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  چکیده 

هاي میزبان بیماري به ترین گونهدار است و درخت به نیز یکی از حساسدانههاي درختان میوهترین بیماريآتشک یکی از مخرب
-هاي دفاعی گیاه به تنشیکی از پاسخ. باشدترین روش میارقام مقاوم اقتصادي هاي مبارزه استفاده ازدر بین روش. آیدحساب می

اي گلوکاناز بوده که به طور گسترده - 3و1شامل بتا  PR2خانواده . است PRزایی هاي مرتبط با بیماريهاي محیطی انباشتن پروتئین
تحت تیمار با  (Cydonia oblonga)در گیاه به  PR2ژن  این تحقیق با هدف بررسی بیان. اندهاي گیاهی توزیع شدهدر بین گونه

 5کل  RNA. قرار گرفتند BTH تحت تیمار با ماده رقم اصفهان "به"هاي دو ساله بدین منظور درختچه. دریگمیانجام  BTHماده 
ي این ژن، به وسیله هاي عمومی براتوسط آغازگر PR2تکثیر ژن . شدستفاده ا cDNAبراي ساخت  روز بعد از تیمار استخراج و

مقایسه توالی . الحاق و تعیین توالی شد pTZ57R/Tباند مورد انتظار پس از جداسازي از ژل روي ناقل . انجام گرفت PCRواکنش 
و از  هاي شناخته شده گلوکاناز در گیاهان دیگرنشان داد که تشابه بالایی با ژن هاي موجود در بانک اطلاعاتآن با سایر توالی

  . این بررسی ادامه دارد. داردسیب جمله 
   BTHها، پروتئین PRبه، آتشک، : هاي کلیديواژه

  
  مقدمه

به  ست وا Erwinia amylovoraعامل این بیماري باکتري . دار در کشور استدانهمهمترین بیماري درختان میوه 1بیماري آتشک
. هوازي اختیاري استهاي محیطی و بیداراي کپسول، تاژكاین باکتري گرم منفی، . تعلق دارد Entro bactriaceaeخانواده 
زالزالک  ،(Mespilus)ازگیل  ،(Malus)سیب  ،(Pyrus)گلابی  ،(Cydonia) هاي بهشامل جنسهاي عمده بیماري آتشک میزبان

(Crataegus)،  پیراکانتا(Pyracanta)  و شیر خشت(Cotoneaster) باشند ها میمیزبانترین از حساسبه، گلابی و سیب . هستند
به دنبال بروز بیماري، خسارات . )7(ر برغان کرج مشاهده و گزارش شد د 1368این بیماري براي اولین بار در ایران در سال  ).6(

فارس و تهران تحمیل گردیده است هنگفتی به باغات مناطق مختلف مانند آذربایجان شرقی، قزوین، زنجان، خراسان، گیلان، 
ها به عنوان روش روش کدام از اینچکنون هیاین بیماري اعمال شده است ولی تاهاي مبارزه متعددي براي مهار شرو. )2،7،8(

ترین و مؤثرترین هاي مبارزه با بیماري آتشک، استفاده از ارقام متحمل اقتصاديدر بین روش. مبارزه قطعی مؤثر واقع نشده است
ها در کشاورزي مدرن، استفاده از تکنیک مهندسی ژنتیک و هاي کنترل بیماريراتژيیکی از است. آیدروش مبارزه به حساب می

هاي مربوط به ژن. )5(باشد یعی از عوامل بیماریزا میبراي تولید گیاهان مقاوم به رنج وس PRهاي هاي رمزگردان پروتئینژن
هاي باکتریایی، ویروسی خ فوق حساسیت به بسیاري از آلودگیباشند که بیان آنها سبب القا پاسها میاي از این ژنبیماریزایی دسته
هاي هاي معدنی و به همین ترتیب محركمواد شیمیایی مثل سالیسیک، پلیاکریلیک، اسیدهاي چرب، نمک. گرددو قارچی می

 PR-2خانواده . )4(شوند ها می PRشوك اسمزي، دماي پائین، کمبود یا زیادي آب سبب القاي ، UV-Bفیزیکی مثل زخم، اشعه 
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گلوکانازها با شکستن  - 3و1بتا . اندهاي گیاهی توزیع شدهاي در بین گونهگلوکانازها بوده که به طور گسترده - 3و1شامل بتا 
هاي فعالیت آنزیم. کنندها را هیدرولیز و از رشد قارچ جلوگیري میگلوکان به طور مستقیم دیواره سلولی قارچ - 3و1باندهاي بتا 

. ردبکلی از بین میرا به طور گلوکاناز، بخشی از دیواره که عمدتا از ترکیبات گلوکانی ساخته شده است - 3و1ناز، بویژه بتا گلوکا
هاي گلوکان محصور شده است، غالبا فعالیت هاي بیماریزا در ماتریکسی از رشتهاز سوي دیگر، از آنجا که کیتین دیواره قارچ

لذا این تحقیق با هدف بررسی اثر تیمار گیاه به با ماده شیمیایی بیون بر . )1،3(شود تینازي مشاهده میفعالیت کیگلوکانازي پیش از 
 . انجام گرفت PR2روي سطح بیان ژن 

  
  هامواد و روش

بل و بعد ق. هاي دو ساله به رقم اصفهان کاشته شده در موسسه تحقیقات نهال و بذر در کرج تحت تیمار با ماده بیون قرار گرفتنهال
و افزودن  RNeasy plant Mini kit (50)کل با استفاده از کیت استخراج  RNAاستخراج . ها انجام شدگیري از برگاز تیمار نمونه

با استفاده از کیت شرکت  cDNAسپس ساخت . انجام شد (DTT)و دیتیوتریتول % 4 (PVP)دو ماده شیمیایی پلی وینیل پیرولیدین 
BioRad نظر، از واکنش راي جداسازي قطعه ژنی موردب. انجام شدPCR هاي حفاظت ازگر عمومی بر اساس توالیغو یک جفت آ

شامل یک مرحله  PCRهاي چرخه. میکرولیتر انجام شد 20اي پلیمراز در حجم واکنش زنجیره. شده گیاهان مختلف استفاده گردید
ثانیه، اتصال  30درجه به مدت  94ه، سپس در هر چرخه دماي دقیق 5گراد به مدت درجه سانتی 94واسرشت اولیه در دماي 

دقیقه و  1گراد به مدت درجه سانتی 72دقیقه، دماي تکثیر ژن  1گراد به مدت درجه سانتی 49ازگرها به رشته الگو در دماي غآ
 PCRمحصول . برده شد% 1روي ژل آگارز  PCRمحصول واکنش . دقیقه بود 10درجه به مدت  72مرحله تکثیر نهایی در دماي 

کلونینگ در ناقل  T/Aطبق دستورالعمل ازروي ژل خالص گردید و با استفاده از روش  Fermentasتوسط کیت تخلیص 
میکرولیتر مخلوط  20. منتقل شد xl1blue سویه E.coliالحاق و سپس با روش شوك حرارتی به باکتري  pTZ57R/Tپلاسمیدي 

پلاسمید . کشت شد جهت تشکیل کلنی لیتر آمپی سیلینگرم برمیلیمیلی 100حاوي  LB Agarانتقال بر روي محیط کشت 
. یابی ارسال شدتایید و براي توالی PCRنوترکیب با کشت یک کلنی استخراج گردید و حضور قطعه ژن درون پلاسمید با واکنش 

 . استفاده گردید DNAنک اطلاعات هاي موجود در باافزار هاي موجود جهت مقایسه توالی با سایر توالیاز نرم

  
  نتایج و بحث

با  PCRطول قطعه تکثیر شده حاصل از . مشاهده شد 18S RNAو  28S RNAاستخراج شده با کامل بودن دو باند  RNAکیفیت 
ناقل قطعه در این سازي از ژل، پس از خالص. جفت باز بود که این باند روي ژل مشاهده شد 650هاي عمومی این ژن، آغازگر

pTZ57R/T اي پلیمراز به منظور بررسی صحت هاي تشکیل شده واکنش زنجیرهاز کلون. سازي شدالحاق و درون باکتري همسانه
 ،پس از استخراج پلاسمید از کلون حاصله. مشاهده گردید% 1بر روي ژل آگارز  PCRانجام شد و محصول  PR2انتقال قطعه ژن 

یابی در جستجو با سایر نتایج توالی. )1شکل ( درصد مشاهده گردید 1بر روي ژل آگارز  تکثیر و PCRقطعه الحاق شده توسط 
از جمله PR2 هاي هاي موجود در بانک ژن نشان داد که قطعه تکثیر شده تشابه بالایی در سطح اسید نوکلئیک و پروتئین با ژنتوالی
هاي اختصاصی محرك و در مقایسه با شاهد با استفاده از آغازگردر ادامه بیان این ژن در گیاه تحت تیمار با ماده . داردسیب 

  . بررسی خواهد شد
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  . PR2تکثیر ژن ، PCRالکتروفورز محصولات : 1شکل 

M:  1نشانگر وزن مولکولیKb plus ،A: ،کنترل منفی  
B : محصولPCR ،C :سازي شده از ژل،خالص محصول  

D :ر پس از همسانه سازيتکثی محصول،  
E :پلاسمید محصول استخراج.  
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Abstract 
Fire blight is one of the dangerous bacterial diseases in pome fruits. Quince tree is very susceptible to 
the disease. Using tolerant cultivars is the most economic method for disease control. One of the plant 
defense responses to environmental stresses is accumulating pathogenesis – related proteins (PR s). PR2 
family includes β – glucanase which is distributed in plant species. This research is neing carried out to 
investigate the induced expression of PR genes using BTH elicitor in quince (C ydonia oblonga). For 
this purpose, 2- year- old quince plants of cultivar Isfahan were treated with BTH. After 5 days, RNA 
was extracted and it was used for cDNA synthesis. Amplification of PR2 gene was done by PCR using 
the degenerate primers. After purification, this band was ligated into pTZ57R/T vector and sequenced. 
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Alignment with other sequences in the gene bank showed high similarity with glucanases in other plant 
species including apple. The work is continuing.           

Keywords: quince, fire blight, PR2 protein, BTH 
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