياه به  لگاريتم  اعشاري  تبديل              
كنترل  )١٩٣٧ (يكنواختي  واريانس  بوسيله  آزمون  بارتلت    . گرديد
در صورتيكه  واريانس ها توسط آزمون  بارتلت  يكنواخت          . گرديد

 آزمون  فيشر دنبال       تشخيص  داده  شد، آناليز واريانس  بوسيله       
در جدول    F اگر ارزش  داده هاي  محاسبه  شده  كوچكتر از      . گرديد

فيشر بود در اين  صورت  تفاوت  معني  داري  بين  داده هاي  مورد             
بالاخره  براي مقايسه  ميانگين ها و        .  مطالعه  وجود ندارد     

 . استفاده  گرديد) ١٩٥٥( گروهبندي  آنها از آزمون  دانكن 
 پلاسميدي   DNA  خالص  سازي - ٤

 . روش  استفاده  شد٢براي  خالص  سازي  پلاسميد از 
   STET  (Chun-Keun, 1993)  روش - ٤-١ 

روي  محيط   E. coli  در اين  روش  ابتدا جدايه هاي  باكتري      
LB )  گرم٥ ، باكتوپپتون     گرم ١٠مخمر،  NaCl  گرم  و آگار    ١٠ 
 ٣٧كشت  گرديد و در   دماي         ) قطر در يك ليتر آب م       گرم  ١٥

 ساعت  در انكوباتور  نگهداري         ١٦درجه  سانتيگراد  به  مدت          
 ٢يك  توده  كلني  باكتري  را برداشته  و در يك  لوله  اپندورف . شدند
  درصد تريتون ٥، % ٨ ساكارز  STET   ( محلول ميكروليتر ٤٠٠

X-100  ،ميلي  ليتر   ١٠   EDTA    ،لي  ليتر  مي ٥نيم  مولار 
Tris/HCl  ،٨/ ٠ يك  مولارpH(             ٣٢ قرار داده  و بلافاصله  

 به  آن    ) ميلي  گرم  در ميلي  ليتر     ١٠  (ميكروليتر آنزيم  لايزوزايم  
 دقيقه  در دماي  آزمايشگاه  قرارگرفت       ١٠لوله  به  مدت     . اضافه  شد 

اري  لوله ها در حمام  بن  م     . تا ديواره  سلولهاي  باكتري  ليز شود       
 ١٠جوش  به  مدت  يك  دقيقه  قرارداده شدند و سپس  به  مدت               

                                                                                    
2. eppendorf 
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ١٥٢

 بدست آمده   ١رسوب  .  شد سانتريفوژ     ١١٠٠٠× g  دقيقه  در 
   در هر تيوب  يك        .بوسيله  يك  چوب  كبريت  سترون  خارج  شد       

 )٥٠:٤٩:١(ميل  الكل     آايزو،  كلروفرم   ،ميلي  ليتر مخلوط فنل     
شكيل  شده  در لوله  با تكان  دادن  آهسته           اضافه  شد و دو فاز ت      

  ١١٠٠٠ xg  دقيقه  در   ٥ و سپس  به  مدت            گرديدمخلوط  
 آرامي  بوسيله  ميكروپيپت       قسمت  روئي  به     . شدسانتريفوژ   

ايزوپروپانول   به ژن     حجم  برداشته  شده   ٨/٠برداشته  و به  ميزان      
 قه  در دماي        دقي ١٠سپس  لوله ها به  مدت         .اضافه  گرديد 

 xg  دقيقه  در  ١٠دوباره  لوله  به  مدت        . گرفتآزمايشگاه  قرار   
رسوب  .  شد  درجه  سانتي  گراد سانتريفوژ     ٤ در دماي      ١١٠٠٠

در  ٢را در دستگاه  خشك  كن  تحت  خلاء        (DNA) بدست  آمده  
  و بالاخره  رسوب        گرديدگراد خشك      درجه  سانتي  ٥٥دماي   
DNA    بار تقطير   ٢ ميكروليتر آب  مقطر   ١٠٠را در    پلاسميدي 
 .گرديدسترون  حل 3 شده

  QIAGEN (Niknejad, 1998)  روش -٤-٢
را  LB  ساعته  بر روي  محيط     ٢٤   كشت   يك  توده  باكتري  

 ٣٠٠ ميلي  ليتري  محتوي        ٥/١برداشته  و در يك  لوله  اپندورف       
 ١٠،    ٨pH  ،Tris/HCl   ميلي  مولار P1١٠ ( ميكروليتر بافر 

  ميكروليتر بافر  ٣٠٠ قرار داده  و بلافاصله         EDTA)ميلي  مولار 
) P2  ميلي  مولار ٢٠ NaOH  يك  درصد ،  (SDS     به آن  اضافه

 .داده شد  دقيقه  در ظرف  حاوي  يخ  قرار      ١٠ به  مدت     لوله ها  و    شد
.  دقيقه در دماي آزمايشگاه قرار داده شد       ٥سپس تيوبها به مدت     

 مولار استات    ٣  (P3 ميكروليتر بافر     ٣٠٠ر تيوب    بعد به ه   
در .  درجه سانتي گراد اضافه شد     ٤در دماي    ) pH ٥/٥پتاسيم  

  ٧٥٠ (  QBT يك  ميلي  ليتر بافرQIAGENاين  زمان  به  ستون  
درصد الكل   ١٥،  MOPS   ميلي  مولار   ٥٠،  NaCl ميلي مولار

هت  متعادل   ج pH  )   ٥/٧  ، triton X-100  درصد ١٥ ،  اتانول
×g  دقيقه  در     ١٥لوله ها به  مدت      . ريخته شد كردن  ستون     

بلافاصله  قسمت  روئي  را برداشته  و       . تريفوژ مي نمائيم ن سا ١١٠٠٠
بعد از خارج  شدن       .  مي ريزيم  QIAGEN-tip-20 در ستون  

چهار . گرفتموجود در رزين  قرار       DNA،قسمت  روئي  از ستون   
                                                                                    

3. pellet 
1. speed vac 
2. ultra pure 

، NaCl  يك  مولار   QC (با بافر  QIAGEN-tip-20مرتبه  ستون  
 pH ) ٧  درصد الكل  اتانول  با        ١٥،  MOPS  ميلي  مولار  ٥٠

 خالص  شده  بر روي  ستون         DNA سپس .  گرديد شستشو

QIAGEN     بافر  ميكروليتر    ٨٠٠ با  QF )ميلي  مولار   ١٢  
NaCl ،درصد١٥  Tris/HCl ،٥/٨ ،  درصد الكل  اتانول١٥  (pH 

حجم/ . ٧به  هر لوله      DNA جهت  خالص  سازي   . د ش برداشت 
DNA    ايزوپروپانول  اضافه  نموده  و سپس  تيوبها به  مدت            الكل

  دقيقه  در                                                     ٣٠
 g× رسوب  بدست آمده  كه  همان       . شد سانتريفوژ     ١١٠٠٠ 

DNA       دقيقه  در دستگاه  خشك  كن  در         ٣٠مي باشد به  مدت 
 بالاخره   . ار داده  تا خشك  شود      درجه  سانتي گراد قر   ٥٥دماي   

DNA  حل    و  ميكروليتر آب  مقطر دوباره  تقطير شد          ٥٠در 
 .گرديد

   DNA  سنجي  عيار- ٥
DNA               خالص  شده  در لوله هاي  مخصوص  قرار داده  و به

لوله  را   . شدميزان  يك  صدم  با آب  مقطر دوبار تقطير شده  رقيق             
ر داده  و ميزان  نور عبور داده  شده          در دستگاه  اسپكتروفتومتر قرا   

 DNA ميزان غلظت .گرديدنانومتراندازه گيري ٢٨٠و٢٦٠در    

)١٣ ( فرمول  از استفاده با  پلاسميدي
(DNA)mg/ml=OD260x50xDF    رقت   همان  فاكتور   DNA 

  OD260 / OD280 فرمولبا    DNA درجه  خلوص  . )است
 . شد با٢تا   ٧/١ كه  بايستي  بينمحاسبه شد 

 كروموزومي  و ليگاسيون    DNA  هضم - ٦
 را برداشته  و به  آن  يك  ميكروليتر           DNAپنج  ميكروليتر از  

 ميكروليتر بافر فعال  كننده  آنزيم        ٩و    (unit 10)برشيآنزيم   
هضم  آنزيمي  معمولا براي  اكثر آنزيمها در دماي           . اضافه  گرديد 

 درجه  سانتي     ٢٥در   Sma1 بجز آنزيم  ( درجه  سانتيگراد     ٣٧
سپس فعاليت  آنزيم  با قرار دادن      .  ساعت  مي باشد  ٢به  مدت    ) گراد

 . دقيقه  متوقف  شد١٠ درجه  سانتي  گراد به  مدت  ٦٠در دماي  
كه  بوسيله  آنزيم هاي  محدود كننده  هضم  شده         DNA قطعه 

 كه   ) pLA2917  و   pUC18پلاسميدهاي (را با ناقلين  آنها      
 آنزيمها هضم  شده  بودند و در دو انتها با يكديگر               همين توسط

لوله ها ). ١جدول   (سازگاري دارند در ميكروتيوب  قرار گرفتند         
لوله هاي  شاهد اين     .  شدند  درجه  سانتي  گراد نگهداري    ١٥دماي   
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١٥٣ ...بررسي اثرات متقابل ژنهاي: نيك نژاد كاظم پور و جهانديده كودهي

 را جهت    ١ليگاز   Taq DNA اجازه  را ميدهد كه  كارائي  آنزيم       
 . كنترل  گردند عمل  ليگاسيون

  pLA2917به  پلاسميدP.s.pv.tomato از avrPto ٢كلون  ژن  -٧

 DH5αاز استرين هاي     پلاسميدي        DNA استخراج 

(pUC18)  و  HB101(pLA2917)      با استفاده  از تكنيك
STET  و  QIAGEN     انجام  شد و غلظت DNA    بدست  آمده

 .ميكروگرم  در ميلي  ليتر بود ١٢٠ تا٨٠بين  
 با  ٨٢٠٧جدايه    Pst    از avrPto  ژن  غير بيماريزاي    

 :٣آغازگردو  و  واكنش زنجيره اي پلي مراز          استفاده  از روش   
PTO1 (5' GTC-GAC-GGA-TCT-GAA-CCT-GG-

  PTO2 ('TTG-CAT-CAC-AGC-TGC-CC-3 '5)  و ('3
 .تكثير گرديد
در    PTO2   باز در قسمت  جلو و      ٤٠٧در  PTO1  آغازگر

بعداز . داشت  قرار   avrPto  ز قسمت  عقب  قطعه  ژن      با ٧٠٧
كيلو بازي    ١يك  قطعه  ژن  تقرييا       PCR  بوسيله  avrPtoتكثير

شناسايي  قطعه  بدست  آمده  بوسيله          ). ٢ شكل( بدست  آمد  
موردبررسي  قرار    BamHI  وSalI،   HindIIIمحلهاي  آنزيمي 

 آنزيمهاي  فوق      از كقطعه  ژن  بعد از هضم  توسط هر ي       دو   .گرفت 
دو انتهاي  ژن   ). ٣شكل   (با توجه  به  موقعيت  محل  آنها بدست آمد        

 HindIII و SalI بوسيله  آنزيمهاي    avrPto تكثير شده   

 بازي  بدست  آمد كه  با دو         ٦٠٠هضم گرديد و يك  قطعه  ژن           
كه  با همين آنزيمها هضم  شده        pUC18 انتهاي  پلاسميد ناقل   

در  با عمل  ليگاسيون      avrPto   قطعه  ژن  . د سازگاري  داشت  بودن
  قرار گرفت  و پلاسميد نوتركيب  بدست  آمده          pUC18پلاسميد

pUCavrPto   جدايه   به  يشنبا عمل  الكتروپور E. coli DH5α 
جهت  انتقال    pUCavrPtoپلاسميد نوتركيب ). ٤ شكل(وارد شد   

  و SalI با آنزيمهاي    pLA2917 به  پلاسميد     avrPtoژن 

HinIII      هضم  گرديد و پلاسميد    pLA2917  با آنزيمهاي  

HpaIو  HindIII  بعد از هضم  آنزيمي  پلاسميد     . نيز هضم  گرديد
جدا  % ٢/١اگار از روي  ژل   avrPto ژن  ،pUCavrPto   نوتركيب

ژن  . قرار گرفت  TBE   شده  و پس  از خالص  سازي  در بافر          
                                                                                    

3.  ligase 
4. colonage 
1. primer 

avrPto  پلاسميدبه  ه  عمل  ليگاسيون       بوسيل pLA2917 

 (pLA-avrPto) پلاسميد نوتركيب  بدست  آمده    . منتقل  گرديد 

 DH5α)  ( جدايه .  قرار گرفت   DH5α جدايه   E. coliدر  

pLA-avrPto   بر روي  محيط  LB    حاويµg/ml آنتي   ٢٠ 
 مدت   بيوتيك هاي  تتراسيكلين  و كانامايسين  كشت  گرديد و به         

سپس  .  درجه  سانتيگراد نگهداري  شدند    ٣٧عت  در دماي      سا ٢٤
 توسطDH5α   از جدايه   pLAavrPtoپلاسميد نوتركيب 

QIAGEN        عمل     با خالص  سازي  گرديد و پلاسميد نوتركيب   
 ،Pss ) ٢٠٢٧-٣٧ ( به  جدايه هاي         يشنالكتروپور

)٨٢١٩(  Psp  و   )٨٢٠٧ ( Pst    جدايه هاي . منتقل شدند 
 (pLA-avrPto)٢٠٢٧-٣٧،(pLA-avrPto) و   ٨٢١٩ (pLA-

avrPto)روي  محيط كشت       ٨٢٠٧  King B     حاوي  آنتي
 ٢٧در دماي     )٢٠ µg/ml  (بيوتيكهاي  تتراسيكلين  و كاناماسين    

 .ندشدكشت  ساعت  ٤٨درجه  سانتي  گراد به  مدت  
 

محتوي  ژن    DNA واكنش جهت  ليگاسيون  قطعه   مخلوط   -١جدول   
 و  (pUC18)ياpLA2917 درپلاسميد ناقل avrPto  ي ييزاغيربيمار

 شاهد
 شاهد

)بدون پلاسميد ناقل(
شاهد بدون آنزيم 

 ليگاز
آزمايش ليگاسيون  

µl ٧ µl ٧ µl ٧ 
 پلاسميد ناقل

120µg /ml)( 

µl ٠ µl ٧ µl ٧ DNA ) 80µg/ml(

µl ٥ µl ٥ µl آنزيم  ٥Ligase 10X

µl ١ µl ٠ µl آنزيم   ١Taq DNA 
600U/ml 

µl ٣٧ µl ٣١ µl آب مقطر سترون ٣٠ 

 
 pLA  avrPto  وpUC-avrPto  انتقال  پلاسميد نو تركيب     - ٨

 و انتخاب  كلني هاي  حاوي  پلاسميد نوتركيب    E.coli  به 

 E. coli   جهت  انتقال  پلاسميدهاي  نوتركيب  به  جدايه       

DH5α          ٤ شايسته  ، ابتدا سلولهاي  اين  باكتري بايستي  به  حالت 
استفاده  ) ١٩٨٣ (درآيند كه  براي  اين  منظور از روش  هن  هن           

گرديد و عمل  انتقال  پلاسميدهاي  نوتركيب  حاصل  از ليگاسيون           
                                                                                    

2. electrocompetent 
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ١٥٤

 ٢مخلوط   واكنش  در جدول         . به سلولهاي  شايسته  انجام  گرفت    
 دقيقه  در داخل  ظرف      ١٥هر لوله  به مدت      . نشان  داده  شده  است   

 ثانيه  ٩٠ تا ٤٥سپس  مخلوط را به  مدت  . وي  يخ  قرار داده  شد  حا
 كه  اين    داده شد      درجه  سانتيگراد شوك  حرارتي        ٤٢دردماي   

بعد از  . به  درون سلولهاي  شايسته  شد    DNA عمل  باعث  انتقال   
 دقيقه  در داخل  ظرف  حاوي       ٥ به  مدت        ها لوله ،  شوك  حرارتي  

   LB  ميكروليتر محيط كشت  مايع  ٩٠٠ و سپس   فت   گر يخ  قرار 
لوله ها  .  شد  درجه  سانتي  گراد را به  هر لوله اضافه           ٣٧در دماي    

 درجه    ٣٧بلافاصله  روي  دستگاه  تكان  دهنده  در دماي                  
 .سانتي گراد به  مدت  يك  ساعت  قرار داده  شد

يدهاي   محلول  واكنش  براي  انتقال  پلاسم            -٢جدول    
 و شاهدE.coli  DH5α     جدايه نوتركيب  به  

 آزمايش ١ ٢ ٣ ٤ ٥

شاهد آنتي بيوتيك
 آمپي سيلين

شاهد بدون 
پلاسميد ناقل

شاهد 
ليگاسيون 

ناقلپلاسميد 

آزمايش ليگاسيون
بدون آنزيم ليگاز

آزمايش 
ليگاسيون

  DNA  منتقل
 شونده

µl ١٥ µl ١٥ µl ١٥ µl ١٥ µl ١٥  

µl ١٠٠ µl ١٠٠ µl ١٠٠ µl ١٠٠ µl جدايه  ١٠٠DH5α

µl ١١٥ µl ١١٥ µl ١١٥ µl ١١٥ µl كل ١١٥ 

 
   انتخاب  كلني هاي  حاوي  پلاسميد نوتركيب  -٩

بعد از عمل  انتقال  پلاسميدهاي  نوتركيب  به  سلولهاي                
 ميكروليتر برداشته  و بطور جداگانه  روي  ٥٠ ، از هر تيوب    شايسته

تتراسيكلين    آنتي  بيوتيك   ٢٥ µg/mlويحاLB  محيط جامد 
  براي  جداسازي  كلني هاي  باكتري  حاوي  پلاسميد نوتركيب         (

(pLAavrPt  ،µg/ml آنتي  بيوتيك  آمپي  سيلين  همراه  با       ٢٠ 
mg/ml ماده ميلي گرم در ميلي ليتر         ٢٠  X-Gal   ماده و

µg/ml ماده   ٢٠٠ IPTG      حاوي     براي  غربال  كلني هاي  باكتري 
 ٣٧كشت  گرديد و دردماي         pUCavrPto پلاسميد نوتركيب  

بعد از  .   ساعت  نگهداري  شدند    ٢٤درجه  سانتي  گراد به  مدت        
 ساعت  كلني هاي  رشديافته  به  رنگ  سفيد  از روي  محيط               ٢٤

 كلني هاي جدا  ،سپس  جهت  اطمينان    . شدندكشت  انتخابي  جدا    
 محيط كشت  انتخابي  حاوي  آنتي            شده  را يكبار ديگر روي       
 دوباره  عمل  انتخاب  و غربال           داده و بيوتيك هاي  فوق  كشت       

 سلولهاي   د وجواين  عمل      . يافتكلني هاي  رشد يافته  انجام         

وpLAavrPto پلاسميدهاي نوتركيب  باكتري  حاوي      
PUCavrPtoرا تاكيد كرد . 

  E. coli از pLA  avrPto     انتقال  پلاسميدهاي  نوتركيب     -١٠

 P. s. pv. syringae،P.s.pv. phaseolicolaبه جدايه هاي وحشي 
  ١ ريشن  الكتروپو عملبا استفاده  از  P. s. pv. tomato  و

  E. coli از pLAavrPto  در ابتدا پلاسميد نوتركيب      
سلولهاي  پاتووارهاي   .  استخراج گرديد  QIAGENبوسيله  روش  

 باكتري
P. syringae     صورت    روي  آنها   ريشنوپقبل  از اينكه  عمل  الكترو

در بگيرد بخوبي  شستشو داده  شده  و بصورت  سوسپانسيون               
 سلول  در ميلي  ليترتهيه  شد و براي  اينكه  در            ١×١٠١٠  غلظت

محيط حداقل  يونهاي  ممكن  وجود داشته  باشد براي  اين  منظور           
  .عمليات زير انجام  گرديد

 )١٤ ( آماده  سازي  سلولهاي  باكتري  الكتروشايسته- ١١
  ساعته  جدايه هاي  پاتووارهاي    ٢٤پنج  ميلي  ليتر از كشت         

P. syringae       در محيط كشت  مايع  LB     برداشته  و در
 ميلي  ليتر محيط     ١٦٠ ميلي  ليتري  محتوي        ٢٥٠فلاسكهاي   

 LP كشت  مايع                          
 ٧   ميلي  ليتر   ١٠٠٠ب  مقطر    ، آ  گرم  پيتون  ٧ گرم  مخمر،    ٧(

(pH                 قرار داده  و آنرا در دستگاه  تكان  دهنده )دور در  ١٠٠
 ساعت  قرار   ٥ درجه  سانتي  گراد به  مدت          ٢٧در دماي     ) دقيقه

بلافاصله  .  برسد/. ٥تا  /. ٤٥  به      ٦٠٠ نوري  در      چگاليداده  تا   
خته  و به     ميلي  ليتر ري   ٣٠٠محيط كشت ها در بطري هاي  حاوي       

رسوب  بدست    . شدسانتريفوژ   ١٥٠٠ ×g  دقيقه  در         ٢٠  مدت
 درجه  سانتي  گراد حل  ٥  ليتر آب  مقطر سترون  ميلي٨٠آمده  در   

×g گراد در       درجه  سانتي  ٤ دوباره  عمل  سانتريفوژ در دماي     . شد
 ٨٠رسوب  بدست  آمده  با      . شد دقيقه  دنبال     ١٠ به  مدت     ١٥٠٠
 ١٠ درجه  سانتي  گراد حاوي         ٥ ليتر آب  مقطرسترون          ميلي 

 ×g دقيقه   در           ١٠ و به  مدت          گرديد درصد گليسرول  حل   
 ميلي  ليتر آب     ٥٠همين  عمل  دوباره  با       .  شد سانتريفوژ   ١٥٠٠

رسوب  .  گرديد درصد گليسرول  انجام    ١٠  مقطر سترون  حاوي     
درصد ١٠مقطر سترون  حاوي      ميكروليتر آب     ٤٠بدست  آمده  با    

                                                                                    
1. electroporation 
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١٥٥ ...بررسي اثرات متقابل ژنهاي: نيك نژاد كاظم پور و جهانديده كودهي

 لوله هاي    ريشن   و قبل  از عمل  الكتروپو         شد  گليسرول  حل     
  .گرديد يخ  نگه دراي   در ظرف  حاوي اپندورف  

   يشنلكتروپور ا-١٢
سلولهاي  باكتريهاي     سوسبانسيون  ميكروليتر ٤٠مقدار

يبالكتروشايسته  را همراه  با يك  ميلي  گرم  از پلاسميد نوترك            
pLAavrPto            در داخل لوله هاي مخصوص الكتروپوريشن

 وارد   ريشنلوله هاي  الكتروپو  .  گرفت قرار بصورت سرد و سترون     
 ١٦الكتريكي     شدند و به  آنها يك  شوك        ريشندستگاه الكتروپو 

 و   شد  ثانيه  وارد     ٥ تا   ٤كيلو ولت  بر سانتي  متر مربع  به  مدت           
     يك  ميلي  ليتر از محيط           وپوريشن الكتر بلافاصله  بعد ازعمل  

ساعت  در   ٣ محيط كشت  به  مدت       . گرديد اضافه    LP كشت 
  درجه  سانتي  گراد قرار داده  و سپس  آنرا روي  محيط            ٢٧دماي   

KingB        حاوي  µg/ml آنتي  بيوتيك  تتراسيكلين  كشت      ٢٠
 اد نگهداري  درجه  سانتي  گر   ٢٧ روز در دماي      ٣نموده  و به  مدت      

 .شدندسپس  كلني هاي  رشد يافته   انتخاب  و جدا  . گرديد
 از روي  ژل  الكتروفورز DNA  استخراج  و خالص  سازي - ١٣

در زير نور ماوراء بنفش       DNA  حاوي  ژن   ١قطعه  ژل  رزوفور  
 در لوله     پس از وزن كردن      و  شد بوسيله  چاقوي  اسكالپل  جدا    

 يك  گرم  ژل  برابر با  يك   ميلي  ليتر               .اپندورف  قرار داده  شد    
 ٢٠ (٢ حجم  ژل  بافر حل  كننده       ٢/١درنظر گرفته  شد و به  اندازه        

 ١٥   NaCl  ميلي ليتر ٥يك  مولار،        Tris/HCl ميلي  ليتر 
  گرم  ٢،    SDS   گرم/. ٥نيم  مولار،      EDTA  ميلي  ليتر  ٥مولار،  
PVP      برابر حجم  ژل     ٥/٤ و سپس  ) ميلي  ليتر  ٧٠،  آب  مقطر 

 ميلي   ٤٠،  Na2SO3 گرم    ٧٥/٠،  NaI  گرم ٣٦ (٣تامبون  نمكي 
  درجه     ٥٥تيوب ها در دماي         . اضافه  گرديد ) ليتر آب  مقطر   

بعد از ذوب  شدن      . شدند  دقيقه  نگهداري      ٥سانتي  گراد به  مدت      
 ميلي  ٦٠ در    گرم  سيليس  ٦٠( ميكروليتر سيليس     ١٠ به  آن      ،ژل
  ١٥٠٠ ×g ثانيه  در      ٥اضافه و تيوب به مدت       )يتر آب مقطر  ل

  . گرديدسانتريفوژ 
 ٢٠  (٤رسوب  بدست  آمده  با يك  ميلي  ليتر بافر شستشو           

،  يك    EDTA  ، يك مولار   pH ٧ /٥با     Tris/HCl  ميلي  مولار 
                                                                                    

1. resophore  
2. solution buffer 
3. salt buffer 
4. washing buffer 

 حل  و مانند مرحله  قبل  به  مدت  يك  دقيقه                 NaCl )مولار
 ٣٧ دقيقه  در     ٣٠ رسوب  بدست  آمده  به  مدت           . شد سانتريفوژ

بدست   DNA .خشك  شود   تا  گرديددرجه  سانتيگراد نگه داري     
 ميكروليتر آب  مقطر دوبار تقطير شده  حل  و  لوله  به             ٥٠آمده  در 
 لوله  محتوي    .گرفت دقيقه  در دماي  آزمايشگاه  قرار          ٥مدت   

DNA        به  مدت  يك  دقيقه  در g×و   شد سانتريفوژ    ١١٠٠٠ 
 DNA   ميكروليتر قسمت  روئي  محتوي          ٣٠سپس بلافاصله   

  .برداشت گرديدبوسيله  ميكروپيپت   
 

   نتايج
روي  ديناميزم  جمعيت  باكتري               avrPtoنقش ژن -١

P.s.pv.tomato    روي  واريته هاي  حساس  و مقاوم  گوجه  فرنگي 
 P. syringae ي  ديناميزم  جمعيت  جدايه هاي  وحش- ١-١

 رقم   گوجه  فرنگي  كانريرو  و  كاستون  به  ترتيب                 ٢روي   
  :  آزمايش صورت  گرفت ٢ در  Pst حساس  و مقاوم  به 

نتايج  اولين  آزمايش  نشان  داد كه  هر دو رقم  گوجه  فرنگي               
تلقيح  شده  بودند داراي       P.s.pv.syringae (Pss)  كه  بوسيله 

ني  بوده  بطوريكه  رشد طولي  بر روي  هر دو رقم           رشد طولي  يكسا  
 سانتي  متر بود كه  هيچگونه  تفاوت  معني  داري          ٤٠روز  ٢١بعد از   

 ، اندازه   اما باوجود اين   . نداشت ) بدون  مايه  زني  (با گياهان  شاهد    
كه  با جدايه    Pto)   تداراي  ژن  مقاوم  (رشد طولي  رقم  كاستون       

 avrPto) ي يداراي  ژن  غير بيماريزا   (  Pstر  صف از نژاد    ٨٢٠٧
 سانتي  متر بوده  كه  به  طور معني           ٢/٧مايه  زني   شده  بودند،        

اندازه  رشد طولي  هر دو      .  داري كوچكتر از گياهان  شاهد بودند     
فاقد ژن      Pst ١ از نژاد  JN-54  و JN- 53   رقم  كه  با جدايه هاي   

 فاقد ژن  مقاومت   ( رقم  كانريرو        و  (avrPto ) ييغير بيماريزا 
Pto  (      مايه زني  شده  بودند بطور معني  داري          ٨٢٠٧با جدايه

 قسمت  اعظم     . كوچكتر از گياهان  تلقيح  شده  و شاهد بودند          
 روز كاملا نكروز شده  بطوريكه  ديناميزم          ١٤اين گياهان  بعد از     

 ) وز بعد از كشت    ر ١٤(جمعيت  باكتري  در مرحله  رشدلگاريتمي       
 .  سلول باكتري در هر گياه  رسيد ١×١٠٨به   

 روي  هر دو     Pss   از  ٢٠٢٧-٣٧ديناميزم  جمعيت  جدايه        
١٠٨ cfuبه    )  روزبعد از كشت   ١٤(رقم  در مرحله  رشد لگاريتمي       

 در گياه   رسيد كه  به  طور معني  داري  كمتر از جدايه                    ٥× 
 ، ديناميزم   با وجود اين   . اس  بود  رقم  حس  روي Pst  از ٨٢٠٧
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ١٥٦

.  متفاوت  بود   رقم  حساس  و مقاوم    دو روي    ٨٢٠٧جمعيت  جدايه    
ديناميزم  جمعيت  باكتري  روي  واريته  حساس در مرحله  رشد            

ر صورتيكه   ددر هر گياه  بود          ٢/٨ × ١٠٨ cfu  ،لگاريتمي
    مقاوم   واريته ديناميزم  جمعيت  باكتري  در همان  مرحله  روي       

cfu سلول باكتري در گياه  بود كه  به  طور معني               ٧٧/١× ١٠٦ 
داري  با ديناميزم  جمعيت  باكتري  در واريته  حساس  تفاوت                

در دومين  آزمايش  روي  تعدادي  از جدايه هاي        ). ١شكل   (داشتند  
رقم  حساس  و    JN-52وJN-14-7 جدايه هاي (كه    Pst نژاد صفر 

گياهان  رقم  مقاوم  كه  با       . فرنگي  مايه  زني  شدند    مقاوم  گوجه     
 روز بعد از كشت      ٢١جدايه هاي  نژاد صفر مايه  زني  شده  بودند،           

 در  بودند سانتي  متر      ١٢ رشد نسبتا سريعي  حدود         داراي
صورتيكه  همين  واريته  را وقتيكه  با جدايه هاي نژاد يك  مايه  زني            

 ، تأخير در رشد آنها پديد آمد و            روز بعد از كشت     ٢١ .ندشد
 ،  روز بعد از كشت    ٢١. رسيد سانتي  متر    ٥/٦اندازه  طولي  آنها به      

جدايه هاي   متوسط رشد طولي  گياهان  رقم  حساس  كه  با              
) ٨٢٠٧ و    JN-52) ،JN-51،JN-14.7 جدايه هاي  Pstنژادصفر

ز نظر   سانتي متر بود كه  ا     ٧/٢ و   ٥  مايه  زني  گرديدند بترتيب    
 د به  نظر مي رس    .آماري  با يكديگر تفاوت  معني  داري  داشتند         

 حالت  تهاجمي     JN- 14.7  و  JN-51، JN-52 جدايه هاي   
 داشتند باوجود اين  هر سه  جدايه  ٨٢٠٧كمتري  نسبت  به  جدايه     

 . باعث  ايجاد لكه هاي  نكروز بر روي  قسمتهاي  هواني  گياه  شدند
ميزم  جمعيت  باكتري  بر روي  گوجه  فرنگي            دو نوع  دينا   

يك  گروه  از تمامي جدايه هاي  نژادهاي  صفر و         : مشاهده  گرديد 
  (JN-52) روي  رقم  حساس  و يك  جدايه  از نژاد يك           Pst  يك 
 روز بعد از مايه  زني        ١٠ رقم  مقاوم  مايه  زني  شده  بودند،          روي

هر دو رقم     . رسيد در هر بوته   ١×cfu١٠٨رشد لگاريتمي  به  ميزان   
مايه  زني    ) ٢٠٢٧-٣٧جدايه   ( Pssحساس  و مقاوم  كه  بوسيله     

 Pst   نژاد صفر  ٨٢٠٧شده  بودند ديناميزم جمعيت  آنها با جدايه        
اين  وقتيكه    با وجود  . از نظر آماري  تفاوت  معني  داري  نداشت        

اثر متقابل   روي  رقم  مقاوم  مايه  زني  گرديد              ٨٢٠٧جدايه   
avrPto/Pto      و باكتري  باعث  كاهش  ميزان         در گياه  ميزبان 

 ٢١ بطوريكه  جمعيت  باكتري  بعد از        ،ر گياه  شد  د ي  تكثير باكتر 
د كه  از نظر آماري  ميزان        ي  رس  در هر بوته   cfu ٨× ١٠٦ به     روز

 در هر cfu  ١×١٠٨ جمعيت  همين  جدايه  روي  واريته  حساس  به      
. شت رسيد كه  تفاوت  معني  داري  بين  آنها وجود دا                  بوته

آزمايشات  انجام  شده  تأثير تئوري  ژن  ازبراي  ژن  روي                     

مورد مطالعه    ) گوجه  فرنگي ( گياه  ميزبان       در Pst كلنيزاسيون 
اسيون  نيزجهت بررسي  دقيق تر اثر ژن  از براي  ژن  كل         . قرار گرفت 

براي  اين منظور ژن  غير     . يزبان  قرار گرفت  باكتري  روي  گياه  غير م    
  از با استفاده  Pst  را در نژاد صفر باكتري         avrPto بيماريزايي 

  (PCR) مراز واكنش  زنجيره اي  پلي     آغازگرهاي  اختصاصي  در   
را   avrPto  يي  قرار داده  تا تكثير شود و سپس  ژن  غير بيماريزا          

 تا   شد معرفي    ٢٠٢٧-٣٧ جدايه     )بيماريزا روي  گلابي     (  Pssبه 
گوجه  ( باكتري  روي  گياه  غير ميزبان         اين avrPto   تأثير ژن  
بعد ازعمل   ). ٤ و   ٣،  ٢شكل   (مورد بررسي  قرار دهيم        ) فرنگي

در هر   pLA avrPto    حضور پلاسميد نوتركيب    ريشنالكتروپو
-٣٧ و ٨٢١٩،  ٨٢٠٧جدايه هاي     (P.syringae  سه  جدايه  از  

بعد از خالص  سازي  مجدد پلاسميد نوتركيب  بر روي           )   ٢٠٢٧
 الكتروفورز مورد تأييد قرار گرفت و بدين  ترتيب  جدايه هاي            ژل

 .تهيه  شدند P.syringaeنوتركيب
با ژن    P.syringae   ديناميزم  جمعيت  جدايه هاي  نوتركيب     - ٢

avrPto     روي  گوجه  فرنگي 
م  جمعيت  جدايه هاي  وحشي  و جدايه هاي           آناليز ديناميز 

رقم  حساس    روي   pLA avrPtoحاوي  پلاسميد نوتركيب      
كانريرو نشان  داد كه  بين  آنها از نظر آماري  هيچگونه  اختلاف               

با وجود اين  بر روي  رقم  مقاوم        ). ٥ شكل(معني داري  وجود ندارد    
  )(pLA-avrPto تركيب نو جدايه هاي كاستون  ديناميزم  جمعيت   

٢٠٢٧-٣٧ ، pLA  avrPto)( و    ٨٢٠٧pLA avrPto)( 
داري  كمتر از جدايه هاي   وحشي         از نظرآماري  بطور معني     ٨٢١٩

 ، گياهان   دررابطه  بارشدارقام  حساس  و مقاوم     ). ٦ شكل( خود بود 
 .P.s.pv و  Pss   رقم  حساس  كه  با جدايه هاي  غيربيماريزا       

phaseolicola (Psp)           مايه زني شده  بودند از نظر رشد طولي 
 روز به     ٢١اختلاف  معني  داري  نداشتند و رشد طولي  آنها بعد از           

 ، تعداد زيادي  از اين  گياهان        با وجود اين  . سانتي  متر رسيد   ١٥
مايه  زني      ٨٢٠٧ )(pLA avrPto و   ٨٢٠٧كه  با جدايه هاي      

بر روي   .  نكروز كامل  شدند    ر روز دچا   ١٠شده  بودند بعد از       
بودند بطور كاملا    Pto  گياهان  مقاوم  كه  داراي  ژن بيماريزاي         

اختصاصي  اثرات  متقابل  با جدايه هايي  كه  داراي  ژن  غير                  
اين  اثرات  متقابل  بين  ژن       . مشاهده  گرديد  avrPto بيماريزاي 

 روز ٢١ياه  بعد از مقاومت  و ژن  غير بيكاريزا بر روي  رشد طولي  گ 
رشد طولي  گياهان  رقم  مقاوم  مايه  زني  شده  با         . كاملا مشهود بود  

  )(pLA avrPtoجدايه هاي              
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١٥٧ ...بررسي اثرات متقابل ژنهاي: نيك نژاد كاظم پور و جهانديده كودهي

  بطور معني  داري  رشد       ٨٢١٩ )(pLA avrPto و   ٢٠٢٧-٣٧
 طولي  آنها كمتر ازگياهاني  بودند كه  با جدايه هاي  وحشي  آنها             

گياهان  مقاوم مايه   .  بودند مايه زني   شده   ) ٢٠٢٧-٣٧ و  ٨٢١٩(
كه    ٨٢٠٧  )(pLA avrPto   و ٨٢٠٧زني  شده  با جدايه هاي      

 بر روي  كروموزوم  و      avrPtoبه  ترتيب  داراي  ژن  غير بيماريزايي      
پلاسميد نوتركيب  بودند هيچگونه  اختلاف  معني  داري  با                

هان  يكديگرنداشتند با وجود اين  بطور معني  داري  اين  گيا               
مايه زني   شده  كوچكتر از ساير گياهان  مقاوم  مايه زني  شده  بودند           
و نيز هيچگونه  علائم  بيماري  بر روي  اين  گياهان  مشاهده                  

 .نگرديد
 

 
 .Pseudomonas syringae pv ديناميزم جمعيت نژاد صفر -١شكل 

tomato   ٨٢٠٧(جدايه هاي  ،JN-14-7  ،JN-51  ،JN-52 (  و نژاد
 cannery و   Caston (C.A.)بر روي رقم حساس    ) JN-53يه   جدا(

row (C. R.) 

 
 قطعه  ژن  يك  كيلو بازي  تكثير - ١ در صد  ٢  الكتروفورز ژل  -٢ شكل 

 يافته  بر روي  جدايه 
PT23     حاصل  از آغازگرهاي   PTO1 و PTO2    نتيجه  هضم ،

قطعه  ( SalI   نده با آنزيم  محدودكن   - ٢آنزيمي  اين  قطعه  ژن  شامل        

 :  قطعه  ژن  ٢( HindIII  با آنزيم  محدود كننده      - ٣ )  بازي ٩٦٠ژن   
 قطعه  ژن    ٢( BamHI  با آنزيم  محدود كننده     - ٤ )  بازي ٦٢٠ و   ٣٦٠
 ٢ (SalI و HinIII  با آنزيم  محدود كننده      - ٥ )  بازي ٥٥٠ و   ٤٥٠

ر با وزن     شناساگM -    بازي  ٦٠٠ و    ٣٦٠ : قطعه  ژن  قابل  رؤيت    
 بازي  ١٠٠مولكولي  

 

 
  هضم  آنزيمي     ٥  الي        ١:  در صد  ٢الكتروفورز ژل  اگارز     :  ٣شكل   

 پلاسميد نوتركيب 
  pUCavrPto   بوسيله  آنزيم  محدود كننده  HindIII و SmaI   كه

و قطعه  ژن  كلون  شده       ) بازي٢٦٨٨    pUC18  (  قطعه  ژن   ٢حاصل   
  الي ٦ )  بازي٦٠٠  Pto ( ، ژن   SmaI  كننده  بوسيله  آنزيم  محدود  

و HpaI  توسط آنزيمهاي  محدود كننده       pLA2917  پلاسميد -١٠ 
HindIII     كيلو بازي  ٢٠(هضم  شده اند      DNA  -Lباكتريوفاژ χ   كه 

مولكولي   شناساگر با وزن    M-هضم  شده  است   HindIII توسط آنزيم  
  بازي ١٠٠

 بحث  
  يياقد ژن  غير بيماريزا    فPst  نژاد يك     جدايه هاي  وحشي 

avrPto       مقاومت  قادر به  شناسايي  ژن Pto       در رقم  مقاوم
گوجه  فرنگي  نبودند و در نتيجه  بعد از مايه  زني  روي   اين  بوته ها             

در رقم   . دچارنكروز بر روي  قسمتهاي  هوائي  و كمي  رشدي  شدند        
  با Psp وPss ت جدايه هاي  وحشي   ، آناليز ديناميزم  جمعي   مقاوم
Pst              با . از نظر آماري  تفاوت  معني  داري  با يكديگر نداشتند

بر روي  اين      avrPto  وجوداين  وقتيكه  ژن  غير بيماريزاي         
جدايه ها كلون  گرديد از يك  طرف  بر روي  رقم حساس  كه  فاقد             

زان  تكثير  مي باشد هيچگونه  تأثيري  بر روي  مي      Pto ژن  مقاومت  
باكتري  بر روي  اين گياهان  بجا نمي گذارد در صورتيكه  بر روي              

مي باشد ميزان     Ptoرقم  مقاوم  كه  حاوي  ژن  مقاومت              
طور  ب avrPtoتكثيرجدايه هاي  نوتركيب  حاوي  ژن  غير بيماريزاي      

غير  . معني  داري  در مقايسه  با جدايه هاي وحشي  آنها كاهش  يافت 
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بر روي  گوجه      Pspو Pss ايي  بودن  جدايه هاي  وحشي     بيماريز
  فرنگي نيز بخاطر داشتن  سيستم  شناسايي  ژن  از براي  ژن  از نوع

avrPto/Pto   مانند حالت  نژاد صفر Pst     روي  رقم  مقاوم  كاستون
نبود بلكه  بدين  علت  بود كه   گياه   گوجه  فرنگي  اصولا ميزبان                 

حال  در اين  صورت  اينطور     . نمي باشد P.syringaeاين  پاتوارهاي  
رها فاقد سيستم  بيماريزايي       مي توان  فرض  نمود كه  اين  پاتوا         

جهت  بوجود آوردن  علائم  بيماري  بر روي  گياه  گوجه  فرنگي               
مي باشند ولي  بر روي  گياهان ميزبان  خود داراي  اين  سيستم               

 ژن  از براي  ژن  كه  يك  مكانيسم           اما سيستم  شناسايي  . مي باشند
دفاعي براي  گياه  محسوب  مي شود ربطي  به  گياه  ميزبان  و يا غير            
ميزبان  ندارد و كافي  است  كه  سلولهاي  باكتري  پاتوژن  داراي  ژن            
غير بيماريزايي  باشند و قادر شوند ژن  مقاومت  در گياه  ميزبان  و             

يي  نمايند و لذا از تكثير آنها در درون           غير ميزبان خود را شناسا   
 .بافتهاي  گياهي  جلوگيري  بعمل  آيد

محققين  ديگر نيز به  نقش  مهم  تأثير متقابل  ژن  از براي  ژن              
 ،   ) P.s.pv.pisi ٥(بر روي  ميزان  تكثير باكتري  روي  گياه  براي            

)٢١  P.s.pv.syringae ( كارهاي   ينبا وجو د ا   . اثبات  نموده اند ، 
اين  محققين  بر اساس  تزريق  سوسپانسيون  باكتري  در داخل              
بافتهاي  برگ  و تكثير سلولهاي  باكتري  در فضاي سلولي  بر روي             

در شرايط بررسي هايي  كه     . گياه  ميزبان  باكتري  انجام  گرفته  است     
 P.syringae  انجام  شد، تكثيرجدايه هاي  وحشي  و نوتركيب        

 روي  
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 pLA avrPto و pUC avrPto چگونگي ساخت پلاسميدهاي نوتركيب -٤شكل 

 

 
) ٢٠٢٧-٣٧جدايه  ( و   Pst) ٨٢٠٧جدايه  ( ديناميزم جمعيت    -٥شكل  

 آنها بر   (pLAavrPto) و جدايه هاي نوتركيب      Psp) ٨٢١٩(و جدايه   
روز بعد از    ٢١گوجه فرنگي، Cannery row (Pto)روي رقم حساس   

 كشت بذر

 

 
) ٢٠٢٧-٣٧جدايه  ( و   Pst) ٨٢٠٧جدايه  ( ديناميزم جمعيت    -٦كل  ش

 آنها بر   (pLAavrPto) و جدايه هاي نوتركيب      Psp) ٨٢١٩(و جدايه   
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 روز بعد از كشت     ٢١ گوجه فرنگي،    caston (Pto)روي رقم حساس    
 بذر
 

گياه  ميزبان  و غير ميزبان  از طريق  مايه  زني  بذرصورت  گرفت  و              
 .وانستند در سطح  گياه  به  راحتي  تكثير نماينداين  جدايه ها ت

تأثير تئوري  ژن  از براي  ژن  همچنين  بر روي  رشد طولي                
رشد بر روي گياهان  مقاوم  كه  با         . گياه  هم  قابل  مشاهده  بود      

-pLA جدايه هاي  وحشي  و جدايه هاي  حاوي  پلاسميد نوتركيب       
avrPto      ف  معني  داري  وجود داشت       مايه زني  شده  بودند اختلا

با وجود اين  اثرات  متقابل  ژن  از براي  ژن  هيچگونه تأثيري  بر روي    

بنابراين   . تهاجم  جدايه ها در بوجود آوردن  علائم  بيماري  نداشت        
مي توان  چنين  فرض نمود كه  رشد طولي  گياهان  گوجه  فرنگي             

 لاسميد نوتركيب  بعد از مايه  زني  جدايه هاي  حاوي  پ                
pLAavrPto          به  ميزان  كمتري  در كاهش  رشد طولي  بوته ها در

 تحت  تأثير قرار     Pst نوتركيب  مقايسه  با جدايه هاي  وحشي  و      
در شرايطي  كه  رقم  حساس  گوجه  فرنگي  با جدايه هاي           . مي گيرد
مايه  زني  شدند نتايج  نشان  داد كه  تركيبات              Pst   وحشي 

اريزايي  بلافاصله  بعداز جوانه  زدن  بذر وارد عمل شد و باعث             بيم
 .بوجود آوردن  علائم  بيماري  بر روي  گياه  مي شوند
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SUMMARY 
 
Resistance of plant to a wide variety of diseases depends on pathogen avirulence host 

resistance genes pair.In the present resarch avrPto  genes were colonage on plasmid 
pLA2917 and then recombinant avrPto  transferred to wild isolates of Pseudomanas 
syringae pv.tomato, P.s. pv. phaseolicola and P.s.pv. syringae by electroporation 
method. Then susceptible variety, cannery row (without Pto resistant genes) and 
resistant variety, caston (with Pto resistant gene) of tomato were inoculated by wild 
isolates and the isolates having pLA(avrPto) recombinant plasmid . The results indicate 
that there is no signficant difference in bacterial population dynamism on suceptible 
variety between wild isolates having recombinant plasmid. However, these isolates 
singificantly differ on the bacterial population dynamism on resistant variety.The effect 
of gene for gene theory was also noted on growth lengh of the plant. The growth length 
was sinificantly higher in resistant plant inoculated by recombinant plasmid isolates than 
those inoculated by wild isolates. On the whole, it is suggested that, in both cases, i.e. 
comatibility and incompatibility, the bacteria colonizes tomato plant but in a lower level 
in incompatible than in compatible interaction under field conditions. 

 
       Key words: Tomato, Avirulence, avrPto/Pto, Pseudomonas syringae, Epiphytic,  
                             Population dynamics, Plasmid. 
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