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ي پرتقال ها  گلوکاناز در نهال3 و 1ي دو ژن کیتیناز و بتا ها رونوشتبررسی تغییرات 
)Citrus sinensis(شانکر مرکبات در پاسخ به آلودگی باکتري عامل  

  
  4، حسین معصومی3، غلامرضا شریفی سیرچی2 اکبر حسینی پور،∗1مهدي منصوري

  
   پژوهشکده باغبانی، دانشگاه شهید باهنر کرمان1
  خش گیاهپزشکی و پژوهشکده باغبانی دانشگاه شهید باهنر کرمان ب2
   بخش بیوتکنولوژي دانشگاه شهید باهنر کرمان3
  بخش گیاهپزشکی دانشگاه شهید باهنر کرمان 4

  
  دهیچک

 یکـی از مهمتـرین   Xanthomonas citri subsp. citri)(شانکر باکتریایی مرکبات با عامل 
 يهـا  نیتجمـع پـروتئ   . مسیر و نیمه گرمسیر محسوب مـی شـود        ي مرکبات در مناطق گر    ها بیماري

، یکــی از  گیــاهیمــارگریدر اثــر حملــه عوامــل ب کیتینــاز و گلوکانــاز نظیــریی زایمــاریمــرتبط بــا ب
 به منظور بررسی و مقایسه    .شود میامل بیماریزا محسوب    وعدر مقابل   ي دفاعی گیاهان    ها مکانیسم

رقـم واشـنگتن   (ي پرتقـال  ها  در مراحل اولیه آلودگی نهالکیتیناز و گلوکاناز  دو ژن    mRNAمیزان  
پس از . استفاده گردید Real time RT-PCR به باکتري عامل بیماري شانکر مرکبات از روش) ناول

 کـل  RNA ي مختلـف هـا   ، در زمـان X. citri subsp. citriآلوده نمودن برگهاي پرتقال با باکتري 

نتـایج نـشان   . اندازه گیري شد  مذکوريها ان ژنیبمیزان ت  راییتغ،  cDNA سنتزاستخراج و پس از     
ي ها برگ( نسخ این دو ژن چهار برابر شاهد cDNA ساعت از زمان مایه زنی، میزان     24داد پس از    

  ساعت ایـن میـزان بـه طـور معنـی دار         96بود و پس از گذشت      ) پرتقال تزریق شده با آب سترون     
)p<0.0001(  نـسبت بـه    نازیتی ژن ک مقدار تغییراتدهد که میق نشان ین تحقیج ای نتا. کاهش یافت

نقـش بیـشتري   اه ی ـ با گي باکتر فرایند برهمکنش هیدر مراحل اول   بیشتر است و این ژن        گلوکاناز ژن
   .دارد
  ، بیان ژن ي مرتبط با بیماریزاییها پروتئینشانکر باکتریایی مرکبات، :  کلیدييها واژه
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  مقدمه
 از یکــی  مرکبــاتییایــشــانکر باکتر

ا و ی ـ مرکبـات در دن يها يمارین ب یمخرب تر 
ــا  يمــاریعامــل ب. شــود مــیران محــسوب ی

Xanthomonas citri sub sp.citri (Xcc) 
که ) Schaad et al, 2006(  شده استگزارش
 و  يری در تمام مناطق گرمس    یعی وس یپراکندگ

ل ی تـشک  يمـار یعلائـم ب  .  دارد يریمه گرمس ین
لـه آبـسوخته    ها  شکل با  ی آتشفشان يها زخم
  آلـوده اندرخت ـوه  ی ـسـاقه و م    ، بـرگ  يبر رو 
 بر  یعی وس یزبانی دامنه م  يمارین ب ی ا .باشد می
 Rutaceaeخـانواده    یاهی ـگ يهـا   گونه يرو

ــ  از ارقــام مهــم ین آنهــا برخــیدارد کــه در ب
 Citrus sinensis ))ناول(  پرتقالظیر نيتجار

(L.) Osbeck)ــوی ل و ــرشمـ  Citrus) تـ

aurantifolia) ننـد یب مـی  يدیت شـد  خسار 
)Gottwald & Graham, 2000(. ــان یگ اه

ــا عوا ف یــطاز زا یمــاریمــل بجهــت مقابلــه ب
 نتیجه  .کنند می استفاده   ها سمیمکان از   یعیوس

 القـا بیـان     ،امل بیماریزا وبر همکنش گیاه با ع    
 کاهش  مقاومت و در نتیجه   ي دخیل در    ها ژن

 باشــد مــیزخــم و آســیب توســط بیمــارگر 
)Dixon et al., 1994(. ي مـرتبط  ها پروتئین

 pathogenesis related( بــا بیمـــاریزایی 

proteins; PR(  ــته اي از ــروتئیندس ــا پ  ه
 ها در اثر حمله پاتوژن   شوند که    میمحسوب  

ــون      و ــارگر همچ ــا بیم ــرتبط ب ــواد م ــا م ی
 van( شـوند  مـی  در گیـاه تولیـد   ها الیسیتور

Loon et al., 1994.(  به ها پروتئینبیان این 
 در ،ت موضــعی و سیــستمیک در گیــاهصــور

ــرهمکنش ــه ب ــا نتیج ــازگار ه ــی ي س و جزئ
ــورت   ــازگار ص ــیناس ــرد م ــن  . گی ــان ای بی

 در گیـاه بـه صـورت اختـصاصی          ها پروتئین
 بــراي مثــال در گیــاه   ،شــود  انجــام مــی 

Arabidopsis thaliana، ي هــا مجمــوع ژن
PR     ــارچ ــا ق ــودگی ب ــه آل ــخ ب ــه در پاس  ک

Prenospora parasitica شـود بـا    یم ـ بیان
 که در پاسخ به آلـودگی       PRي  ها مجموع ژن 
ــارچ   ــا ق  بیــان Alternaria brassiciolaب

 ,.Thomma et al( شود متفـاوت اسـت   می

 توسـط   یاه به آلـودگ   یه گ یواکنش اول  ).1998
 یکیرات متـابول  یی ـله تغ یبوس ـزا  یمـار یعوامل ب 

، مقاومت reactive oxygen speciesهمچون 
ــساب ــ سیاکت  systemic acquired کیستمی

resistance (SAR)یی و مقاومــــت القــــا 
 induced systemic resistance  کیستمی ـس

 & Hammond-Kosack(شــود  مــیابــراز 

Jones, 1996 .(ــفعال ــضور یـــ ت و حـــ
 ارتبـــاط SAR مــرتبط بــا   يهــا  نیپــروتئ 
اه ی ـت گیبا سطح مقاومت و حـساس     مییمستق
ــروتئ. دارد ــا نیپ ــا بيه ــرتبط ب ــاری م  ییزایم

نـاز و گلوکانـاز کـه نقـش ضـد      یتیهمچـون ک 
 دارنـد در ارتبـاط بـا        ی و ضد قارچ   ییایباکتر

SAR ــی ــند م ؛ Ryals et al., 1996( باش
Sticher et al., 1997.(    تولید گیاهان مقـاوم

باکتریــایی و  بــه عوامــل بیمــاریزاي قــارچی،
ي کـد کننـده     هـا  ویروسی از طریق انتقال ژن    

ننـده اي   مواد ضد میکروبـی روش امیـدوار ک       
 اسـت ي گیـاهی    هـا  بیمـاري   مبارزه بـا   يارب
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)Zasloff, 2oo2 .(ــی ــشهورتریکـ ن ی از مـ
 اسـت کـه    ايختهیاهان ترار ید گ ی تول ،ها مثال
ــطراز  ــزای ــاز و یتی کيهــا ژنان یــش بیق اف ن

 ـگلوکاناز مقاومت ز    نـسبت بـه عوامـل       يادی
 ,.Sareena et al( زا کـسب کـرده انـد   یماریب

مــشخص  .)Brogue et al., 1991 ؛ 2006
ا چند ژن   یزمان دو    ان هم یده است که ب   یگرد
PR ش مقاومت  ی باعث افزا  یستینرژیاثر س  ، با

 گــردد مــی يمـار یجـه کنتــرل بهتــر ب یو در نت
)Zhu et al., 1994.(  

ــیک Real time PCRروش  ــه  م ب
ان ی ـ بهق در مطالع ـیدق مناسب و یعنوان روش 

 ـ ا اساس.مطرح است ژن     بـر ین روش مبتن ـی
 ر شــده دریــث تکيهــا نــسخه مــیســنجش ک

ــصاعد ــه ت ــنش  يمرحل ــ، از طرPCRواک ق ی
. باشـد  میزان نشر نور فلورسانس     یسنجش م 

 یط ک رنگ فلورسانس در   ین روش از    یدر ا 
زان نـشر   ی ـمشود و    میر استفاده   یواکنش تکث 

ر شـده در هـر      یزان محصول تکث  یمتناسب با م  
ــزا ــتگاه آن را ی مــیش یچرخــه اف ــد و دس اب

 ،قین تحقی ا ازهدف .کند میثبت   وییشناسا
نـاز و   یتیان دو ژن ک   یزان ب یسه م ی و مقا  یبررس

 يمـار ی عامـل ب   ي در واکنش به باکتر    گلوکاناز
 Realشـانکر مرکبــات بـا اســتفاده از روش   

time PCR(QPCR) ه ی ـدر مراحـل اول  مـی ک
  .  است پرتقاليها نهال یآلودگ

  مواد و روشها
  یاهیمواد گ

این تحقیـق در گلخانـه تحقیقـاتی و         
ي مرکزي دانشگاه شـهید بـاهنر       ها اهآزمایشگ

 دو  يها نهال.  انجام شد  1388کرمان در سال    
 Citrus(  نـارنج يوند شده رویپپرتقال ساله 

aurantium (ــه اي در تحــت شــرایط گلخا ن
و   درجـه سـانتی گـراد      25-30درجه حرارت   

ــت ــد55-65 رطوب ــدند  درص ــداري ش  . نگه
 یق محلول پاش  یاز طر  يه ا ینه تغذ یط به یشرا
 در يز مغــذیــ عناصــر ري حــاويودهــابــا ک

  .دین گردی روز تام30فواصل 
  
  مایه زنی و روش نوکلومیه ایته

له خـرد   یوسه   ب يماری عامل ب  يباکتر
 ـ علا يهـا  بـرگ کردن    جمـع   يمـار یم دار ب  ی

و بـا اسـتفاده از       رفتی از منطقه ج   آوري شده 
-NAS (Nutrient-Agar  ط کــشتیمحــ

Sucrose)  د ی گردي و خالص ساز   يجدا ساز
و ســـپس بـــا اســـتفاده از جفـــت آغـــازگر 

 ,.XACF/XACR )Park et al یاختـصاص 

 .X. citri subsp يبـه عنـوان بـاکتر    )2006

citri ي بـاکتر  ییزایمـار یب. ص داده شد  ی تشخ 
 .ط گلخانه اثبات شـد    ی در شرا   شده يجداساز

 ونی سوسپانـس   تزریـق  با اسـتفاده از   مایه زنی   
)cfu/ml 106( در فـــاز رشـــد  ياز بـــاکتر 

 به بافت برگ با سرنگ بدون سوزن میتیلگار
، مایه زنـی   ساعت قبل و بعد از24 .شدانجام  
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ي پلاسـتیکی   هـا  گیاهان با اسـتفاده از کیـسه      
  .شفاف پوشانده شدند

  
  ی ژنومDNAو کل  RNAاستخراج 

 يها  از برگ  ،RNAاستخراج  جهت     
 ـدر ز( ن سـاقه  یی پـا  يهـا  واقع در قـسمت    ر ی

 ـبرگ ما   ـ ی .  شـد  يرنمونـه بـردا    ) شـده  یه زن
اه ی ـ بلافاصله پس از جـدا کـردن از گ    ها برگ

 هـا  در ازت مایع قـرار گرفتنـد، سـپس بـرگ     
ع پودر  یون استریل با استفاده از ازت ما      ها در
 اشلایچ و    طبق روش  RNA استخراج   .دیگرد

انجـام   با تغییـرات جزیـی     )2004( ساعربرون
 400  به طور خلاصه به بافت پودر شـده        .شد
 ـ هـر  تـر از یکرولیم  بــافر از سـه محلـول،  ک ی

 mM Tris-Hcl pH: 8.5, 10 100(استخراج 

mM EDTA pH: 8, 100mM LiCl , 1% 
SDS(،  ــرم ــول کلروف ــل و محل ــول فن  - محل

پـس از   .  افـزوده شـد    )24:1( ل الکـل  یزوآمیا
کـرو  یبـه م   یـی فوژ، فـاز رو   یورتکس و سانتر  

 در معـــرضو د منتقـــل شـــد یـــلولـــه جد
LiCl(10M)  گراد  ی درجه سانت  -20 ي در دما

پــس از  .قــرار داده شــد دقیقــه 30بــه مــدت 
  رسوب حاصـل   g14000 کردن در    فوژیسانتر

 اسـتخراج شـده   RNA. شددر آب مقطر حل   
رسـوب   م شستـشو و   یو استات سد  اتانول  با  

. ت در آب مقطر حـل شـد      ی در نها  داده شد و  
ــرا ــاریش ــام مراحــل RNase از يط ع  در تم
از بـرگ    میژنـو  DNA نیهمچن .ت شد یرعا
 (CTAB)بـافر  از   پرتقال با استفاده     يها نهال

Cetyltrimethylammoniumbromide و 

ــق ط ــگروشبـ ــاران ژانـ ) 1998(  و همکـ
و  RNA کیفیـت و کمییـت       .د گردی استخراج

DNA     استخراج شده با استفاده از الکتروفورز
  .ژل آگارز و اسپکتوفوتومتر ارزیابی شد

  
  Real-time RT-PCR واکنش

 RNA آلودگی   جهت اطمینان از عدم      
 DNase از می ژنـو DNAبـا  استخراج شـده  

(Fermentase)  ازيعـــار  RNase بق اطــ ـم
بـه  . فاده شد تاسدستور العمل شرکت سازنده     

 RNAمیکروگـرم از     cDNA   ، 1 منظور تهیـه  
 مرگـو ی الآغـازگر استخراج شده با اسـتفاده از     

 ™RevertAid  و کیـت (OligodT) نیدیمیت

First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Fermentase)   میکرولیتـر طبـق   20در حجم 

ــه دســتور العمــل شــرکت ســازنده   cDNAب
 ـبه منظور ارز  . تبدیل شد  ان ی ـرات ب یی ـ تغ یابی

 بـا  یناز و گلوکاناز در اثر آلـودگ     یتی ک يها ژن
ــاکتر ــل بيبـ ــاری عامـ ــاز ايمـ  ي آغازگرهـ

 شـــده توســـط ی طراحـــيدیـــگونوکلئوتیال
 ـرد اسـتفاده گ  )2008( و همکاران دیستفانو    دی

 Real Time انجـام  يبـرا  .)1جدول شماره (

PCR از دســتگاه Bio-Rad IQ5 )  آمریکــا
Bio-Rad,( ــو ک  IQ SYBR Green تی

Master Mix Kitدرون هــر  . اســتفاده شــد
-Bioکـا   یآمر( ي خانـه ا   96 تی ـچاهک از پل  

Rad,(، 5/12 ت بـه   ی ـتر از محلـول ک    یکرولی م
هر آغازگر    از )Mµ 5/0(تریکرولی م یکهمراه  

 تــر آبیکرولیم 5/8 و cDNAتــر یکرلیم  دوو
پـس از تهیـه حجـم مـورد         . خته شد ی ر مقطر
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 1، شــامل چرخـه  45 در PCRنظـر، واکـنش   
 دقیقـه در   1درجه سـانتی گـراد،       94دقیقه در   

درجـه   72 دقیقه در 1درجه سانتی گراد و     55
یک مرحله اولیه در    . سانتی گراد انجام گردید   

 دقیقـه   5دت   درجه سانتی گراد به م     94دماي  
 درجه سانتی 72و یک مرحله پایانی در دماي      

 دقیقه نیـز در ابتـدا و انتهـاي         3گراد به مدت    
 براي  PCR برنامه دمایی    . انجام شد  ها چرخه

پس از اتمـام     .شدانتخاب  هر سه ژن یکسان     
 ذوب بــا برنامــه ی منحنــ،PCR يهــا چرخـه 

 و چرخـه  گراد در هر    ی درجه سانت  5/0 ییدما
به منظور درجه سانتی گراد  55-99 ين دمایب

ــ ــصاصیبررس ــنش ی اخت ــم  PCRت واک رس
ش دو ی آزمـا رار و  از هر نمونه سه تک ـ     .دیگرد

   .بار تکرار شد
 

 يها روش ارزیابی ومحاسبه میزان بیان ژن
ناز و گلوکانازیتیک  

خــط ،  PCRپــس از اتمــام واکــنش 
. دیـد ر گ تعیین نرم افزار دستگاه  آستانه توسط   

 IQ5استفاده از نرم افـزار  ل اطلاعات با یتحل

Software  براي تعیـین بـازدهی و      . انجام شد
نـاز و   یتیک( ي هـدف  ها ژن ضریب همبستگی 

ــاز ــه دار و ژن )گلوکانـ  elongation( خانـ

factor 1-alpha (EF1)( از ،DNA استخراج 
ي متـوالی   هـا  رقت شده از بافت برگ پرتقال    

، نمودار Real time PCRتهیه و پس از انجام 
بـا  . د براي هر قطعـه ژن ترسـیم شـد    رندااستا

نمـودار اسـتاندارد    ) Slope( توجه بـه شـیب    

ي کیتیناز و گلوکانـاز و      ها مرتبط با تکثیر ژن   
ــین ژن  ــارایی EF1همچنـ ــراي PCR، کـ  بـ

  فرمــولبــر اســاس  هــا ایــن ژن میتمــا
Efficiency = [10(-1/Slope)]-1  ــبه محاس

 ان ژن با اسـتفاده از یزان بیم می ک یابیارز. شد
ــروش مقا ــتانه سهیـ ــه آسـ  Cycle(  چرخـ

threshold(  تغییـرات نـسبی بیـان       . انجام شد
 EF1 ي کیتیناز و گلوکاناز نسبت به ژن    ها ژن

 نتایج قبلی نشان داده اسـت، ژن        .نرمالایز شد 
EF1جهــت هــا  یکــی از مناســب تــرین ژن 

ي بیان ژن مـی باشـد و        ها نرمالایز کردن داده  
و غیـر   ي زیـستی    هـا  از ثبات کافی در تـنش     

 ,.Nicot et al( زیستی برخـوردار مـی باشـد   

2005; Jain et al.,2006 .(ان یـــزان بیـــم
و  48 ،24،  ی مورد نظر قبل از آلـودگ      يها ژن
.  شـد  يری ـ اندازه گ  یساعت پس از آلودگ    96

براتور یبه عنوان کـال    قبل از آلودگی  میزان بیان   
چرخـه آســتانه،   ریدامق ـ. در نظـر گرفتـه شــد  

ــمحاســبه و تغ ــبرات یی  شبق رواطــمان ژن ی
 .ازه گیـري شـد    دان )2001( لیواك و شمیتگن  

ــاري داده ــا بررســی آم ــایش ه  در قالــب آزم
فاکتوریل با دو سطح کنترل و بیماري، چهـار         
زمان تلقیح، دو تکـرار زیـستی و سـه تکـرار            
آزمایشگاهی به عنوان مشاهدات انجام شـد و   

میانگین نیز با اسـتفاده از روش چنـد          مقایسه
ي دانکن با استفاده از نرم افزار آمـاري         دامنه ا 

SAS 9.1صورت گرفت .   
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  جینتا
   Real-time PCR واکنش

 مرحلـه اتـصال     يمر و دما  یمقدار پرا 
نـه کـردن   ی در به  ی اساس يها مر از فاکتور  یپرا

ــنش ــسوب Real-time PCR واکــ  محــ
 فراهم شد کـه     ينه طور یط به ی شرا .شوند می

و ن حالـت ممکـن   ی واکـنش در بهتـر    یبازده
 در طول واکنش    یر اختصاص یغچ محصول   یه
 ین امر بـا اسـتفاده از منحن ـ     ید نشود که ا   یتول

ــشاهده ( ذوب ــم ــک پی ــردی  و )ک ذوب منف
 2الکتروفورز محصول واکـنش در ژل آگـارز         

 ـمشاهده  ( در صد   ـ    ی ازه مـورد   دک بانـد در ان
   .د شدی تائ)نظر

  
  Real-time RT-PCR  باان ژنی بزیالنآ

 ـروش مقا آســتانه در  چرخــه يسه ای
Real Time PCRرات چرخـه  یی ـ بر تغی مبتن
 ـش در مقا  یآستانه نمونـه آزمـا     سه بـا نمونـه     ی

کنترل است کـه بـا کمـک آن نـسبت تعـداد             
. باشد می يریه قابل اندازه گ   ینسخه نمونه اول  

 ـPCR واکـنش  ینکه بـازده  یبا توجه به ا    ن ی ب
ــا ژن ــه دار  يه ــا ژن خان ــدف ب  ) EF1(  ه
راین اسـتفاده از    بنـاب ،  )1شـکل   ( کسان بـود  ی

روش مقایسه اي چرخه آستانه از اعتبـار لازم      
) 2شـکل   (نتایج بیان ژن    . باشد میبرخوردار  

نشان داد که بر اساس آزمون دانکـن افـزایش     
ــان % ) 5در ســطح (معنــی داري  در میــزان بی

ــا ژن ــول  هـ ــاز در طـ ــاز و گلوکانـ ي کیتینـ
در . افتـد  مـی برهمکنش گیاه با باکتري اتفاق      

ح شده با بـاکتري بیـشترین افـزایش         گیاه تلقی 
بیان در ژن کیتیناز نـسبت بـه مرحلـه قبـل از       

و در  ) P<0.0001( برابـر    44تلقیح به میـزان     
) P<0.0001( برابـر    4ژن گلوکاناز به میـزان      

در گیاه کنترل که فقط با آب مقطـر         . باشد می
استریل تلقیح گردید، بیشترین افـزایش بیـان        

ــزان  ــر در ژن 10بــه می ــشاهده  براب ــاز م کیتین
گردید ولی در ژن گلوکاناز تغییـري مـشاهده         

 ز کــردنیجــه نرمــالیدر نت. )P<0.0001(نــشد
 ـ  ی ـزان ب یمعدد  م  ی که از تقس   ( اه ی ـن گ یان ژن ب

 ـآ مـی اه کنتـرل بدسـت      ی ـآلوده شده بـا گ      دی
Relative Quantitation of Gene 

Expression, 2001) (اه ین گیان ژن بیج بینتا
اه کنترل کـه  یان ژن در گیج بیح شده با نتا  یتلق

ده اسـت  یح گردیل تلق یفقط با آب مقطر استر    
ان ی در ب  ي برابر 4ش  یشود که افزا   میمشاهده  

ــشاهده یتیهـــر دو ژن ک نـــاز و گلوکانـــاز مـ
  . شود می
  

  بحث
 یی شناسا ،د ارقام مقاوم  یاز تول یش ن یپ

ل در واکـنش بـه      ی ـ دخ یاهی ـ گ يها سمیمکان
 ـ   یمـار یعوامـل ب  ه ظهـور  زا اسـت کـه منجـر ب
 در ارقـام  تی و حساس  در ارقام مقاوم   مقاومت
 ,.Baker et al( شـود  مـی  یاهی ـ گحـساس 

ي مـرتبط بـا بیمـاریزایی       هـا  پروتئین. )1997
همچـون کیتینـاز و گلوکانـاز کـه نقـش ضـد       
باکتریایی و ضد قارچی دارنـد در ارتبـاط بـا           

ــستمیک  ــسابی سی ــت اکت ــی مقاوم ــند م  باش
)Ryals et al., 1996 ؛Sticher et al., 



 )1388 زمستان، 2، شماره 1دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 ٧

نتایج این تحقیـق نـشان داد پـس از           ).1997
تلقیح گیاه با اینوکلوم، افزایش بیان در دو ژن         

مقـدار  . شـود  مـی کیتیناز و گلوکاناز مشاهده     
این افـزایش بیـان در ژن کیتینـاز نـسبت بـه             

دارد ) p<0.0001(گلوکاناز تفاوت معنی داري
و بر اساس محاسبه ضریب تنوعات مـشاهده        

ي بیـان  هـا  در داده ب تنوعاتگردید که ضری  
ژن کیتیناز نسبت به ژن گلوکاناز بسیار بیـشتر   

نتایج مشابهی نیـز از افـزایش فعالیـت          .است
. گزارش شده است  به گلوکاناز   کیتیناز نسبت   

 در گیاه سیب زمینی در پاسـخ بـه          ،براي مثال 
کیتینـاز   مـی میزان فعالیت آنزی   آلودگی قارچی 

گلوکاناز  می آنزی بسیار بیشتر از میزان فعالیت    
 ,.Kombrink et al( مــشاهده شــده اســت

ت ضـد  ی ـشتر فعال ینازها ب یتیاگر چه ک  . )1988
ي بــین هـا  در بـر همکــنش  دارنــد و یقـارچ 
ي بیماریزاي گیاهی با گیاهـان نقـش        ها قارچ

مطالعـــات نقـــش  عمـــده اي دارنـــد ولـــی
 اثبات کرده و    ها را نیز براي کیتیناز    میلیزوزی

این طریـق باعـث تجزیـه       استنباط شده که از     
 Fritig et( شوند می ها دیواره سلولی باکتري

al., 1998؛Heitz et al., 1994( . ــایج نت
مطالعات قبلی نشان داده است افـزایش بیـان         

 در گیـاه  PRي هـا  ژن کیتیناز و برخـی از ژن    
 در  فلفل باعث افزایش مقاومـت بـه آلـودگی        

 Xanthomonas campestrisبـاکتري   برابـر 

pv.vesicatoria  ــت ــده اس  & Hong( ش

Hwang, 2005(. و همکــــاران بریـــست  
 نشان دادند کـه افـرایش میـزان بیـان         )2000(

ــا ژن ــازي ه ــاز و گلوکان ــا کیتین ــاط ب  در ارتب
 ســیب درختــانافــزایش ســطح مقاومــت در 

نسبت به بیماري یاکتریـایی آتـشک درختـان         
مطالعات نـشان داده اسـت      . باشد میدانه دار   

از یکسري مواد القـا کننـده کـه         که با استفاده    
 در  PRي  هـا  باعث افرایش بیان برخی از ژن     

فزایش مقاومت نسبت بـه      ا شوند، میگیاهان  
 Brisset et( شـود  میعوامل بیماریزا حاصل 

al., 2000 ؛Francis et al., 2009؛ Herman 

et al., 2008.(  در مقایــسه بــا روشReal 

time PCR  ــگ و ــورترن بلاتین ــهاي ن ، روش
Semi quantative PCR ــري ــت کمت  از دق

توان به طور دقیق به      می و ن  هستندبرخوردار  
 در حـالی    ، پی بـرد   ها  بیان ژن  راتییتغمیزان  

 Quantative Real Time PCRکـه در روش  
شـود   میتعیین   میبیان ژن به طور دقیق و ک      

و بـه عنــوان روشــی مطمــئن جهــت مطالعــه  
 ,Farrell( رود می به کار ها بیان ژنرات ییتغ

ــه   . )2005 ــشان داده اســت ک ــی ن ــایج قبل نت
 در بافـت بـرگ گیـاه        XCCجمعیت بـاکتري    

 هشت روز پس از ورود باکتري بـه          تا پرتقال
یابد و پس   میداخل بافت به سرعت افزایش      

از طـی ایـن مـدت شـدت رشـد بـاکتري در       
 ,.Shiotani et al( بابد میداخل گیاه کاهش 

ــق   ).2008 ــق از روش تزریـ ــن تحقیـ در ایـ
اینوکلوم به داخل بافت برگ استفاده شـد بـه         
این دلیل که در این روش بـه طـور همزمـان            

ي گیاه در تماس بـا      ها تعداد زیادي از سلول   
گیرند و امکان ارزیابی پاسخ      میباکتري قرار   
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یی که در پاسخ بـه  ها آنی گیاه و شناسایی ژن   
 .باشـد  مـی فـراهم    باشـند  میآلودگی دخیل   

ناز در  یتی ژن ک  ي برابر 10با  یش تقر یافزا،  جینتا
را نـشان  ل یمار شده با آب مقطر اسـتر   یاه ت یگ

بـه  ان  ی ـش ب یافـزا  ممکن است ایـن    .هدد می
 ـعلت شوك حاصل از تزر     ق آب بـه داخـل      ی

 ، زبـرا  شده اسـت  جاد  یا ،ین سلول ی ب يهافضا
ــب ــاز در گیتیان ژن کی ــه  ین ــان پــس از حمل اه

 )Rasmussen et al., 1992 (زایمـار یعوامل ب
ــم و آسـ ـ یو ا ــاد زخ ــا بیج ــانيه  یکی مک

)Chang et al., 1995 (ــترس ــا و اس  يه
 .ابـد ی مـی ش ی افزا)Bowles, 1990( یطیمح

ان ی ـرات در بیی ـ تغیابی ـنکـه رد یبا توجه بـه ا    
 انجـام   ییهـا   مورد مطالعـه در بـرگ      يها ژن

 آلـوده شـده     يهـا  ر برگ یشده است که در ز    
ن مطلب اسـت کـه      یه ا د کنند ییقرار داشتند تا  

 بــه  مــورد نظــرPR يهــا ان ژنیــرات بییــتغ
 بـا توجـه بـه      .ک بوده اسـت   یستمیصورت س 

 يها ان ژنی ب يمشاهده شده در الگو   رات  ییتغ
ــه و   ــورد مطالع ــش ژنم ــا نق ــاز و یتی کيه ن
 ـ باکتر يهـا  یگلوکاناز در آلودگ   ، تـصور   ییای

ــی ــه ا  م ــود ک ــش ــا  ی ــاط ب ن دو ژن در ارتب
 نسبت بـه    ي پزتقال ها نهالدفاعی   يها پاسخ

تواننـد بـه     میباکتري شانکر مرکبات باشد و      
ــوان ژن ــا عن ــات  ه ــراي مطالع ــد، ب ي کاندی

کـه داراي   میشتردر جهت تولید ارقام مقـاو   یب
ــند     ــا باش ــن ژنه ــشتري از ای ــان بی ــطح بی س

  .محسوب شوند
  

  سپاسگزاري
ــاري    ــه از همکـ ــسندگان مقالـ نویـ
صمیمانه جناب آقاي دکتر قاسم محمدي نژاد       

ــردازش  در  ــه پ ــا دادهزمین ــن  ه ــاري ای ي آم
  .تحقیق، کمال تشکر را دارند

هاي کیتیناز،   جهت تکثیر ژنReal Time PCRآغازگرهاي استفاده شده در واکنش  -1جدول 
   .EF1گلوکاناز و 

توالی استفاده 
شده جهت 
  طراحی آغازگر
Accession 

number 

قطعات 
جفت ( تولیدي
  )باز

Amplicon 
size(bp) 

  غازگرتوالی آ
Primer sequence 

  ژننام 
Gene name  

AF090336  111  Forward5'-AATGTTGCTAGCATTGTGACTCC-3' 
Reverse5'-GCAGCATTCAGAAACGCATCT-3'  

Chitinase 

AJ000081  117  Forward 5'-TTCCGACGGATCGTTAAGTTACC-3' 
Reverse 5'-CCACCCACTCTCTGATATCACG-3'  

Glucanase  

AY498567  115 Forward 5'-GGTCAGACTCGTGAGCATGC-3' 
Reverse 5'-ATCGTACCTAGCCTTTGAGTACTTG-3'  

Elongation 
factor1-alpha  

 
Table 1- Primers used in Real time PCR reactions for the amplification of 
Chitinase, Glucanase and EF1 genes. 
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 گیاه پرتقال مربـوط     DNAي رقت از     نمودار منحنی استاندارد رسم شده بر اساس سر        -1شکل  
هـاي   راندمان تکثیر محاسبه شـده بـراي ژن   . EF1هاي کیتیناز و گلوکاناز و ژن خانه دار        به ژن 

  .باشد  می1/84 و 8/84 ،6/84 به ترتیب EF1کیتیناز، گلوکاناز و 
Figure 1- The standard curves were constructed with serial dilutions of the citrus 
DNA for Chitinase, Glucanase and EF1 genes. For each set, determined Ct values 
were plotted against the logarithm of their known initial copy number. Efficiency 
for Chitinase, Glucanase and EF1 genes was 84.6, 84.8 and 84.1 respectively. 
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 در  CT∆∆-2محاسبه شـده بـه روش       ) B( و کیتیناز )A( نتایج تغییرات بیان ژن گلوکاناز       -2شکل  
 ساعت پس از مایه زنی      96 ساعت و    48 ساعت،   24،  )زمان صفر (فواصل زمانی قبل از آلودگی    

 بـا اسـتفاده از روش   Xanthomonas citri subsp. citriبـاکتري  ) cfu/ml 106(سوسپانـسیون  
ها نشان دهنده مقادیر خطاي اسـتاندارد میـانگین          میل بار ). Infilteration(سرنگ بدون سوزن  

  .می باشد
Figure 2- Relative expression of the Chitinase (B) and Glucanase (A) genes in 
citrus leaves after injection Xanthomonas citri subsp. citri (106 cfu/ml) at 0, 24, 48 
and 96 hours post inoculation. Relative gene expression was calculated using 2-
∆∆CT method. Error bars represent standard error of the mean 
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Abstract  
Asiatic citrus canker caused by Xanthomonas citri subsp. citri is a bacterial 

disease with economic importance in tropical and subtropical citrus-producing areas. 
One of the potential reaction of plants to pathogens attack is an increased levels of 
pathogenesis-related proteins such as chitinase and β - 1,3 -glucanase. The objective 
of present study was to investigate the expression of the PR proteins; β-1,3-glucanase 
and chitinase in Washington Navel orange (Citrus sinensis) inoculated with 
Xanthomonas citri sub sp.citri. Quantitative reverse transcription-polymerase chain 
reaction is used to quantify the mRNA level of chitinase and ß- 1,3 -glucanase genes 
in early stage of plant defense response. For this purpose, total RNA was extracted 
from inoculated and non inoculated citrus plants at different times post-inoculation. 
Higher amounts of transcripts were detected 24 hours after pathogen inoculation of 
citrus leaves and four-fold more than the control citrus plant. The transcript levels of 
the two genes were reduced with the time after inoculation, and decreased 
significantly at 96 hours post inoculation. This study indicated that the role of 
chitinase gene is more than glucanase in early stage of citrus canker disease. 
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