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کند که واکنش ارقام گلابی در مقابل حمله عامل بیماری آتشککک به دو رککورا مقاومت و تحمل بروز می
تار نکروزی و نشکککت یونی دو رقد مقاوم درگ ی و  نابرایا رف به خوبی مشکک ن نیسکککت. ب ها  فاوا آن متحمل ت

ته و سککویه بارتلت در مقابل سککویه تیرجهش یاف با رقد حسکککاس  یت در مقایسکککه   های جهش یافتههاروسککوت
-Nhrp، -A/Edsp  و-Whrp  باکتریE. amylovora  با هدف شناساتی ساختارهای مقاومت و تحمل در شرایط درون

ساس و متحمل پس از  سویه تیرجهش یافته در ارقام ح سه قرار گرفت. ظهور علاتد در واکنش با  شه، مورد مقای شی
سه روز و در رقد مقاوم پس از هفت روز ظاهر شد، لیکا در رقد مقاوم سرعت پیشرفت کندتری داشت. در کلیه 

شاهده نکروز یکارقام  شت یونی اف ایش و به ،تا دو روز قبل از م رد  70 ن سیددر شدن نکروز ر ایا  و با کامل 
تاثیری روی زمان بروز نکروز و نشت یونی نداشت  Whrp- اف ایش یافت. سویه جهش یافتهدررد  100شاخن به 

سویه  ستفاده از  ساختارهای مقاومت و تحمل بود. ا شت  Nhrp–که بیانگر عدم تاثیر آن در  سریع نکروز و ن سبب ت
شاخن سویه یونی در رقد مقاوم و تاخیر ایا  شد. همچنیا  ساس  سه با رقد ح  A/Edsp-ها در رقد متحمل در مقای

ساعت در رقد مقاوم در مقایسه با رقد متحمل و عدم بروز کامل  48سبب تسریع نسبی نکروز و نشت یونی به مدا 
زاتی و تحریک سامانه دفاعی می بان، روی بیماری HrpNش دوگانه پروتئیا علاتد در رقد حساس شد. بر اساس نق

زاتی آن در رقد مقاوم درگ ی، و نسککبت به نقش بیماری سککامانه دفاا اکتسککابینتایج بیانگر نقش کلیدی آن روی 
ناخت تواند به عنوان مسککیری برای شککرابطه معکوس آن در رقد متحمل هاروسککوتیت بود. ایا رفتار دوگانه می

تر سککاختار مقاومت به آتشککک در ایا گلابی و همچنیا شککاخیککی برای تمای  ارقام مقاوم از متحمل گلابی عمیق
 مورد استفاده قرار گیرد.
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 مقدمه

یماااری آتشااااک بااا عاااماال باااکتریااایی  ب

Erwinia amylovora  تااریاان یااکاای از مااهاا

 دار شاااااماال هااای دراتااان میوه دانااهبیماااری

ساای ، گلابی و به در جهان اساات و همه ساااله 

 اسااااارت زیاادی را باه این گروه از دراتاان 

میوه بخصاااوه به و گلابی در مناکش کشااات و 

کاانااد پاارورش ایاان مااحصااااو ت وارد ماای

(Abdollahi et al., 2004) این باکتری از نوع .

له یک از می تاکنون هیچ ای و گرم منفی بوده و 

با روش بارزه  به کور قطعی های کنترل و م آن 

. از جمله (Vanneste, 2000)موثر نبوده اسااات 

توان به های کنترل عامل بیماری آتشاااک میراه

ها بیوتیکاستفاده از ترکیبات شیمیایی نظیر آنتی

 هااای و ترکیبااات مسااای، از بین بردن بااافاات

 باااغاای و هااای بااهآلااوده، کااارباارد روش

یا متحمل اشااااره کرد  اساااتفاده از ارقام مقاوم 

(Van der Zwet and Keil, 1979)سی ها . برر

نشااان داده اساات که اسااتفاده از ارقام متحمل یا 

ین و  تر ثر مو یماااری آتشااااک  ب مقاااوم بااه 

باشد ترین روش مبارزه با این بیماری میاقتصادی

(Vanneste, 2000). 

واکنش گیاهان غیرمیزبان نظیر آرابیدوپسیس 

 ساااااازی بااا باااکااتااریو تااوتااون بااه آلااوده

E. amylovora  به صاااورت فوس حسااااسااایت

(Hypersensitive Response = HR)  گزارش

. علاوه بر (Venisse et al., 2001)شااده اساات 

واکنش فوس حساااساایت که به صااورت مقاومت 

غیرسااااازگااار  برهمکنش  کاااماال بااافاات در 

(Incompatible interaction) می کنااد، بروز 

ماری نیز در  به بی قاومت  فاوتی از م ساااطوح مت

سااااازگااار  کنشمبرههااای باااکتری در بااانمیز

(Compatible interaction)  گزارش شده است

(Holtappels et al., 2018) از کرفی، تحقیقات .

که در هر دو برهمکنش  نشااااانگر این اساااات 

ها، سااازگار و غیرسااازگار عامل بیماری با بافت

ید گونه جاد انفجار تول عال اکسااایژن و ای های ف

های از پاسااا  (Oxidative burst)اکسااایداتیو 

آشاااکار به حمله باکتری عامل بیماری آتشاااک 

 . (Venisse et al., 2001)است 

بااه منظور ایجاااد  E. amylovoraباااکتری 

بیماری در میزبان یا واکنش فوس حساااساایت در 

سه نوع پروتیئن  گیاهان غیر میزبان اقدام به تولید 

های شاااامل پروتئین (Effector protein)موثره 

HrpN ،DspA/E  وHrpW ناااماااایاااد مااای

)2008Narayanasamy, (ئن ی ت پرو ین  هااای . ا

موثره از یک اوشه ژنی در ژنوم باکتری با کول 

شاااود که دربردارنده کیلوباز تولید می 62حدود 

باشاااند. در این بین، می dspو  hrp ،hrcهای ژن

موثره  ین  ئ پروت توساااط  HrpWو  HrpNدو 

توساااط  DspA/Eو پروتئین موثره  hrpهای ژن

 شاااااونااادتاااولااایاااد مااای dspهاااای ژن

(Oh and Beer, 2005) ساااه پروتئین  میان. از

بااه  DspA/Eو  HrpNموثره فوس، دو پروتئین 

های اصااالی برهمکنش ساااازگار و عنوان گزینه

یان شاااده ماری در میزبان ب ظاهراً ایجاد بی ند و  ا

نقش ناچیزی در این برهمکنش  HrpWپروتئین 

 . (Taheri Shahrestani et al., 2017)دارد 
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 تأثیر برای داده است که نشان تحقیقات اایر

 وجااود ماایاازبااان روی HrpN پااروتاائاایاان

 است. این مطل  فعال ضروری هایکلروپلاست

 هایپروتئین بین از که اسااات این دهندهنشاااان

 مؤلفه تریناصلی تواندمی HrpN باکتری، مؤثره

 میزبان هایکلروپلاسااات با باکتری برهمکنش

 در آن شااااده گزارش هاینقش با که باشااااد

مت قاو یک و م نه تحر ما فاع سااااا  اکتسااااابی د

 اسااااات ماانااطاابااش ناایااز سااااایساااااتااماایااک

(Taheri Shahrestani et al., 2017) همچنین .

 عااااباااادالاااالااااهاااای و هاااامااااکاااااران

(Abdollahi et al., 2004)  شواهدی را مبنی بر

های موثره بر زنجیره انتقال الکترون تاثیر پروتئین

 رائه دادند. کلروپلاست ا

عث  HrpNپروتئین  با بان  یاه غیر میز در گ

واکنش فوس حساااااسااایاات، تخریاا  عملکرد 

شده میتوکندریایی و در نتیجه مرگ برنامه ریزی 

. (Xie and Chen, 2000)شاااود سااالولی می

زایی برای بیماااری DspA/Eهمچنین، پروتئین 

شخیص داده  E. amylovoraباکتری  ضروری ت

سویه شده  ست و مشخص   A/Edsp-های شده ا

زایی نبوده و قادر به رشاااد دارای توانایی بیماری

، DspA/Eدر گیاه میزبان نیسااتند. پروتئین موثره 

 بااه عنوان یااک عاااماال پاااتوژنیااک در باااکتری

E. amylovora  ته شاااده اسااات، زیرا ناا شااا

نت تا ماری در  A/Edsp-های مو جاد بی عث ای با

های سااای  و میوه و نهال گلابی نشااادند اهشاااا

(Bogdanove et al., 1998; 

(Gaudriault et al., 1997. 

 (Venisse et al., 2003)ونیسااه و همکاران 

که نقش توام دو پروتئین موثره  ند  گزارش کرد

HrpN  وDspA/E  سب  ایجاد انفجار اکسیداتیو

هااای میزبااان در برهمکنش باااکتری بااا گونااه

ممی ه مکاااران شااااود.  ه ین آذرآبااادی و  چن

(Azarabadi et al., 2017)  گزارش دادند که

تحمل به بیماری آتشک با تغییر در الگوی تولید 

های فعال اکسااایژن و به ویژه تاثیر دو گونه گونه

های پراکساایدهیدروژن و هیدروکساایل در بافت

باشاااد. بنابراین با توجه به نقش میزبان مرتبط می

ئین موثر در فرآینااد  DspA/Eه کلیاادی پروت

نه بان و تولیاد گو با میز های فعاال برهمکنش 

اکسیژن، سطح تاثیر این پروتئین موثره و همچنین 

های درگیر در تولید های دفاعی اندامکواکنش

ند تعیین کننده های فعال اکسااایژن، میگونه توا

 سطح مقاومت میزبان به بیماری آتشک باشد. 

مکاران از ساااوی دیگر بررسااای دبروی و ه

(DebRoy et al., 2004)  با اسااتفاده از موتانت
-A/Edsp  باکتریE. amylovora  نشاااان دادند

های میزبان با این ساااویه ساااازی بافتکه آلوده

کالوز و بروز واکنش های سااابا  رساااو  

سویه موتانت  سی  در مقابل  مقاومت در میزبان 

 گیری کشااااد. بر این اساااااز، چنین نتیجااه

موثره  ین  ئ پروت از کریش  DspA/Eردنااد کااه 

 بااازدارناادگاای سااااامااانااه دفاااع اکااتساااااباای

(Systemic Acquired Resistance = SAR) 

وابسااته به اساایدسااالیساایلیک موج  به فرآه  

های میزبان نمودن شرایط توسعه باکتری در بافت

 شود. می
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های انجام گرفته نتایج حاصاااله از بررسااای

ین ئ ت پرو ثرهبرروی  مو هنااده نشااااان هااای   د

هاا در زنجیره انتقاال الکترون تااثیر این پروتئین

کلروپلاساااات و انفجااار اکسااایااداتیو اساااات 

(Abdollahi et al., 2015) یر ث ین تااا ن مچ ه  .

ها در حسااااسااایت ارقام به بیماری کلروپلاسااات

یده اسااات  بات رسااا به اث تا حدودی  آتشاااک 

(Erfaninia et al., 2014) تااااثااایااار ایاان .

ین ئ ت ثرهپرو مو فوس  هااای  نش  ک لقاااو وا در ا

زایی، کانال حساسیت، انفجار اکسیداتیو، بیماری

یونی غشااااو پلاسااامایی، زنجیره انتقال الکترون 

یان ژن یائی و ب ندر های کلروپلاساااات و میتوک

گیاهی وابساااته به اکساااایش و احیاو نیز به اثبات 

های رسااایده اسااات. با این حال ارتباش واکنش

س شده در مقاومت و حسا شاهده  یت به بیماری م

 های موثره مشخص نیست. ها با پروتیئندر بافت

بنابراین این پژوهش با هدف آشااکارسااازی 

ساااازکارهای دفاعی میزبان در مقابل حمله عامل 

بیمااری و باه منظور تفکیاک نقش هر پروتئین 

موثره در این برهمکنش، به جداسازی و تفکیک 

م به ها بر روی سااااتار مقاومت ارقاآثار پروتئین

 بیماری آتشک انجام شد.

 

 هامواد و روش

 های باکتریاییمواد گیاهی و سویه

مواد گیاااهی مورد اساااتفاااده در این تحقیش 

 شاااااماال ارقااام مااخااتاالاا  گاالاباای اروپااایاای

(Pyrus communis L.)  با سااطوح حساااساایت

متفاوت به بیماری آتشاااک شاااامل رق  مقاوم 

متحماال هاااروساااوئیاات  یمااه  ن درگزی، رق  

(Harrow Sweet)  و رق  حساااااز بااارتلاات

(Bartlett)  باا ناام معاادل ویلیاامز(Williams) 

بالغ و  تان  قام گلابی مورد نظر از درا ند. ار بود

شکده میوه های معتدله سال  مجموعه ارقام پژوه

و سردسیری موسسه تحقیقات علوم باغبانی واقع 

در  1396در کمالشااهر کرج تهیه و در بهار سااال 

 ستقر شده بود.محیط درون شیشه م

به منظور اساااتقرار مواد گیاهی در شااارایط 

شه، نمونه شی شااهبرداریدرون  های جوان ها از 

بهاره انجام شد. جهت کشت، استقرار و پرآوری 

شااه شه ریز  شی شرایط درون  ، (in vitro)ها در 

QL(Leblay et al.,1991 ) از محیط کشاااات 

، یااک BAPگرم در لیتر شاااااماال یااک میلی

گرم در لیتر میلی 1/0، و 2iPم در لیتر گرمیلی

NAA مامی محیط فاده شاااد. برای ت های اسااات

گرم در لیتر  5/0کشت هشت گرم در لیتر آگار، 

ستفاده گردید  30پکتین و  ساکارز ا گرم در لیتر 

بل از افزودن آگار، محیط pHو  های کشااات ق

مدتتنظی  و سااامس محیط 7/5روی   ها برای 

 2/1گراد و فشااار درجه سااانتی 120دقیقه در  20

. (Abdollahi et al., 2015)بار اتوکلاو شاادند 

های ارقام مختل  گلابی، تحت شرایط چهشااه

های ساعت روشنایی با استفاده از  مپ 16نوری 

میکرومول بر  40 فلورساانت ساافید با شاادت نور

سانتی 23±1 مترمربع در ثانیه و دمای گراد درجه 

 روز یکبار زیرکشاات شاادند 45 گهداری و هرن

(Abdollahi et al., 2015). 

یک از پروتئین تاثیر هر  یابی  های موثره ارز
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HrpN ،HrpW  وDspA/E  روی ماایاازبااان بااا

 باکتری EA273اسااتفاده از مقایسااه تاثیر سااویه 

E. amylovora  تهیه شاااده از کشاااور آمریکا

(ATCCNumber-49946)  به عنوان شاااهد غیر

های ش یافته )تیپ وحشاای(، همراه با سااویهجه

ته  یاف به  /EdspA-و  Nhrp ،-Whrp-جهش  که 

یک از ساااویه ی  در هر  ته، ترت یاف های جهش 

مساائول تولید  dspA/Eو  hrpN ،hrpWهای ژن

 DspA/Eو  HrpN ،HrpWهای موثره پروتئین

 ااموش شده بود، استفاده شد. 

های جهش یافته باکتری، از کشاااور ساااویه

فرانساااه به صاااورت لیوفیلیز شاااده اریداری و 

سه  ساز دستورالعمل بانک ژن باکتریایی فران برا

بیوتیک لیتر آنتیگرم در میلیمیلی 30در حضور 

 هااایکااانااامااایساااین، کااه بااا اساااتفاااده از فیلتر

میکرومتر سااترون و به محیط کشاات اضااافه  2/0

شدند. همچنین برای تهیه مایه  شده بودند، تکثیر 

سویهتلقیح،  شاهد هر یک از  های جهش یافته و 

به صاااورت شااا  گرران در محیط  یاز  مورد ن

گراد درجه ساانتی 28مایع، در دمای  LBکشات 

دور در دقیقه روی انکوباتور شیکر کشت  180و 

های شدند. به منظور کاهش احتمال فرار سرشااه

درون شاایشااه از تلقیح با عامل بیماری، کدورت 

باکتری در یه تلقیح  نانومتر  600کول موج  ما

 روی عدد یک تنظی  شد.

 

 گیاه-ارزیابی برهمکنش عامل بیماری

های جهش به منظور بررسی برهمکنش سویه

عه،  طال قام گلابی مورد م با ار هد  ته و شااااا یاف

شه گلابی با کول حدود چهشااه شی های درون 

روز از  45تااا  40متر کااه ماادت سااااانتی 4-2

زیرکشاات آنها گرشااته بود، مورد اسااتفاده قرار 

قال  عال سااااازی زنجیره انت به منظور ف ند.  گرفت

 هااا، بااا الکترون کلروپلاساااات، کلیااه آزمااایش

ماتی نم قد قال م نهانت به و مدت پنج روز  به  ها 

جام شااااد  کارز ان قد سااااا فا محیط کشاااات 

(Abdollahi et al., 2015) . 

های آزمایش ها در لولهچهآلوده سازی شااه

متر انجام شد. به این منظور میلی 30ضخی  با قطر 

 QL (Leblay etمیلی لیتر از محیط کشاات  15

al., 1991)  هایکنندهفاقد ساکارز همراه با تنظی 

ستفاده  شده در مرحله پرآوری مورد ا شد ذکر  ر

سمس  سویه  200و  ماکرولیتر از مایه تلقیح از هر 

در تیمارهای مجزا به سطح محیط کشت هر لوله 

ساقه های هر رق  چهآزمایش اضافه شد و سمس 

 بر روی سطح محیط کشت استقرار داده شدند. 

های چهمیزان پیشاارفت نکروز در کول شااااه

ساعت یکبار، و  24با فواصل زمانی  درون شیشه

مدت  به  عاً  عت ) 720جم روز( پس از  30سااااا

سااازی ارزیابی و ثبت شااد. ارزیابی میزان آلوده

پیشرفت نکروز به صورت درصد کول شااه چه 

ساز کول بخش نکروزه به کول کل  نکروزه برا

 شااه چه محاسبه شد. 

 

 گیری نشت یونی نسبیاندازه

شاو ا گیری ز کریش اندازهشااص پایداری غ

های ارقام گلابی میزان نشت یونی نسبی ریزشااه

بافت  05/0ارزیابی شاااد. برای این منظور  گرم 
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سازی برگ ها و سمس شستشو ساقه پس از جدا

 هااایاای بااا حااجاا  بااا آ  مااقااطااربااه لااولااه

مدتمیلی 50 به  فت و  یا قال   لیترآ  مقطر انت

با  24 تاس و شااادت نورک   سااااعت در دمای ا

 دور در دقیقه تکان داده شااادند 110سااارعت 

هااا همراه نمونااه هاادایاات الکتریکی آ  مقطر.

(EC1)  توسط دستگاهEC شد. متر اندازه گیری 

های آزمایش در حمام آ  جوش سااامس لوله

دقیقه قرار  45گراد( به مدت درجه ساااانتی 110)

آنها مجدداً  EC2گرفتند و پس از سااارد شااادن 

ندازه یت نشااااا ها  ت یونی گیری شااااد و در ن

ید  (EL)نسااابی  به گرد حاسااا له زیر م عاد با م

(Sairam and Srivastava, 2001). 

EL % = [EC1/EC2]×100 

آزمااایش نکروز در پنج تکرار و آزمااایش 

نشااات یونی در چهار تکرار انجام و محاسااابات 

افزار آماری و رسااا  نمودارها با اساااتفاده از نرم

 (Microsoft, USA- Version 2007)اکسااال 

 انجام شد.

 

 و بحث نتایج

های در این بررسی هدف ارزیابی اثر پروتئین

های شامل پروتئین E. amylovoraموثره باکتری 

HrpN ،DspA/E  وHrpW  در برهمکنش بااا

ارقام مختل  گلابی شاااامل رق  مقاوم درگزی، 

رق  متحمل هاروسااوئیت و رق  حساااز بارتلت 

و سرعت  بود. این ارزیابی از کریش بررسی میزان

پیشرفت نکروز و مقایسه میزان نشت یونی نسبی 

دیده ارقام گلابی در اثر حمله  های اسارتبافت

عامل بیماری انجام شد. نتایج بیانگر ظهور نکروز 

باً در تمامی نمونه های ارقام مختل  گلابی تقری

های مختل  موتانت و زنی شاااده با ساااویهمایه

(. 1ل وحشااای باکتری عامل بیماری بود )شاااک

شااه شاهد که با چههمچنین در کلیه  های ارقام 

 زنی شده بودند، استفاده از آ  مقطر استریل مایه

هیچگونااه علائ  بروز نکروز در کول ماادت 

هده نشااااد. بروز علائ  نکروز  مایش مشااااا  آز

 زنی شااااده و عادم هاای ماایاهچاهدر شاااااااه

اه یانگر چهبروز نکروز در شااااا هد ب های شااااا

نی با اساااتفاده از ساااامانه ارزیابی زموفقیت مایه

ای در هردو گروه سااویه وحشاای و شاایشااهدرون

 هاای موتاانات بااکتری عاامال بیمااری ساااویاه

 آتشک بود. 

شرفت علائ   سرعت پی سه زمان ظهور و  مقای

های ارقام گلابی مورد بررسااای با چهدر شاااااه

سیت سا شان ح شک ن های مختل  به بیماری آت

داد که اولین علائ  نکروز پس از گرشاات سااه 

حماال  ت م تلاات و  ق  حساااااز بااار روز در ر

آشکار و ظهور علائ  در رق  مقاوم  هاروسوئیت

 درگاازی تااا هاافاات روز بااه تاااااایاار افااتاااد 

شکل  شرفت علائ  در 2و  1) سرعت پی (. لیکن 

اه تا چهشااااا یت  هاروساااوئ های رق  متحمل 

ندازه بارتلت ک ا به ای از رق  حسااااز  تر بود، 

صاااورتی که میزان پیشااارفت کامل نکروز در 

به های رق  حساز و متحمل به ترتی  سرشااه
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های ارقام گلابی اروپایی درگزی چهمقایسه پیشرفت نکروز بیماری آتشک و درصد نشت یونی نسبی در شااه -1شکل 

و سویه  Erwinia amylovoraهای جهش یافته باکتری )مقاوم(، هاروسوئیت )متحمل( و بارتلت )حساز( تحت تاثیر سویه
سازی. درصدهای بیان شده در قسمت پائینی هرشکل بیانگر میانگین میزان نشت های مختل  پس از آلودهوحشی کی زمان
 های جهش یافته و وحشی عامل بیماری است. زنی شده با سویههای مایهیونی نسبی نمونه

Fig. 1. Comparison of the necrosis development and relative electrolyte leakage percentage in the European 
pear cultivars Dargazi (resistant), Harrow Sweet (tolerant) and Barttlet (susceptible) under the influence of 
mutant and wild type strains of Erwinia amylovora during different times after inoculation. The percentages 
expressed in the lower part of each figure represent the average relative electrolyte leakage of the samples 
inoculated with mutant and wild type strains of the causal agent of the disease. 

 

 کااول انااجاااماایااد تااعااداد هاافاات و نااه روز بااه

 (. 2و  1)شکل 

کارآئی اساااتفاده از دو شاااااص زمان بروز 

اولین علائ  و همچنین ساارعت پیشاارفت نکروز 

برای ارزیابی مقاومت ارقام مختل  دراتان میوه 

(، Hassani et al., 2016دار اع  از ساای  )دانه

( و به، Abdollahi and Salehi, 2017گلابی )

تایج قبلی مطابقت دارد. همچنین نشاااانگر و  با ن

توان با اسااتفاده از موید این مطل  اساات که می

سیتی  سا شه به ارزیابی رفتار ح شی سامانه درون 

ماری آتشااااک و همچنین  به بی بت  قام نسااا ار

سااااااتااارهااای فیزیولوژیااک آنهااا پرداااات 

(Abdollahi et al., 2004.) 

های چهارزیابی نشااات یونی نسااابی شاااااه

شاندرون شه ن شرایط قبل از مایه شی زنی، داد در 

های کلیه ارقام و چهیونی در شااه میزان نشت

 

 درگزی                                                     هاروسوئیت                                                              بارتلت                         
                                                Dargazi                                            Harrow sweet                                                  Bartlett 

 سازیروز پس از آلوده                                         سازی  روز پس از آلوده                                  سازی   روز پس از آلوده                      
           Days after inoculation                            Days after inoculation                          Days after inoculation 
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سازی ارقام گلابی با سطوح مختل  حساسیت به بیماری های پس از آلودهپیشرفت نکروز در کی زمانمقایسه  -2شکل 
 Nrph-(؛ سویه موتانت A) غیر موتانت شامل سویه Erwinia amylovoraهای وحشی و موتانت باکتری آتشک با سویه

(B ؛ سویه موتانت)-Wrph (C)  و سویه موتانت-A/Edsp (D)اروسوئیت و بارتلت به ترتی  به عنوان . ارقام درگزی، ه
ها بیانگر تکرار و اطوش روی میانگین پنجها به صورت میانگین . ارزششدندمقاوم، متحمل و حساز به بیماری استفاده 

 باشد.اطای استاندارد می

Fig. 2. Comparison of necrosis development after inoculation of pear cultivars with different 
levels of susceptibility to wild-type and Erwinia amylovora mutant strains: wild type (A), dspA/E- 

mutant (B), hrpW- mutant (C), hrpN- mutant. The values are mean of five replications and the bars 
are means ± standard errors. 

 

 درصاااااد باااود  10تاااکااارارهاااا حااادود 

 وجود میزان اناادکی نشاااات (.3و  2)شاااکاال 

یونی نسااابی در شااارایط بودن تنش در مطالعات 

یز روی بااافاات ن گر  ی گناادم د ل    هااای سااااا

(Filek et al., 2012  سااااااایااااا ،) 

(Krasuska and Gniazdowska, 2012 و )

( گزارش Brisset and Paulin, 1991گلابی )

 شده است. 

 

ته  یاف یه جهش  با سککو قام گلابی  برهمکنش ار

-Nhrp Erwinia amylovora 

کروز در ارقااام گلابی درگزی،  ن شاااروع 

سویه جهش  شده با  سوئیت تیمار  بارتلت و هارو

به ترتی  در روزهای چهارم، هفت   Nhrp-یافته 

 
 سازی  روز پس از آلوده                                                                                           سازی   روز پس از آلوده                                     

                   Days after inoculation                                                                     Days after inoculation     
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حساسیت به سازی ارقام گلابی با سطوح مختل  های پس از آلودهمقایسه تغییرات نشت یونی نسبی در زمان -3شکل 

 (؛ سویه موتانتAشامل سویه غیرموتانت ) Erwinia amylovoraهای وحشی و موتانت باکتری بیماری آتشک با سویه
-Nhrp (B ؛ سویه موتانت)-Whrp (C و سویه موتانت )-A/Edsp (D ارقام درگزی، هاروسوئیت و بارتلت به ترتی  به .)

ها تکرار و اطوش روی میانگین چهارها به صورت میانگین . ارزششدنده عنوان مقاوم، متحمل و حساز به بیماری استفاد

 باشد.بیانگر اطای استاندارد می
Fig. 3. Comparison of relative electrolyte leakage changes after inoculation of pear cultivars with different 

levels of susceptibility to wild-type and Erwinia amylovora mutant strains: wild type (A), dspA/E- mutant 

(B), hrpW- mutant (C), hrpN- mutant. The values are mean of four replications and the bars are means ± 

standard errors. 

 

(. بر این B-2چهارده  مشاااهده شااد )شااکل و 

تاایر در  یه ارقام مورد آزمایش  اسااااز در کل

های تیمار شده با سوی بروز علائ  نسبت به نمونه

غیر جهش یافته مشاااهده گردید. از سااوی دیگر 

قابل توجه تساااریع در بروز علائ  در رق   نکته 

یت بود.  هاروساااوئ تاایر آن در رق   درگزی و 

ی ه ارقام مورد بررسااای سااارعت همچنین در کل

پیشاارفت نکروز یا تعداد روز  زم از زمان ظهور 

علائ  تا کامل شدن علائ  تفاوت قابل توجهی با 

 سویه شاهد نشان نداد. 

های تیمار شااروع نشاات یونی نساابی در نمونه

، ابتدا در رق  Nhrp-شاااده با ساااویه جهش یافته 
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یت  هاروساااوئ لت و  بارت درگزی و سااامس در 

(. با این حال رق  B-3شاااد )شاااکل مشااااهده 

سبی را  شت یونی ن سرعت ن درگزی و بارتلت به 

تا روز  یت  هاروساااوئ ند ولی در رق   مه داد ادا

بیست و یک  ادامه پیدا کرد. این نتایج آزمایشات 

( را تایید میکند. B-2پیشااارفت نکروز )شاااکل 

های قبلی نشااان داده اساات که پروتئین بررساای

نه دارای دو نق HrpNموثره  ما ش تحریک ساااا

های میزبان زائی در بافتدفاع اکتساابی و بیماری

 PRهای باشد. این پروتئین باعث تحریک ژنمی

های مرتبط با بیماری زایی در و القاو بیان پروتئین

 گاااایاااااهااااان شااااااده و از سااااااوی 

با حرف  دیگر، گیاهان تراریخت ایجاد شاااده 

توان تولید اساااید ساااالیسااایلیک، قادر به ایجاد 

قاو با م مار  له تی قائی بوسااای نبودند  HrpNمت ال

(Dong et al., 1999) . 

شان میا ضوع ن دهد که مقاومت ایجاد ین مو

له پروتئین  مل  HrpNشااااده بوسااای عا باکتری 

سابی  سامانه دفاع اکت سازی  بیماری، از کریش فعال

شود. تسریع وابسته به اسید سالیسیلیک ایجاد می

در ظهور علائ  نکروز و همچنین نشاات یونی در 

ما ً در این رق  درگزی نشاااان می دهد که احت

ئین موثره رق  نقش تحریااک گنناادگی پروت

HrpN سبت به سابی ن سامانه دفاع اکت نقش  روی 

زائی آن برتری داشااات، به صاااورتی که بیماری

سب  تبدیل رق  مقاوم  حرف این پروتئین موثره 

ساز در مقابل  سیارح به بیماری درگزی به رق  ب

شد. از کرف دیگر در  Nhrp-سویه جهش یافته 

سوئیت، با در نظر گرفتن تاایر  رق  متحمل هارو

قابل توجه در بروز علائ  در مقابل سااویه جهش 

شان داد  Nhrp-ته یاف شاهد ن سویه  سه با  در مقای

کااه بر الاف رق  درگزی، در این رق  نقش 

یماااری موثره ب ین  ئ پروت ئی  قش  HrpNزا ن بر 

گنندگی آن غلبه داشااات و حرف آن تحریک

 سب  تاایر قابل توجه در بروز علائ  شد.

 

ته  یاف یه جهش  با سککو قام گلابی  برهمکنش ار

-Whrp Erwinia amylovora 

زنی شده با شروع نکروز در ارقام گلابی مایه

سوئیت،  hrpW-سویه جهش یافته  در ارقام هارو

سه و نه روز  بارتلت و درگزی بترتی  بعد از دو، 

(. C-2)شاااکل  زنی مشااااهده شااادپس از مایه

شتر از  شرفت نکروز در رق  بارتلت بی سرعت پی

ساااایر ارقام بود و بعد از ساااه روز کامل گردید. 

روساااوئیت و بارتلت با سااارعت کمتری ارقام ها

 نکروز کامل را نشان دادند. 

های بررسااای نشااات یونی نسااابی در نمونه

 تقریباً Whrp-زنی شااده با سااویه جهش یافته مایه

هد غیر جهش  یه شااااا با ساااو به و منطبش   مشااااا

( که با گزارش قبلی Cو  A-3)شاااکل  یافته بود

Venisse و هاامااکاااران مااطااابااقاات دارد 

(Venisse et al., 2003) . یج نتااا مقااایسااااه 

آزمایشااات نکروز و نشاات یونی بوساایله سااویه 

و سااویه وحشاای نشاااندهنده  Whrp-جهش یافته 

باشد. بر این اساز به های بسیار جزئی میتفاوت

سد پروتئین موثره نظر می ست  HrpWر ممکن ا

ماری تاثیر را در بی یا کمترین  تاثیر و  قد  زایی فا

 داشااااتااه باااشااااد  E. amylovoraباااکااتااری 
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(Taheri et al., 2017)های . کبش نتایج ارزیابی

 Whrp-قبلی که با اسااتفاده از سااویه جهش یافته 

نقشااای در  HrpWانجام شاااده اسااات، پروتئین 

زایی تحریک واکنش فوس حساااساایت و بیماری

 ناادارد. بااا این حااال  E. amylovoraباااکتری  

مکاااران ه نی و  هرسااااتااا هری شاااا بش کااا  ک

(Taheri et al., 2017)  و عااباادالاالااهاای

(Abdollahi, 2003) اند که ممکن گزارش کرده

اساااات این پروتئین موثره نقش محاادودی در 

شد  شته با سابی گیاه دا سامانه دفاع اکت تحریک 

 که به آزمایشات دقیقتری در این زمینه نیاز است.

 

 .Eبرهمکنش ارقام گلابی با سککویه جهش یافته 

-A/Eamylovora dsp 

زنی شده با شروع نکروز در ارقام گلابی مایه

و  9به ترتی  بعد از  A/Edsp-سااویه جهش یافته 

ق   12 مس در ر گزی و ساااا ق  در روز در ر

(. رق  بارتلت D-2)شکل  هاروسوئیت ایجاد شد

گرشاااات  عد از  روز علائ  نکروز را  30حتی ب

نشاااان نداد. سااارعت پیشااارفت نکروز در رق  

 درگزی بود. بیشتر از رق   هاروسوئیت

شروع نشت یونی نسبی در ارقام گلابی تیمار 

دیرتر به  A/Edsp-شاااده با ساااویه جهش یافته 

ها (. همچنین این نمونهC-3وقوع پیوست )شکل 

ری به حداکثر میزان نشت در مدت زمان کو نی

یونی نساابی رساایدند. در بین ارقام مختل ، رق  

شروع به ن شت هاروسوئیت زودتر از دیگر ارقام 

به حداکثر  ها  یونی نسااابی کرد ولی دیرتر از آن

سبی  شت یونی ن سمس ن سبی رسید.  شت یونی ن ن

 در رق  درگزی شاااروع شاااد و بعد از گرشااات

زنی به حداکثر میزان نشااات روز از زمان مایه 17

زنی روز از زمان مایه 22یونی نسبی رسید. بعد از 

رق  بارتلت افزایش قابل توجهی در میزان نشاات 

نسبی مشاهده نشد. به نظر می رسد، افزایش یونی 

روز به حدود  30نشت یونی نسبی این رق  بعد از 

شه 27 شی ضمحلال درون  ای گیاه درصد بدلیل ا

 کی این مدت بود. 

ااموش شاااادن ژن  تایج،  به این ن جه  با تو

ظه در  DspA/Eپروتئین موثره  بل ملاح قا تاثیر 

 .دارد E. amylovoraزایاای پاااتااوژن باایااماااری

بارتلت حتی بعد از گرشااات ب طوریکه در رق  

نه علائمی از شاااروع نکروز و  ماه هیچگو یک 

 نشااات یونی نسااابی مرتبط با بیماری مشااااهده 

 هااا دراصاااوه نشااااد. در نتیجااه این یااافتااه

رق  بارتلت تاییدکننده نتایج قبلی دراصاااوه 

موتاااناات توساااط  یماااری  ب یجاااد   هااای عاادم ا

باااشااااد در گلابی می DspA/Eپروتئین موثره 

(Bogdanove et al., 1998; Gaudriault et al., 1997). 

یت تایج موفق قام آمیز آلودهن سااااازی در ار

شان سامانه درگزی و هاروسوئیت ن دهنده برتری 

سازی شااه و میوه ای نسبت به آلودهدرون شیشه

ای در شاارایط درون شاایشااهچون باشااد، گیاه می

افی تمایز نیافته و سااامانه ها به اندازه کچهشااااه

دفاعی گیاه مانند گیاهان مورد استفاده در شرایط 

مل نمی نه ع خا جه نقش باغ و گل ند. در نتی ک

ثره  مو ین  ئ ت یماااری  DspA/Eپرو ب یجاااد  در ا

تواند بسیار مه  باشد. بر این اساز و با توجه می

تایج بررسااای نشااات یونی نسااابی و نکروز   به ن
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 DspA/Eروتئین موثره توان پدر این آزمایش می

زایی در را بعنوان اصااالی ترین عاااماال بیماااری

. از ساوی دیگر دانسات E. amylovoraباکتری 

این نتااایج نشااااان دهنااده نقش تقریباااً برابر دو 

موثره  ین  ئ ت یجاااد  DspA/Eو  HrpNپرو در ا

تر بیماااری در رق  درگزی، نقش نسااابتاااً مه 

در رق   DspA/Eنساااباات بااه  HrpNپروتئین 

هاروساااوئیت و نقش کلیدی و منحصااار به فرد 

ین  ئ ت ق   HrpNپرو یماااری در ر ب یجاااد   در ا

 بارتلت بود.

بر اساز مطال  ذکر شده نتایج نشت یونی با 

نکروز در انطباس بود. نشااات یونی پایه در کلیه 

یه زنی در  ما یک روز از  قام گلابی پس از  ار

درصااد بود که این میزان نشاات یونی  10حدود 

سااااعت قبل از ظهور علائ  نکروز  48تا  24بین 

به شااادت شاااروع به افزایش کرد و با مشااااهده 

درصااد افزایش یافت.  70علائ  نکروز به حدود 

شدگی  شاهده علائ  آبگز   (Water soaking)م

ها با شروع افزایش شدید نشت یونی در در نمونه

به نظر  تایج ذکر شاااده  باش بود. بر اسااااز ن ارت

بیشترین تاثیر را  DspA/Eئین مؤثره رسد پروتمی

ماری ته و نقش در بی بیشاااتر   HrpNزایی داشااا

 HrpWتحریک ساااامانه دفاعی گیاه بود و نقش 

زایی عامل بیماری بسااایار ناچیز و یا در بیماری

 باشد. فاقد اثر می

بررسااای نتایج نکروز و نشااات یونی بوسااایله 

ینموتاااناات ئ ت پرو ثره هااای  مو و  HrpNهااای 

DspA/E  شی باکتری و سویه وح سه آنها با  مقای

دهد، سااااتار مقاومت و عامل بیماری نشااان می

حساسیت به عامل بیماری در رق  مقاوم درگزی 

با ارقام هاروسااوئیت و بارتلت متفاوت اساات. بر 

یافته های جهشاین اسااااز زمانی که از ساااویه
-Nhrp  و-A/Edsp زناای ارقااام باارای مااایااه

اده شااد، زمان ظهور هاروسااوئیت و بارتلت اسااتف

زایی( نسبت به زمانی که از سویه نکروز )بیماری

وحشی باکتری استفاده شده بود به تاایر افتاد به 

زایی کاهش داشاات عبارت دیگر شاادت بیماری

که این موضااوع متاثر از تحریک سااامانه دفاعی 

 HrpNهای موثره گیاه بوسیله هر یک از پروتئین

مااا در رق  مقاااوم بااه تنهااایی بود. ا DspA/Eو 

نی کااه از ساااویااه جهش فتااهدرگزی زمااا  یااا

-Nhrp زنی اسااتفاده شااده بود ظهور جهت مایه

علائ  نکروز نسبت به زمانی که از سویه وحشی 

استفاده شده بود زودتر حادث شد و در اصوه 

تغییر محسااوساای در  A/Edsp-اسااتفاده از سااویه 

 زمان ظهور علائ  نکروز مشاهده نشد. 

 هاااااامااااااکاااااااران آذرآبااااااادی و

(Azarabadi et al., 2017)  در پژوهشی بر روی

های فعال اکساایژن نشااان دادند ارقام گلابی گونه

به بیماری  فاوت برای تحمل  از دو ساااازکار مت

کنند که با نتایج این تحقیش آتشااک اسااتفاده می

که در رق   کار اول  قت دارد. در ساااااز طاب م

 هاروسوئیت مشاهده شد، تولید زودهنگام و بیش

از حد پراکسید هیدروژن باعث مهار بیماری شد 

و در سااازکار دوم که در رق  درگزی مشاااهده 

شااد تلاش برای تولید بیش از حد زیاد پراکسااید 

به رادیکال  بدیل آن  هیدروژن و جلوگیری از ت

مخر  هیدروکسایل شاد. این تفاوت ساااتاری 
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در بحث مقاومت رق  درگزی در مقایسه با سایر 

قام می فاوت این رق  تواار یل منشاااااو مت بدل ند 

(Pyrus communis)  با له ژنتیکی آن  فاصااا و 

شد. در این اصوه توصیه  سایر ارقام گلابی با

های جهش یافته مورد شود با استفاده از سویهمی

تری های دقیشاسااتفاده در این پژوهش، بررساای

 در رابطه با سااتارهای دفاعی گیاه انجام پریرد. 

به نقش جه  کال مخر   با تو یدی رادی کل

سااتارهای مقاومتی ذکر  هیدروکسیل در ایجاد 

شاااده، در ادامه مسااایر  زم اسااات بدین منظور 

تری روی ساااااتارهای تر و عمیشبررسااای دقیش

ها تحریک کننده و یا بازدارنده تاثیر این رادیکال

صااورت پریرد. بر اساااز نتایج قبلی ارائه شااده 

ستانی و همکارا شهر سط کاهری   Taheri)ن تو

Shahrestani et al., 2017)  هی و ل ل عباادا و 

 هاااااااااااااااااماااااااااااااااااکااااااااااااااااااران 

(Abdollahi et al., 2015)  مبنی بر نقش کلیدی

قال الکترون کلروپلاسااات در  و موثر زنجیره انت

انفجار اکسااایداتیو بیماری، شااااید ساااااتارهای 

ها نظیر فریتین به مقاومتی موجود در کلروپلاست

عنوان یک پروتئین کلیدی و پوشش دهنده آهن 

ماز مساااتقی   نده ت بازدار به عنوان  دو ظرفیتی 

کاهش دهناده ت یل پراکسااایادهیادروژن و  بد

خر   م یکااال  هیاادروژن بااه راد پراکساااایااد

ها، هیدروکسااایل، در کنار میزان آهن فعال بافت

های آتی و های  زم برای بررسااییکی از گزینه

ماری در ارقام گلابی عمیش به این بی تر مقاومت 

 باشد.
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