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-Synthetic pathogen( هاربیمارگهاي مصنوعی القاپذیر با بر پیش

inducible promoters(  در  طبیعیهاي بر پیشبراي جایگزین مناسبی

 بر پیش باشند. یکمیورزي ژنتیکی گیاهان با هدف تولید ارقام مقاوم  دست

بیمارگرهاي  به پاسخ درتنها  باید آلدر شرایط ایده بیمارگر با پذیرالقا

شود و ژن مقاومت به بیمارگر را به صورت موضعی و موقتی  فعال هدف

مت هاي طبیعی، توجه را به سبر پیشها در فقدان این ویژگی کند. بیان

 هابر پیش این ساختار درهاي مصنوعی معطوف داشته است. بر پیشطراحی 

 این امر که شودمی استفاده تنظیمی سیس عناصر چون اجزائی از

 بر پیشپذیري بالایی را در تعیین میزان بیان و نوع القاپذیري یک  انعطاف

مصنوعی  بر پیشترین روشهاي آنالیز یک  نماید. یکی از متداول مهیا می

بیان موقت مبتنی بر اگروباکتریوم  روشالقاپذیر با بیمارگر، استفاده از 

 زیستی و مطالعه بیان تراژن، آنالیزباشد. با اعمال تیمارهاي زیستی و غیر می

بر  پیش یق،تحق ایندر  در زمان کوتاهی قابل انجام است. بر پیشعملکرد 

 ظیمی و القایی سیستنعنصر نسخه از از دو  (متشکل SP-DDی مصنوع

D Box ژن بر پیش از منشاء PR2 (گر ل با ژن گزارشدر اتصا گیاه جعفري

 توتوني گیاه ها برگاینتروندار طبق روش اگرواینجکشن به  بتاگلوکرونیداز

منتقل شد و عملکرد آن در ) Nicotiana benthamianaیانا (گونه بنتام

نتایج هاي محیطی بررسی گردید.  واکنش به تیمار سالیسیلیک اسید و تنش

ژن  ید،اس یسیلیکسالدر پاسخ به  SP-DD مصنوعی بر پیشنشان داد 

 24ساعت به  2و میزان بیان با گذشت زمان از  کرد بیانبتاگلوکرونیداز را 

 هايتنشبه  فوق بر پیشچنین هم ، افزایش نشان داد.از اعمال تیمار ساعت

بر  ماوراء بنفشاشعه تنش  یول دادنشان  اندکی حساسیت سرما و گرما

  اثر بود.بیآن  ءالقا

  

 ،بر پیشآنالیز  القاپذیر، بر پیشمصنوعی،  بر پیش :هاي کلیديواژه

  بتاگلوکرونیداز ژن گزارشگراگرواینجکشن، 
 

 
 

Synthetic pathogen-inducible promoters are suitable 

alternatives for native promoters in plant genetic manipulation 

to the purpose of resistant crop production. An ideal pathogen-

inducible promoter would only be activated in response to 

target pathogens. Furthermore, it should express the transgene 

locally and temporarily. The absence of these characteristics in 

native promoters have drawn the attentions toward design and 

construction of synthetic promoters. Some components like 

cis-regulatory elements are used in construction of synthetic 

promoters and this provides high flexibility in determining the 

expression quantity and the inducibility type. One of the most 

common methods for a synthetic inducible promoter analysis 

is using Agrobacterium-mediated transient expression system. 

With this method, Functional analysis of the promoter can be 

performed in a short time by application of biotic and abiotic 

treatments and assaying the transgene expression. In this 

study, the SP-DD synthetic pathogen inducible promoter 

(containing of two copies of Box D cis-element derived from 

parsley PR2 promoter) fused with an intron-containing ß-

glucuronidase reporter gene was transferred to tobacco leaves 

(Nicotiana benthamiana) by agroinjection. The promoter 

function was evaluated in response to salicylic acid treatment 

and environmental stresses like heat, cold and UV radiation. 

The results showed that the SP-DD synthetic promoter 

induced the ß-glucuronidase gene expression in response to 

salicylic acid and the expression amount increased over time 

from 2 hours to 24 hours post applicaion. Besides, the 

promoter showed slight sensitivity in response to heat and cold 

stresses but the ultraviolet radiation stress had no effect on the 

promoter induction.    

 
Keywords: Synthetic promoter, Inducible promoter, Promoter 

analysis, Agroinjection, ß-glucuronidase reporter gene 

  

   توتون گیاه با استفاده از روش اگرواینجکشن در  SP-DD مصنوعی بر پیشعملکرد  آنالیز
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 Abstract  چکیده
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  مقدمه

 تحت يها ژن یانب اینکه دلیل به ییالقا هايبر پیش

 یکتواند در مراحل خاص توسعه یآنها م کنترل

و  بررسیمشخص  یطتحت شرا یابافت  ،موجود

 یکژنت یدر مهندس یمهم یارابزار بس شود، تنظیم

 ,Gurr and Rushton( آیندبه حساب می گیاهی

 گیاهی يهاژن یسیرونوبا تحریک بیمارگر، . )2005

 فعال یر با بیمارگر،القاپذ يهابر پیش تحت کنترل

 عنوان به که بیمارگر ویژه هاي مولکولشود. یم

شامل قطعات  شوندیشناخته م )Elicitorمحرك (

 یوارهاز د یناش یدساکاریپل یا یپیدل ید،پپت ین،پروتئ

 یترشح واکنش یکحاصل  یاو  یغشا خارج ی،سلول

در پی حمله  .)Boller, 1995د (باشنیبیمارگر م

 یقاز طر یعی در گیاهسر یدفاع يهاپاسخبیمارگر، 

 Signalingیگنالی (س یتهدا یرهاياز مس يتعداد

pathways( ها به در نهایت پیام. افتدیبه راه م

تعدادي از ژنشوند و در آنجا هسته سلول هدایت می

برداري کننده نسخهکدکننده عوامل فعال يها

)transcription factors (شوند. این عوامل بیان می

ها، ژن بر پیشبا هدف قرار دادن نواحی خاصی از 

-ها و ترکیبات ضد میکروبی را سبب میبیان پروتئین

 ;Hammond-Kosack and Jones, 1996شوند. (

Yeri et al., 2013 .( 

با بیمارگر،  یرالقاپذطبیعی  يهابر پیشاز  بسیاري

 دهند کهیرا نشان م یهپا یاناز ب سطوح متفاوتی

ورزي ژنتیکی  هاي دست در برنامهآنها را استفاده از 

 بر پیش یکسازد. یم و پیچیده نامناسبگیاهان 

 در بسرعت باید آلدر شرایط ایده بیمارگر با پذیرالقا

شود و ژن تحت  فعال فبیمارگرهاي هد به پاسخ

علاوه بر  کنترل خود را در مقدار مناسب بیان نماید،

و  بوده فعالغیر نبود عامل بیماري شرایط این باید در

هاي دیگر در آن بسیار اندك باشد. از ویژگی پایه بیان

اینکه تراژن تحت کنترل آن باید بصورت موضعی و 

 بیان شود بیمارگر حمله محل سلولهاي تنها در

)Gurr and Rushton, 2005; Shokouhifar et 

al., 2010 (هاي بر پیشها در . نبود این ویژگی

طبیعی، توجه را به سمت طراحی و ساخت 

 ساختار درهاي مصنوعی معطوف داشته است. بر پیش

 حداقل هايتوالی چون اجزائی از هابر پیش این

 Cis regulatory( سیس تنظیمی عناصر و يبر پیش

elementsري بالائی یپذانعطاف که شودمی ) استفاده

 بر پیشرا در تعیین میزان بیان و نوع القاپذیري یک 

). Gurr and Rushton, 2005( نمایندمیمهیا 

خاصیت القاپذیري این عناصر سیس با جداشدن آنها 

حداقل  بر پیشطبیعی و ادغام آن به یک  بر پیشاز 

). تحقیقات نشان Yeri et al., 2013شود ( حفظ می

داده که وجود دو نسخه از یک عنصر در ساختار 

هاي مصنوعی براي حصول بیشترین بر پیش

 ,.Rushton et alباشد (آل میالقاپذیري، ایده

2002; Gurr and Rushton, 2005(.  با توجه به

)، در بین 2002و همکاران ( Rushtonمطالعات 

 بر یشاز منشاء پ D Box عناصر تنظیمی سیس،

PR2 هاي منحصر بفردي از ویژگی گیاه جعفري

بردارنده آن  هاي مصنوعی دربر پیشبرخوردار بوده و 

به طور محسوسی فاقد بیان پایه یا القاپذیري به 

باشند و در عین حال وسیله زخم در گیاه می

  دهند.ها نشان میالقاپذیري متفاوتی را به بیمارگر

 واسطه به بیمارگرها، حمله به اهگی دفاعی پاسخ

 که رسانی،پیام مسیرهاي از اي پیچیده شبکه

 اسید سالیسیلیک دفاعی رسانپیام هاي مولکول

)SA(، اسید جاسمونیک )JA (اتیلن و )ET (آن در 

. گرددمی تنظیم دارند، عهده به را اصلی نقش

 بر گیاه دفاع در را مرکزي نقش یک اسید سالیسیلیک

 عهده به سیستمیک همچنین و موضعی آلودگی علیه

 دفاعی عمده رسانیپیام مسیر دو گیاهان در. دارد

 از عبارتند مسیرها این. دارد وجود بیمارگرها علیه

 از مستقل مسیر و اسید سالیسیلیک به وابسته مسیر

 و اسید جاسمونیک مسیر شامل که اسید سالیسیلیک

 مستقل بصورت مسیرها این. شودمی اتیلن مسیر

 از پیچیده شبکه یک طریق از بلکه نکرده عمل
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 Kunkel( کنندمی عمل تنظیمی هايکنش برهم

and Brooks, 2002(. انجام هايآزمایش براساس 

 بیوتروف بیمارگرهاي با اسید سالیسیلیک مسیر شده

 بیمارگرهاي با اتیلن و اسید جاسمونیک مسیر و

 ,.Shokouhifar et al (د باشمی مرتبط نکروتروف

2010;Yang et al., 2009(.  

هاي مصنوعی القاپذیر با بر پیشبه منظور آنالیز 

نسبت  بر پیشبیمارگرها، ضروري است مشخص شود 

رسانی دفاعی گیاه به کدامیک از مسیرهاي پیام

حساس است و همچنین ضمن تعیین میزان بیان 

ف هاي محیطی مختلپایه، واکنش آن نسبت به تنش

از جمله گرما و سرما تعیین گردد. براي حصول به 

 مصنوعی بر پیشاین اهداف دراین مطالعه، عملکرد 

SP-DD  متشکل از دو نسخه از عنصر تنظیمی و

رسانی دفاعی به مسیر پیام نسبت D Boxالقایی  

در قالب آزمایش بیان  ،وابسته به سالیسیلیک اسید

 توتون گیاه يها برگ در موقت مبتنی بر اگروباکتریوم

همزمان اثر برخی تنشهاي . بررسی شد گونه بنتامیانا

مورد استفاده ارزیابی شد و  بر پیش ءمحیطی بر القا

هاي بر پیشدر ساختار  D Boxاستفاده از عنصر 

  مصنوعی القایی مورد مطالعه قرار گرفت. 

  

    ها مواد و روش

در  Nicotiana benthamianaگیاهان توتون 

ساعت  16و دوره نوري  C °22 دمايگلخانه در 

 8ر سن ساعت تاریکی رشد یافته و د 8روشنایی و 

هفتگی مورد استفاده قرار گرفتند. از باکتري 

Agrobacterium tumefaciens  سویهGV3101 

) pSP-DD  )Shokouhifar, 2009ناقلکه حاوي 

بر  پیشهاي آنالیز سیالف) بود براي برر- 1(شکل 

شامل  SP-DDمصنوعی  بر پیش. ایی استفاده شدالق

 با توالی Box Dدو نسخه از عنصر 
TACAATTCAAACATTGTTCAAACA

AGGAACC بر حداقل  متصل به توالی پیش

CaMV 35S  است که در بالادست ژن گزارشگر

GUS  واجد اینترون در ساختار ناقل دوگانهpSP-

DD .سویه از  قرار داردGV3101  ناقلحاوي 

pGCGi )Shokouhifar et al., 2014( به عنوان 

به  ناقلفاقد  GV3101سویه از کنترل مثبت، و 

 يهایهسو عنوان کنترل منفی استفاده شد.

 پژوهشکده بیوتکنولوژي آزمایشگاهاز  یوماگروباکتر

  .شدند یهفردوسی مشهد ته علوم گیاهی دانشگاه

 تراریختی و مستعد هاي سلولسازي  آماده

به روش انجماد آنی   GV3101 اگروباکتریوم سویه

 .)Weigel and Glazebrook, 2005(شد انجام 

با استفاده و  PCRهاي تراریخت با روش کلنی کلنی

 -'5 توالی با  PSh4-Fاز آغازگرهاي اختصاصی 

TCC TTT AGC AGC CCT TGC GC -3'  
 CGA TCC AGA-'5 توالی با PSh4-R  و

CTG AAT GCC CAC A-3' )Shokouhifar 

et al., 2014(  .ها سازي سلول آمادهتایید شدند

 و همکاران Yangجهت تزریق بر اساس روش 

هاي تایید شده کلنی . بدین منظورانجام شد )2000(

 هاي بیوتیک آنتی مایع حاوي LB در محیط 

کشت و در انکوباتور  کانامایسین و سینیمپآریف

درجه  28دور و دماي  150شرایط  شیکردار با

ساعت نگهداري شدند.  72سانتیگراد به مدت 

 در دور 2500 سانتریفیوژ در با هاي باکتري سلول

القاء (یک گرم بر  محیط و در شدند داده رسوب دقیقه

، MgSO4-7H2Oگرم بر لیتر  NH4Cl ،3.0لیتر 

، CaCl2گرم بر لیتر  KCl ،01.0گرم بر لیتر  015.0

مولار  میلی FeSO4-7H2O ،2گرم بر لیتر  میلی 5.2

% ساکارز با MES ،1مولار  میلی 20بافر فسفات، 

 ها سلول. شدند معلق شب یک مدت ) به5.5اسیدیته 

 در و شدند داده مجدد رسوب سانتریفیوژ با سپس

 اسیدیته با MES و MgSO4 شامل تزریق محلول

 .شدند رقیق  OD600=0.8حصول  تا 5.5

به روش  حاصل باکتریایی سوسپانسیون

 هايسلول اگرواینجکشن به گیاه تزریق شد.

 pGCGi ناقل حاوي GV3101 سویه اگروباکتریوم



  )11-20( 1393بهار و تابستان ، ششمشماره  سوم، سال ،فناوري گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زیستمجله      14

 به تزریق جهت جداگانه صورت به نیز ناقل فاقد و

  .شدند آماده شده ذکر روش

توسعه  ي کاملاًها برگعمل اگرواینجکشن در 

لیتر  میلی 1بنتامیانا با سرنگ گونه یافته گیاه توتون 

هاي سوسپانسیون گرفت. بدون سوزن انجام

ي متصل به ها برگباکتریایی به فضاي بین سلولی 

گیاه تزریق شدند. به سه نقطه از پشت هر برگ 

تزریق صورت گرفت (به یک سوم فوقانی برگ 

GV3101  به یک سوم سمت چپ ناقلفاقد ،

و به یک سوم  pGCGi ناقلهاي حاوي باکتري

از  ).pSP-DD ناقلهاي حاوي سمت راست باکتري

دو تکرار در هر برگ تزریق شد. سپس روي  ناقلهر 

و در  با پوشش پلاستیکی پوشانده شد گیاهان

 16گراد تحت شرایط  درجه سانتی 22ژرمیناتور دماي 

ساعت تاریکی، نگهداري شدند.  8ساعت روشنایی و 

پوشش پلاستیکی روز بعد حذف شده و گیاهان به 

ماندند باقی مدت حداقل دو روز در همان محیط 

  ).3(شکل 

ساعت پس از اگرواینجکشن بر اساس منابع  48 

)Yang et al., 2000 ،(شامل  یطیمح یمارهايت

ساعت)،  3به مدت  گراد یدرجه سانت 4 يسرما (دما

 وساعت)  3به مدت  گراد یسانت درجه 37 ي(دما گرما

با طول موج دامنه  UV-B(اشعه  ماوراء بنفش اشعه

  ساعت) اعمال شدند یممدت نبه نانومتر  315تا  280

هاي برگی براي بررسی هیستوشیمیایی در و دیسک

بافر سنجش قرار گرفتند. همچنین تیمار سالیسیلیک 

 Yangکشن (ساعت پس از اگرواینج 48اسید نیز  

et al., 2000; Liu et al., 2011 با غلظت (mM 

 ي مورد بررسی باها برگر روي به صورت اسپري ب 2

ساعت پس  2هاي برگی  (تهیه دیسک 2بندي زمان

هاي  (تهیه دیسک 24اسید)، و  از تیمار سالیسیلیک

ساعت پس از تیمار سالیسیلیک اسید) انجام  24برگی 

هاي برگی مورد بررسی  شد و سپس دیسک

. )Cervera, 2004( هیستوشیمیایی قرار گرفتند

 در تیمار از پس برگی هايدیسکاز  يبردارتصویر

استفاده از  باکامل کلروفیل  ذفحو  سنجش محلول

 Am-313مدل  Dino-Lite( دیجیتال میکروسکوپ

T Plus شد نجام) ایوانساخت کشور تا .  

  

  نتایج و بحث

در این مطالعه با استفاده از سیستم بیان موقت  

  مصنوعی  بر پیشمبتنی بر اگرواینجکشن، پاسخ 

SP-DD  در ساختار ناقل دوگانهpSP-DD  در

عی سالیسیلیک اسید و بعضی هورمون دفاواکنش به 

هاي محیطی مورد بررسی قرار گرفت.  از تنش

 CaMVکامل  بر پیشحامل  pGCGi ناقلهمچنین 

35S  و ژن گزارشگرGUS دار بعنوان کنترل  اینترون

  ). 1مثبت در مطالعه مورد استفاده قرار گرفت (شکل 

  

 یتموقع گر، ینشگز گزارشگر، ژن مجموعهدهنده  نشان  pGCGiو  pSP-DDهاي ناقل T-DNAشماتیک منطقه  نماي - 1 شکل

 یندهنده نوپالیان: پاNos-Tچپ،  مرز: LBاز چپ به راست؛  یبترت به ،یرقابل تکث يو اندازه باندها یاختصاص ياتصال آغازگرها

بر  : پیشCaMV 35Sبا بیمارگر،  یرالقاپذ بر پیش: SP-DDسنتاز،  ینبر نوپال : پیشNos-Pفسفوترانسفراز،  یسیننئوما: NptII سنتاز، 

35S کلم، گل موزاییک ویروس Intینترون،: ا GUS :گلوکرونیداز، بتا ژن Poly A آدنیلاسیون، پلی: دنباله RB :راست مرز.  
  

  

  

  

  
  



 15  ... با استفاده از روش SP-DDمصنوعی  بر عملکرد پیش آنالیز :و همکاران بحر آبادي  

  

  

   ناقل يحاوشده  ییدتا ژنی یدپلاسم دو

pSP-DD  ناقلو pGCGi به  داگانهبطور ج

. یدندمنتقل گرد GV3101 یهسو یوماگروباکتر

ترانسفورم شده با استفاده از  هاي يانتخاب باکتر

 يمطالعه الگو یزو ن یسینکاناما يحاو یطمح

Colony-PCR تصاصیبا آغازگر اخ PSh4-F/R، 

 تایید را اگروباکتریوم به مذکور پلاسمیدهاي انتقال

  .)2نمود (شکل 

  

  
 GV3101 یههاي سوکلنی یختیترار ییدتا - 2 شکل

به  2و  pGCGi . 1و   pSP-DD يبا ناقل ها یوماگروباکتر

 یاختصاص يبا آغازگرها PCRمحصول  يباند الگوي یبترت

PSh4-F/R حامل ناقل  یختترار باکتريبه  مربوطpSP-DD 

)bp 514 و ناقل (pGCGi )bp 1094(، Mی: نشانگر وزن kb 1.  

  

حامل  GV3101 بیان موقت با استفاده از سویه

ساعت پس از  48فوق در برگ گیاه توتون  هايناقل

تزریق مورد بررسی قرار گرفت. در این مطالعه، 

به  یزن ناقلفاقد  GV3101هاي سوسپانسیون سلول

  ).3(شکل  شد لحاظ یعنوان کنترل منف

  اسید سالیسیلیک تیمار

   یمصنوع بر پیش واکنش یمنظور بررس به

SP-DD به وابسته دفاعی رسانیپیام  مسیر به 

ید بر اس یسیلیکسال تیمار ،یاهگسالیسیلیک اسید در 

هاي مورد بررسی ناقلي تزریق شده با ها برگروي 

. بدین منظور تیمار مستقیم سالیسیلیک اعمال گردید

سطح رویی دو برگ تزریق شده در یکی از  به اسید

گیاهان توتون بنتامیانا اعمال گردید. تهیه 

(دو  h2هاي برگی در دو زمان قراردادي  دیسک

 h24ساعت پس از کاربرد سالیسیلیک اسید) و 

) اسید سالیسیلیک تیمار از پسساعت  (بیست و چهار

+SA( گرفت انجام
+SAو  2

 روبروي يها برگ از). 24

 تیمار اثر بررسی براي نیز شده تیمار يها برگ

(بررسی اثر سیستمیک  اسید سالیسیلیک غیرمستقیم

 زمان دو هر تیمار سالیسیلیک اسید در گیاه) در

-SA ( گیري شدنمونه
-SA و2

 هايیاز بررس پس). 24

 SP-DD، 2 ییالقا بر پیش یانب یستوشیمیایی،ه

سیلیک اسید به صورت ساعت پس از کاربرد سالی

حال با مستقیم بسیار ضعیف بود. با این مستقیم و غیر

ساعت پس از تیمار سالیسیلیک اسید  24گذشت 

تحت  GUSبصورت مستقیم و غیرمستقیم، ژن 

  ).4بطور محسوسی بیان شد (شکل بر پیشکنترل این 

  

  
  .تزریقاز  پس ساعت 48توتون  برگ -3 شکل

 القایی حامل ناقل اگروباکتریوم سوسپانسیون تزریق محل

pSP-DD )A(،  ناقلpGCGi به ) عنوان کنترل مثبتB و (

  .)C( یبدون ناقل به عنوان کنترل منف GV3101 سویه

  

پس از  ساعتSP-DD، 2 بر پیش بیان اندك

 استایندهنده  نشان یداس یسیلیکسالموضعی  تیمار

 یدفاع یرفعال شدن مس يزمان برا ینا که احتمالاً

 نبوده یکافدر این گیاه  یداس یسیلیکمرتبط با سال

 از پس ساعت 24 القایی فوق، بر پیش طرفی از است.

 اسید، سالیسیلیک غیرمستقیم و مستقیم تیمار اعمال

  ی بطور بارزيمورد بررس يها را در نمونه GUS ژن
  

  

  

  

  

  

  

  

َAَ  َBَ  

ََC  



  )11-20( 1393بهار و تابستان ، ششمشماره  سوم، سال ،فناوري گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زیستمجله      16

    

  SA+
2  SA-

2  C-    

    

     
 SA+

24 SA-
24 C+  

  

  .منفی و مثبت هايکنترل با مقایسه در pSP-DDساعت پس از کاربرد آن، بر القاء ناقل   24و  2 اسید سالیسیلیک تیمار اثر -4 شکل

SA+
-h2         SA اسید در زمان  سالیسیلیک مستقیم تیمار :2

  h2 اسید در زمان  سالیسیلیک مستقیم غیر تیمار :2

SA+
-h24      SA اسید در زمان  سالیسیلیک مستقیم : تیمار24

  h24 اسید در زمان  سالیسیلیک غیرمستقیم : تیمار24

C+کنترل مثبت :            C-کنترل منفی :  

  
 h24 و h2 زمان در گزارشگر ژن ءالقا نحوهکرد.  یانب

این دهنده  نشان اسید سالیسیلیک کاربرد از پس

 یخارج و یکه اعمال موضع استمساله 

 یاناتوتون بنتام گیاهبرگ  یک يرو یداس سالیسیلیک

وابسته با  یرسانیامپ یرباعث فعال شدن مس

شود و با یشده م تیمار موضع در یداس یسیلیکسال

 24ساعت به  2یمار از گذشت زمان از اعمال ت

پس  یکهطور به یابدیم یشژن افزا یانب مقدار ساعت،

 یممستق تیمارساعت از  24 گذشت از

 GUSژن  یاندر ب یواضح یش، افزایداس یسیلیکسال

(اثر موضعی  شودیمشاهده م بر پیش ینتحت کنترل ا

 یاستعمال خارج ینهمچناسید).  سالیسیلیک

باعث  بیمارگرها، ءید همانند اثر القااس یسیلیکسال

در  )SAR( یاکتساب یستمیکمقاومت س ظهور

هاي سالم و  اه از جمله قسمتهاي مختلف گی اندام

 ;Ryals et al., 1996( شودمینشده گیاه تیمار

Pieterse and van Loon, 1999; Grant and 

Lamb, 2006از زمان گذشت با ینکهتوجه به ا ). با 

حمله بیمارگر،  یا یاهیگ ي دفاعیها هورمون ءالقا

 به دفاعی رسانپیام هاي مولکول انتقال و تولید

 Heil and( یابدمی افزایش گیاه مختلف هاي قسمت

Ton, 2008 یستمیکانتشار سمطالعه نیز این )، در 

 24 حاصل یو مقاومت اکتساب یداس یسیلیکسال

ژن  یانباعث ب یداس یسیلیکسال ءساعت پس از القا

-SA)نشده ( یمارت ایمدر برگ مستق بتاگلوکرونیداز
24 

   .یدگرد

 گیاهی سالیسیلیک اسید تنظیم کننده رشداثرات 

صر تنظیمی اهاي مصنوعی حاوي عنبر پیش ءبر القا

 ,.Yang et alمختلف مورد بررسی قرار گرفته است (

2000; Liu et al., 2011; Shokouhifar et al., 

2011; Yeri et al., 2013 این تیمار بر  تأثیر)  ولی

کنون بررسی تا D Boxحاوي دو نسخه از  بر پیش

 ءدگی بیمارگري بر القاآلو تأثیرحال  است. با این نشده

در  D Boxهاي حاوي عنصر تنظیمی بر پیش
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مطالعات بسیار اندکی مورد توجه قرار گرفته است. 

و  Rushtonبراي مثال در مطالعه انجام شده توسط 

هاي مصنوعی بر پیش) روي مقایسه 2002همکاران (

شامل عناصر تنظیمی سیس متفاوت، قرار گرفتن 

 بر پیشدر یک  D Boxچهار نسخه از عنصر 

مصنوعی، با فقدان بیان پایه و القاپذیري به وسیله 

زخم در گیاه آرابیدوپسیس همراه بود. همچنین 

قارچ بیمارگر گیاهی بیوترف  ءمزبور با القا بر پیش

Peronospora parasitica  و قارچ بیمارگر گیاهی

 ،Blumeria graminis f. sp. hordeiغیر میزبان 

قارچ  ءن نکرد. در حالیکه با القاتراژن خود را بیا

Erysiphe cichoracearum  و باکتري بیمارگر

تراژن  Pseudomonas syringaeگیاهی نکروترف 

تعداد قرار گرفتن  مقایسه .شدبه خوبی بیان 

هاي بر پیشدر  D Boxهاي متفاوت از  نسخه

دهنده این بود که  مصنوعی در همین تحقیق نشان

، قدرت بر پیشها در یک نسخهتعداد اگرچه افزودن 

حال به دلیل اثرات  دهد، با اینرا افزایش می بر پیش

دو نسخه از این عنصر وجود  ،سوء افزایش بیان پایه

باشد همراه می برحاصل پیشبا بیشترین القاپذیري 

)Rushton et al., 2002 .( 

 يباعث القا یداس یسیلیکسال یمارت یق،تحق یندر ا

حاوي دو نسخه از عنصر القایی  SP-DD بر پیش

Box D  ساعت  24شد که این القاپذیري با گذشت

بطور محسوسی قابل مشاهده بود.  ءاز زمان القا

با عدم  D Boxهمچنین قرار گرفتن دو نسخه از 

وجود بیان پایه همراه بود که با مطالعه انجام شده 

   ) مطابقت2002و همکاران ( Rushtonتوسط 

  دارد. 

اشعه ماوراء  و سرما گرما،هاي محیطی  تنش اعمال

 .)UV( بنفش

هاي بر یشپ ءهاي محیطی بر القا بررسی اثر تنش

الیز مصنوعی حائز اهمیت بوده و در مطالعه آن

 یتعدم حساس شود.گرفته می نظربرها در  پیش

هاي مصنوعی القاپذیر با بیمارگر نسبت به بر پیش

ها بر پیشعوامل محیطی امتیاز مثبتی براي این 

محسوب شده و القاپذیري آنها را به نسبت به بیمارگر 

 ,McDowell and Woffenden( سازد  محدود می

2003;and Rushton, 2005 Gurr تاکنون .(

کننده هاي متفاوت حاوي عناصر تنظیمبر پیش

هاي محیطی تنش تأثیره کار گرفته شده و مختلفی ب

 Yang et al., 2000بر آنها بررسی شده است (

;Shokouhifar et al., 2011.( بر اساس 

هاي بر پیشاز  هاي ارائه شده، تعدادي گزارش

هاي ها پاسخی به تنشمصنوعی القاپذیر به بیمارگر

توان اند که مینشان نداده ماوراء بنفش و گرما سرما،

 Fو  E17هاي تنظیمی هاي حامل توالیبر پیشبه 

  متعلق به گروه دیگري از عناصر تنظیمی یعنی 

W box  اشاره نمود. این عناصر القاپذیري مناسبی را

به برخی بیمارگرها نشان داده و در عین حال نسبت 

باشند هاي محیطی فاقد حساسیت میبه تیمار تنش

)Shokouhifar et al., 2011 .(  

هاي محیطی بر تعدادي از اثر القایی برخی تنش 

عناصر تنظیمی نیز تاکنون به اثبات رسیده است 

)Rushton et al., 2002تأثیر حال). با این 

نوعی هاي مصبر پیش ءهاي محیطی بر القا تنش

مورد  D Boxده کننحاوي دو نسخه از عنصر تنظیم

 برخی ه قرار نگرفته است. در این راستا اثرمطالع

بر  UVگرما و اشعه  سرما، مانند محیطی يهاتنش

 بدیناعمال شد.  استفاده مورد مصنوعی بر پیش يرو

، )2000همکاران (و  Yangبر اساس روش  منظور

 ساعت 48 ها نمونه تزریق محل از برگی هايدیسک

سپس  .گرفتقرار تنش تحت اگرواینجکشناز  پس

ژن گزارشگر  یتبا سنجش فعال بر پیش یتفعال

بدست  نتایج .گرفت ارقر یمورد بررس یدازبتاگلوکرون

 بر پیشکننده یافتدر يهانمونهآمده نشان داد در 

SP-DD محدود  فعالیت ،گرما و سرما یماردر اثر ت

 ینا ین. همچناست مشاهده قابل کرونیدازوبتاگل آنزیم

را در  GUSژن  ،UV یمار اشعهت ءدر اثر القا ناقل

به  یزن pGCGi ناقل .نکرد یاناز تکرارها ب یک یچه

به عنوان  ناقلبدون  GV3101عنوان شاهد مثبت و 

  ).5(شکل  استفاده شدند یشاهد منف
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C-  
C+ 

UV  درجه 37( گرما  درجه) 4( سرما(  

دهنده  نشان یرنگ آب منفی، ایجاد و مثبت کنترلهاي با مقایسهدر  SP-DD بر پیش ءدر القا UVگرما و سرما و اشعه  یماراثر ت -5 شکل

 4با بزرگنمائی  Dino-Liteبا استفاده از میکروسکوپ دیجیتال  ، تصاویرباشد یسرما و گرما م يدر اثر تنشها GUSاندك ژن  یانب

  .برابر تهیه شده است

  
   ییالقا بر پیشژن تحت کنترل اندك  بیان 

SP-DD از زخم  یسرما و گرما، ناش یمارهايبا ت

باشد چرا نمی یسکد یههنگام ته یشدن بافت برگ

موجود در این  کرونیدازوبتاگلژن  ینصورتدر اکه 

هاي باید با توجه به نحوه مشابه تهیه دیسک ناقل می

که  نیز بیان شود ماوراء بنفشاشعه  ءبرگی، در اثر القا

 یگريد هدر مطالعاین حالت مشاهده نشد. همچنین 

 با يپذیرالقا ،D Box ايهتوالیشده که  نشان داده

   .)Rushton et al., 2002(دهند نمی نشان را زخم

 نشان داده شده که فعالیت یقاتتحق یبرخدر 

 بیمارگر، خودبا بیمارگر علاوه بر  یرپذالقا يهابر پیش

 ءالقا یزن NaCl یامانند سرما  یطیعوامل محدر اثر 

 مؤثر يهاژنپیچیده  عملکرد دهندهکه نشان شودمی

سبب در کنار هم بوده که  یاهگ یدفاع یرهايدر مس

و  بیماریزاییقرار گرفتن عناصر حساس به عوامل 

مانند سرما و  یطیمح يهاعناصر حساس به تنش

 ینشود. امی ییالقا يهابر پیش از بسیاريگرما در 

بیمارگرها با  به یرپذالقا بر پیشهمزمان  یتامر حساس

 شودیرا سبب م یطیعوامل متنوع مح

)Shokouhifar et al., 2010; Lee et al., 

 هاي تنش اندك ییاثر القا حال این با .)2007

 ینمورد مطالعه در ا ییالقا بر پیش يرو یطیمح

کار  به  Dکم عناصر یتنشان دهنده حساس یبررس

 گرما و سرما تیمارهاي به بر پیش ینرفته در ساختار ا

نسبت  بر پیش یناعدم حساسیت  طرفی باشد. ازمی

آن  يمناسب برا یژگیو یک UVاشعه  یماربه ت

  شود.  یمحسوب م

 یناستفاده در ا مورد SP-DD یمصنوع بر پیش

 به یوماگروباکتر یهموقت بر پا بیان روش بهمطالعه 

 محیطی هايتنش به نسبت شد، ادهدانتقال  یاهگ

تنش اشعه  که یشد در حال ءاالق یاندک سرما و گرما

UV ینتحت کنترل ا کرونیدازوبتاگلژن  یانب يرو 

 یشمورد آزما بر پیش همچنین. بود اثربی بر پیش

ساعت  24 یداس یسیلیکسال یخارج یمارنسبت به ت

به صورت مستقیم و غیرمستقیم  یمارپس از اعمال ت

 تیمار که حالی درشد  ءالقا ينحو بارزبه 

 2( آن استعمال از پس اندکی اسید سالیسیلیک

 ین. در ااندکی داشتاثر  ناقل ءالقا يروساعت)، 

 يبرا یوماگروباکتر یهموقت بر پا یانمطالعه از روش ب

 يهابر پیش in vivo یزو آنال یاهبه گ ناقل تراریختی

موقت  یاناستفاده از ب ییمنتقل شده استفاده شد. کارا

در  مصنوعی هايبر پیش آنالیزدر  یوماگروباکتر پایهبر 

 ,.Yang et al( شده است اثباتمتعدد  یقاتتحق

2000; Liu et al., 2011(. روش ینبا استفاده از ا، 

نسبت به روش  برهاي مصنوعی آنالیز عملکرد پیش

. است همراه بیشتري سهولت و سرعت با یمیدا یانب

 پایه بر مصنوعی هايبر پیش آنالیز درمورد البته

 دارد وجود نیز هایی محدودیتموقت  یانب یستمس

 یهموقت بر پا یانب هاي یمثال بررس يبرا

 يست براا  ممکن ینفیلتراسیون (اگرواینجکشن)اگروا
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 یژهو یابافت  یژهو يهابر پیش فعالیت یصتشخ

 یمیدا یانب و احتمالاً نباشند مناسب يمرحله نمو

چنین  هم است. یازها مورد نبر پیش ینمطالعه ا يبرا

هاي اگروباکتریوم  ضروري است اثر القائی سلول

اپذیر برهاي الق برها به ویژه پیش تزریق شده بر پیش

  مورد توجه قرار گیرد.

 اسید بر اساس مطالعات انجام شده، سالسیسلیک

و  یموضع یدفاع يها فعال کردن پاسخ توانایی

  ,.Ryals et al( باشدمیرا دارا  یاهدر گ تمیکیسس

1996; Pieterse and van Loon, 1999( .  نتایج

نسبت به تیمار  Dمطالعه حاضر نشان داد عنصر 

اسید حساس است و کاربرد خارجی این  سالیسیلیک

و در  SP-DDبر  هورمون سبب فعال شدن پیش

نهایت بیان ژن گزارشگر به صورت موضعی و 

به  Dشود. از طرفی پاسخ عنصر سیستمیک می

هاي بیوتروف، نکروتروف و غیرمیزبان توسط بیمارگر

 Rushton et(دیگر محققان نیز گزارش شده بود 

al., 2002(.  هرچند مطالعات نشان داده است که

در  اسید توسط گیاهان رسانی سالیسیلیکمسیر پیام

مقابله با بیمارگرهاي بیوتروف بیشتر مورد استفاده 

). بر این اساس، Glazebrook, 2005گیرد (قرار می

هاي  نتایج بدست آمده در مطالعه حاضر و گزارش

بوسیله مسیر  Dکند که عنصر قبلی تایید می

  اسید قابل القاء است.  رسانی مرتبط با سالیسیلیک پیام

 مسیر در اسید سالیسیلیک نقش به توجه با

 طراحی بیوتروف، بیمارگرهاي به مقاومت رسانی پیام

 مشخص رابطه ترسیم جهت در بعدي هايآزمایش

بیوتروف بر این  بیمارگرها بخصوص بیمارگرهاي ءالقا

 نسبت به آنها پاسخدهی قدرت بررسی و بر پیش

 بر پیشین تعیین وضعیت القاپذیري . همچنباشد می

SP-DD رسان هاي پیام نسبت به سایر مولکول

 با (کهاسید  دفاعی گیاه از جمله جاسمونیک

اتیلن نیز و ) دارد یستیکرابطه آنتاگون اسید سالیسیلیک

 به توجه با باشد. از طرفی،از اهمیت برخوردار می

 بر پیشآمده در ارتباط با حساسیت اندك  بدست نتایج

لزوم  ،هاي سرما و گرما مورد مطالعه با تنش

و  هاي تکمیلی در این زمینه احساس شده بررسی

اشعه  و سرما گرما، هايتنش اثرشود یم یشنهادپ

UV بررسی ناقل يرو برمختلف  یدر فواصل زمان 

  و یا فاصله عنصر  ترکیب ،تعداد در نیزشود و 

Box D  تغییراتی اعمال گردد با سایر عناصر سیس

  حذف  کاملاً بر پیش ءتا اثرات محیطی بر القا

   .گردد
  

  سپاسگزاري

 زیست بنیان دانش شرکت )زیستا( آزمایشگاه از

 آزمایشگاهی شرایط نمودن فراهم جهت به آرینتروند

  .نمائیممی و قدردانی تشکر این تحقیق انجام
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