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چکیده
رسان ماننـد اسـیل هموسـرین    هاي کوچک پیاممکانیسم ارتباط سلولی همراه با تولید مولکولنصاب حسگريحد

بیوتیـک، تولیـد رنگدانـه، تشـکیل     هاست که وظایف مهمی مانند تحرك، تولید آنتـی در جمعیت باکتريلاکتون
مختلفـی در  هـاي ژنهـاي اخیـر   کند. در سالها تنظیم میزایی را در باکتريبیوفیلم و تولید فاکتورهاي بیماري

 ـهـا بـاکتري رسـان پیـام هـاي  اند که عامل تجزیه مولکـول آنتاگونیست شناسایی شدههايباکتري ویـژه اسـیل   هب
aiiAژندر ایـن پـژوهش   کننـد.  ها اخـتلال ایجـاد مـی   بوده و در حدنصاب حسگري باکتريهموسرین لاکتون

Bacillusباکتريمربوط به  sp. DMS133   توسط آغازگرهـاي اختصاصـیaiiA-7F وaiiA-7R  يااز همسـانه محتـو
تحـت پروموتـور   aiiAزمینی، دستواره حـاوي ژن  در گیاه سیبaiiAمنظور بررسی اثر ژن تکثیر شد. بهاین ژن 
اســترین بــه دمــاییتهیــه شــد. ایــن دســتواره بــا روش شــوك pBI121در ناقــل دوگانــه CaMV35Sدائمــی 

Agrobacterium tumefaciens LBA4404کشت تغییر یافتـه  منتقل و در روش کشت گره و میانگره در محیط
MLSـ زمینی رقم اگریا انتقال یافت. در آزمون زیستبه گیاه سیب  شـده بـا  زنـی مایـه هسنجی، گیاهـان تراریخت

Pectobacteriumسوسپانسیون باکتري  carotovorum،را بعد از علائم بیماري پوسیدگی نرمبسیار پایینیشدت
زنـی همچنـان سـالم و بـدون     عد از مایهروز برچهااین گیاهان تا شاهد نشان دادند. گیاه در مقایسه با روزپنجاز 

زمینی باعث بروز مقاومـت در مراحـل ابتـداي    لاکتوناز در سیبAiiAرسد که بیان به نظر می.علائم رشد کردند
دچار آلودگی نیز هاما با ادامه یافتن شرایط وقوع بیماري، گیاهان تراریختاستشدهشروع بیماري پوسیدگی نرم 

.صورت علائم زردي و کم رشدي بدون پوسیدگی نرم نشان دادنداولیه بیماري را بهمراحل و شدند 

Bacillus sp. DMS133پوسیدگی نرم،مقاومت بهزمینی،: لاکتوناز، سیبهاواژهکلید

مقدمه
تـــرین و پوســیدگی نــرم باکتریــایی یکــی از مهــم     

هاي باکتریـایی اسـت کـه بـه گیاهـان      ترین بیماريفراوان
و زمینی، هویج، پیازسیبهمچون اي (ذخیرهداراي بافت 

هـاي آبـدار (کـرفس،    تربچه)، سبزیجات با ساقه و بـرگ 
کاهو، اسفناج و کلم)، گیاهان زینتی از جمله دیفن باخیا، 
سیکلامن، سنبل و همچنین سبزیجات داراي میوه گوشتی 

کنـد  فرنگی، بادمجـان، خیـار و کـدو) حملـه مـی     (گوجه

)Agrios, ن بیمــاري مقــدار زیــادي   ). در ایــ2005
کننــده دیــواره ســلول گیــاهی توســط هــاي تجزیــهآنــزیم

هاي بیمارگر تولید شده و باعث پوسیدگی نـرم و  باکتري
تـرین  پکتینازهـا مهـم  شـود.  هاي گیاهی میلهیدگی بافت

هایی هستند که در توسـعه بیمـاري پوسـیدگی نـرم     آنزیم
پکتین دیواره ها با تجزیه باکتریایی نقش دارند. این آنزیم

تـر،  سلولی و تیغه میانی گیاه بـه زیـر واحـدهاي کوچـک    
عنـوان  ها را به داخل سلول باکتري منتقـل کـرده و بـه   آن
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).Agrios, 2005(دهندمنبع غذایی مورد استفاده قرار می
بسـیاري از  یوم هـاي مختلـف جـنس پکتوبـاکتر    گونه

نواحی دهند و در ثیر قرار میأمحصولات جهان را تحت ت
,Toth and Brich(استوایی تا معتدل پراکنش دارنـد 

carotovorumPectobacteriumي گونه.)2006

دامنه میزبانی بسیار وسیعی دارد و طیف بسـیار وسـیعی از   
محصولات کشاورزي را هم در مناطق معتـدل و هـم منـاطق   

Gardanسـازد ( نیمه گرمسـیري آلـوده مـی    et al., 2003؛
Toth et al., 2003.(

ها داراي ارتباطات پیچیده بین سـلولی هسـتند   باکتري
جمعـی و هماهنـگ درون   و از این طریق، رفتارهاي دسته

دهند. این پدیده که حدنصاب حسگري جمعیت بروز می
ي شود، نتیجهنامیده میQS (Quorum Sensingیا (

به نام خود ،رسانهاي کوچک پیامتولید و انتقال مولکول
هاسـت.  هـاي بـاکتري  بین سلول،القاء شونده یا کورومون

ــت  ــگري فعالی ــاب حس ــد  حدنص ــد تولی ــی مانن ــاي مهم ه
بیوتیک، تحرك و شناگري، تولید بیوفیلم، تولیـد و  آنتی

ــاري  ــاي بیمـ ــح فاکتورهـ ــال ژن را در ترشـ ــی و انتقـ زایـ
Smithکنـد ( هـاي تنظـیم مـی   بـاکتري  et al., 2006 ؛

Williams et al., 2007زاي گیـاهی ). در باکتري بیماري
P. carotovorumماننـد  زایـی ، تولید فاکتورهاي بیماري

از طریق ها کننده دیواره سلولی و هارپینهاي تجزیهآنزیم
هاي سیگنالیحدنصاب حسگري وابسته به مولکولمکانیسم 

و Oxo-C6-HSL-3نوع اسیل هموسـرین لاکتـون (  از
C8-HSL (ــانتنظــیم ــیبی Barnard andشــود (م

Salmond, 2007 ؛Whitehead et al., 2001.(
هـا بیوتیـک سموم مسی و آنتیرویهبیاز آنجا که مصرف 

هاي باکتریـایی باعـث بـروز نژادهـاي مقـاوم      علیه بیماري
زا شده است، استفاده از کنترل بیولوژیـک  عوامل بیماري

ــی ــدم ــا    راهتوان ــارزه ب ــیش روي مب ــکلات پ ــاي مش گش
Koh(باشدگیاهی بیمارگرهاي et al., 2013  یکـی .(

شـناخته شـده در ایـن زمینـه،     هـاي مکانیسماز جدیدترین 
ــاکتري  ــایی برخــی از ب ــد  توان ــاي آنتاگونیســت در تولی ه

ترکیباتی است که قادر به سرکوب حدنصـاب حسـگري   

بـراي توصـیف  Quorum Quenchingهستند. اصطلاح 
کـه بـر ضـد حدنصـاب     رودتمام فرایندهایی به کـار مـی  

Dongکننــد (حســگري  عمــل مــی et al., 2001 .(
هاي مختلفی انجام اختلال در حدنصاب حسگري با مکانیسم

هـاي  هـا، تجزیـه آنزیمـی مولکـول    ترین آنشود که شایعمی
گونیسـت اسـت   اهاي آنتتوسط باکتريدرگیر دهندهسیگنال

)Cirou et al., 2010کننـده  ترین آنـزیم تجزیـه  ). فراوان
لاکتونـاز اسـت   AiiAآنـزیم  دهنـده،  سـیگنال هاي مولکول

که بـا تجزیـه مولکـول اسـیل هموسـرین لاکتـون، خاصـیت        
رسانی این مولکول را از بین برده و مانع برقـراري ارتبـاط   پیام

مسـئول  aiiAشـود. ژن  هاي تولیدکننـده آن مـی  بین باکتري
هـاي  در بـاکتري AHLکننده تولید آنزیم لاکتوناز و تجزیه

ــن ــاکتري  Bacillusس ج ــر از ب ــیاري دیگ ــت  و بس ــا اس ه
)Faure and Dessaux, 2007(.

از طریق توانایی QSهاي سرکوب یکی از استراتژي
هـاي  هاي سیگنالی با تولید آنـزیم گیاه در تجزیه مولکول

Ladeباشـد ( مـی AHLکننـده  تجزیـه  et al., 2014 ؛
Uroz et al., 2009 ــی ــک م ــی ژنتی ــا مهندس ــوان ). ب ت

روي بیمـارگر حضورفراهم کرد که از همان ابتدايشرایطی
هـاي  یـا از انجـام فعالیـت   میزبان، گیاه یا دفاع فعال انجام دهد

ــاعی ــارگراجتم ــی   بیم ــتم تنظیم ــد و در سیس ــوگیري نمای جل
و)Fray)2002آن اختلال ایجاد کنـد.  حدنصاب حسگري

Toth and Brich)2006(  اـن تراریخـــت توتـــون و گیاهـ
هايزمینی تولید کردند که توانایی تولید مقدار زیادي مولکولسیب

داشتند. بـه  O-C6HSL-3یا C6-HSLاز نوع دهندهسیگنال
و Yerssinia enterocoliticaاز Yen1همین ترتیب ژن 

زمینـی و  وارد گیاه سیبP. carotovorumاز exp1ژن 
، exp1حـاوي ژن  توتون تراریخـت چند که هر.توتون شد

ــالایی  ــت ب ــرم  مقاوم ــیدگی ن ــه پوس ــبت ب ــا  نس ــان داد ام نش
ت بـالا، حساسـی Yen1حاوي ژن هاي تراریخت زمینیسیب

از خود نشان دادنـد.  بیمارگربه ،حتی در غلظت پایین سلولی
از طرف دیگر گیاهان تراریخت دیگري تولید شـده کـه ژن   

را در خــود بیــان AHLکننــده کننــده آنــزیم تجزیــهتولیــد
،aiiAباســیلوس آنــزیم لاکتونــاز ازکدکننــده ژن کننــد.مــی
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Dongبیان شده است (کلمدر گیاه توتون و  et al., 2000؛
Koh et al., 2013 هـاي قابـل حـل در آب    ). پـروتئین

را O-C6HSL-3کننـدگی  این گیاهان خاصیت تجزیـه 
. بـود در این گیاهـان  aiiAنشان دادند که بیانگر بیان ژن 

P. carotovorumزمانی که این گیاهان تراریخت بـا 

از خود بیمارگر کوبی شدند، مقاومت نسبی نسبت به مایه
.ندنشان داد

(عامـل  aiiAهدف از انجام این پـژوهش انتقـال ژن   
زمینی و بررسی) به گیاه سیبAHLهاي کننده مولکولتجزیه

P. carotovorumتوانایی آن در ایجاد مقاومت به بـاکتري  

باشد.میعامل بیماري پوسیدگی نرم باکتریایی 

هامواد و روش
ها و پلاسمیدهاي مورد استفادهباکتري

،Pectobacterium carotovorumهـاي  بـاکتري 
Agrobacterium tumefaciens نژادLBA4404

Escherichia coliو DH5α ــل ژن از aiiAحام
شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد اصـفهان آزمایشگاه بیماري

از gusحامـل ژن گزارشـگر  pBI121بیانی پلاسمید و
آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشگاه صنعتی اصفهان تهیه شدند.

از باکتري باسیلوسaiiAتکثیر ژن 
AHLکننده مسئول تولید آنزیم لاکتوناز و تجزیهaiiAژن 

Bacillusباکتريدر  sp. DMS133با اندازهاست. این ژن
)Mahmoudi et al.)2013توسـط  قـبلاً جفت باز 784

ــاکتريوارد و در pTZ57R/Tناقــل در جداســازي و  ب
E. coli DH5αیـابی شـد.   توالیسپسسازي وهمسانه

) aiiAکننـده آنـزیم لاکتونـاز (   در این پژوهش ژن تولید
جداسـازي پلاسمیدبا استفاده توسط آغازگرهاي اختصاصی 

تکثیر شد:شده از همسانه فوق 

aiiA-7F: 5'-
ACGTCTCGAGGATCCATATGACGA
TAAAGAAGCTT
aiiA-7R: 5'-
GCAGGATCCGTCGACTATATATATT
CAGGGAA

pBI121بیانی ناقل که این ژن قرار است دربه دلیل این

تـوالی  زمینـی بیـان شـود،   سـیب ي و در گیـاه  سـاز همسانه
ــخیص و  ــزیمتشـ ــرش آنـ ــاي بـ در BamHIو SacIهـ

قـرار aiiA-7Rو aiiA-7Fآغازگرهـاي  بالادست تـوالی  
آ اناي پلیمـرازي توسـط آنـزیم دي   واکنش زنجیره.داده شد
سـازي  واسرشـت :سیکل با شرایط دمایی21در pfuپلیمراز 

دقیقـه در  1سـازي  واسرشـت ،C95°دقیقه در دماي3اولیه 
ــه در دمــاي 1، اتصــال C95°دمــاي  ــر C50°دقیق 1، تکثی

C°دقیقه در دمـاي  10و تکثیر نهایی C72°دقیقه در دماي 

). در نهایـت  Mahmoudi et al., 2013انجـام شـد (  72
محصول واکنش روي ژل یک درصد آگارز تفکیک و بعد 

ه توسـط  بـاز، ایـن قطع ـ  جفـت 784از مشاهده قطعه با انـدازه  
سازي شد.آ از ژل خالصانکیت استخراج دي
ژنسازي(همسانهpBI121-aiiAساخت دستواره

aiiA در پلاسمیدpBI121(
. اسـتفاده شـد  pBI121آزمایش از پلاسـمید  در این

(تحت پروموتر دائمـی gusاین پلاسمید حاوي ژن گزارشگر 
CaMV35S و ترمیناتورnos گزینشـگر  ) و ژنnptII

سـازي  باشد. براي آماده) میnos(با پروموتر و ترمیناتور 
،pBI121-KAپلاســمید آن در و قـرار دادن  aiiAژن 

ــزیم   ــتفاده از آن ــا اس ــدا ب ــاي ابت ، ژن SacIو BamHIه
aiiA      برش داده شد تـا دو انتهـاي ژن مـورد نظـر جهـت

ــق در ــاده شــوند. ســپس توســط همــین   تلفی پلاســمید آم
خارج pBI121از پلاسمید gusگزارشگر ، ژنهاآنزیم

ــین    ــال ب ــنش اتص ــد و واک ــه aiiAو ژن pBI121گردی ب
انجـام شـد تـا دسـتواره     C20°ساعت در دمـاي  18مدت 

pBI121-aiiA واکـــنش مخلـــوط حاصـــل شـــود. در
نانوگرم پلاسمید برش یافته، یک میکروگرم 400،اتصال

آ لیگـاز،  انديT4واحـد آنـزیم   2برش یافته، aiiAژن 
ــزیم 5/1 ــافر آن ــر ب ــر آب 5/4و X10میکرولیت میکرولیت

استفاده شد. بعـد از  میکرولیتر) 15(تا حجم مقطر استریل 
فعـال کـردن آنـزیم،   منظـور غیـر  بهو اتمام واکنش اتصال

دقیقـه قـرار گرفتنـد.   10به مدتC65°دماي درهانمونه
ــتواره   ــت دس ــوك  pBI121-aiiAدر نهای ــا روش ش ب

Sambrookحرارتی ( et al., 2001 مسـتعد ) به بـاکتري
A. tumefaciens نژادLBA4404   .بـا  انتقـال یافـت
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گـرم میلـی 50و 30حـاوي  LBروي محیط هاهمسانهرشد 
(پلاسـمید حـاوي  دستواره پلاسمید یا ، انتقال لیتر کانامیسیندر

ــورد نظــر)  ــاکتري تژن م ــه ب ــد شــدأب ــان از یی . جهــت اطمین
در در اگروبـاکتریوم، اسـتخراج پلاسـمید   دستواره وجود

ــم ــاس ک ــنش  مقی ــق واک ــد و از طری ــام ش ــا PCRانج ب
و با آغازگرهايوجود ژن aiiA7Rو aiiA7Fآغازگرهاي 

pBINN- 5'GAACAAGATGGATTGCACG

-pBINPو  5'GAAGAACTCGTCAAGAAGG

کننده مقاومت بـه  ، (ژن ایجادnptIIدرونی ژن از نواحی
یید أتpBI121بیوتیک کانامایسین) وجود پلاسمید آنتی

گردید.
کشت بافت و مواد گیاهی

زمینی رقم اگریـا  هاي (مینی تیوبر) گیاه سیبریز غده
شناسـی تهیـه شـد. ایـن     گروه زیسـت -از دانشگاه اصفهان

رقم در شرایط آزمایشگاهی از طریق کشت جوانه (گره) 
موراشـیگ اسـکوگ تکثیـر گردیـد.    و در محیط کشـت  

سـاعت  16و در شرایط نوري C2±22°گیاهان در دماي 
ــا شــدت نــور لــوکس و هشــت ســاعت 2500روشــنایی ب

بـار در محـیط   تاریکی رشد نمودند و هر چهار هفته یـک 
MSشدند.واکشت می

زمینیبه گیاه سیبpBI121-aiiAي انتقال دستواره
ــه ــا واســطه ب ــال ژن ب ــه  منظــور انتق ــاکتریوم ب ــري اگروب گ

ــاه ــانگره  ســیبگی ــه گــره و می ــز نمون زمینــی، از روش ری
هـاي  یافتـه (اجـزاء محـیط: نمـک    تغییرMLSدر محیط 

، MSهـاي محـیط   ، ویتـامین MSماکرو و میکرو محیط 
،mg/l16 ،Zeatin ribosidemg/l1ســولفات آدنــین 

mg/l05/0BAP ســاکارز ،g30 اســتفاده شــد. تــک (
LBA4404کلونی باکتري اگروباکتریوم تومفسینس نـژاد  

مایع حاويLBدر محیط pBI121-aiiAحاوي دستواره 
سـاعت در  18گرم در لیتر کانامایسین، به مدت میلی100

در دقیقـه  دور180کشت گردید و با سرعت C28°دماي 
لیتر از باکتري رشد یافته بـه  شد. مقدار دو میلیتکان داده

دور 250و در مایع جدید اضـافه LBلیتر محیط میلی50
ــاي   ــه در دم ــا   C28°در دقیق ــد ت ــت گردی OD600گش

هـاي  لولـه سـپس  برسد.7/0-6/0سوسپانسیون باکتري به 

دقیقـه دردور4000فالکون محتوي سوسپانسـیون بـاکتري در   
)g1700   دمـاي  و دقیقـه 10) بـه مـدت°C4 سـانتریفیوژ

بـاکتري حـذف و رسـوب   طـور کامـل  رویی بهفاز شدند.
ــا سوسپانســیون MSمحــیط کشــت در  ــد ت ــایع حــل گردی م

دست آید.اگروباکتریوم به
هـاي یـک تـا    اي، قطعهزمینی چهار هفتهاز گیاه سیب
که هر قطعـه شـامل یـک    طوريمتري (بهیک و نیم سانتی

گره باشد) جدا گردید. این قطعات توسط سوزن زخمـی  
دقیقـه در سوسپانسـیون اگروبـاکتریوم    10شده و به مدت 

هـا بـا کاغـذ صـافی خشـک      قرار گرفتند. سپس ریزنمونه
جامـد و  MLSشده و به مدت دو تا سـه روز در محـیط   

در تاریکی نگهداري شدند. بعد از این مدت C26°دماي 
بیوتیک سفاتوکسـیم) شسـته  ها در آب (حاوي آنتیزنمونهری

هـاي  بیوتیـک جامد حاوي آنتـی MLSشده و در محیط 
در لیتـر گرممیلی500و گرم در لیتر کانامایسینمیلی50(

سـاعت روشـنایی  16و شرایط C22°سفوتاکسیم) در دماي 
هایی به طول و هشت ساعت تاریکی قرار گرفتند تا جوانه

د. پـس از آن  هـا خـارج شـو   متـر از آن پنج تا شش سانتی
هـاي  جامد حـاوي آنتـی بیوتیـک   MSها به محیط جوانه

در گـرم میلـی 250لیتـر کانامایسـین و   در گرممیلی100(
لیتر سفوتاکسیم) منتقـل شـدند تـا گیـاه تراریخـت ظـاهر       

گردد.
مولکولی گیاهان تراریختتأیید
، واکـنش  PCRمنظـور تأییـد انتقـال ژن از طریـق     به
PCR بــا آغازگرهــايaiiA7F وaiiA7R رويDNA

ژنومی استخراج شده از گیاهان تراریخـت و شـاهد صـورت   
در گیاهان تراریخت aiiAگرفت. جهت بررسی بیان ژن 

انجام شد. بدین منظـور  RT-PCRزمینی، واکنش سیب
)،Roche(شـرکت RNAابتـدا توسـط کیـت اسـتخراج     

RNAو کل گیاهان تراریخت و غیرتراریخت، استخراج
بـا اسـتفاده از   هـا آنDNase،cDNAپس از تیمـار بـا   

طبـق روش گفتـه شـده در    آغازگرهاي اختصاصـی ژن و 
بـا PCRهمان کیت، ساخته شد. در مرحله بعد واکـنش  

حاصـل  cDNAروي aiiAاختصاصی ژن آغازگرهاي 
از گیاهان تراریخت و غیر تراریخت، انجام شد.
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pBI121-aiiAارزیابی واکنش گیاهان تراریخت با 
Pectobacterium carotovorumنسبته به باکتري 

عامل پوسیدگی نرم 
C30°گیاهان تراریخت در شرایط مناسب بیماري (دمـاي  

درصد) در انکوباتور گیاهی قرار داده 90و رطوبت نسبی 
P. carotovorumمیکرولیتر سوسپانسیون باکتري5شدند و 

(سرنگ 30توسط سرنگ درجه CFU/ml106با رقت 
ــاقه       ــه س ــرگ ب ــال دمب ــل اتص ــه مح ــولین) ب ــق انس تزری

زنی شدند. سپس گیاهان آلـوده شـده بـه    زمینی مایهسیب
ــدت  ــا دوره3-5م ــوري روز ب ــنایی  16ن ــاعت روش 8س

وساعت تاریکی در انکوباتور گیاهی نگهـداري شـدند و   
میزان پیشرفت بیماري بر اساس بروز علائم پوسیدگی نرم 
بررســی شــد. در ایــن ارزیــابی تغییــر رنــگ و زرد شــدن  

در محل تزریق ها، پژمردگی و میزان پوسیدگی نرمبرگ
مورد بررسی قرار گرفت. گیاهـان فاقـد   صورت چشمی به

عنوان شاهد استفاده شدند. بهaiiAژن 

نتایج
در دهندهسیگنالهايکنندگی مولکولفعالیت تجزیه

Bacillusباکتري  sp. DMS133   مربوط به تولیـد آنـزیم
)Mahmoudi et al.)2013توسط لاکتوناز است که قبلاً

الـف  -1طـور کـه در شـکل    به اثبات رسیده اسـت. همـان  
جفت باز توسـط  784با اندازه aiiAژن شودمیمشاهده 

pfuو آنــــزیم aiiA-7Rو aiiA-7Fآغازگرهــــاي 

پلیمراز تکثیر شد.
ــال  ــه pBI121-aiiAانتق Agrobacteriumب

tumefaciensها در باکتري و تأیید وجود دستواره
PCRاز طریق

دستواره مورد نظر از طریق شوك حرارتی به باکتري 
A. tumefaciens LB4404 انتقال یافت و بعد از سه

ــري  ــیون پتـ ــشروز انکوباسـ ــاي  دیـ ــا در دمـ ، C°28هـ
هاي اگروباکتریوم تراریخـت روي محـیط کشـت    کلونی

ها و وجود ژن یید تراریختی باکتريأمشاهده شد. جهت ت
ــر در آن  ــورد نظ ــق  م ــا، از طری ــا PCRه ــايب آغازگره

aiiA-7RوaiiA-7F ژنaiiA   جفـت  784بـه طـول
ها ژن در آنpBI121یید پلاسمید أباز، همچنین جهت ت

nptII نیز با آغازگرهايpBINN وpBINP  به طـول
).ب1جفت باز ثکثیر گردید (شکل 750

Pfuتوسط آنزیم aiiAالف: تکثیر ژن -1شکل  DNAدر باکتري پلیمرازBacillus sp. DMS133.M نشانگر اندازه :
bp plus100 باسیلوس :2و 1؛DMS133 ،3:E.coli DH5α حاوي ژنaiiA از باکتري باسیلوسA24 چاهک 4و :

اگروباکتریوم حاوي دستواره (ژل آگارزدر ) bp750(nptIIو)aiiA)bp784هايژن: تکثیر بالگو.DNAفاقد 
هاي مربوط به کلونaiiAژن - pBI121 ،3از nptIIژن- 2)؛ Fermentas Co(.IIIنشانگر اندازه - 1)؛ TAEدرصد1

pBI121-aiiAکانامیسین و داراي دستواره حاويLBاگروباکتریوم رشد یافته روي محیط کشت 
Figure 1- A: PCR amplification of aiiA gene by pfu DNA polymerase; M: Ladder 100 bp, 1and 2:
Bacillus sp. DMS133, 3: Escherichia coli DH5α containing aiiA gene from Bacillus A24, 4: Blank,
well without DNA template. B: Amplifying aiiA and nptII genes from transformed A. tumefaciens
(1% agarose gel, TAE buffer); M: Ladder III (Fermentas Co.), 1: nptII gene from pBI121, 2: aiiA

gene from pBI121-aiiA

ب 321

aiiA
nptII

الف
4321M

bp784

ب
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زمینــی و انتقــال دســتواره کشــت بافــت ســیب
pBI121-aiiAبه آن

زمینـی رقـم اگریـا از طریـق کشـت گـره و       گیاه سـیب 
زمینــی بــرش یافتــه بــه طــول دو هــاي ســیبمیــانگره (ســاقه

متــر حــاوي یــک یــا دو گــره) روي محــیط کشــت  ســانتی
MLS    تغییر یافته تکثیر گردید و بعد از چهـار هفتـه بـراي

هــا پــس از تلقــیح بــا    انتقــال ژن آمــاده شــد. ریزنمونــه   
گــرم در لیتــر میلــی50اگروبــاکتریوم بــه محــیط انتخــابی (

گرم در لیتر سفوتاکسیم) تغییر یافتـه  میلی500کانامایسین و 
MLS  انتقال یافتند. در این محیط، مقدار هورمـونBAP

سـوم  هـاي دوم و . جوانهبودMLSمحیطرابر بیشتر از ده ب
ــره ــل گ ــه روي   از مح ــس از دو هفت ــد و پ ــد نمودن ــا رش ه

هـا بـراي   . کـالوس ها کـالوس زیـادي تشـکیل شـد    میانگره
یافتـه انتخـابی انتقـال    تغییـر MLSباززایی به محیط کشت 

هـا  و ساقهزدندها، جوانه یافتند و پس از چهار هفته کالوس
ــدار شــدند (شــکل   ــف، ب، ج2پدی ــراي .)ال ــت ب در نهای

100انتخـابی ( MSهـا بـه محـیط کشـت     زایـی سـاقه  ریشه
ــر کانامایســین و میلــی ــر میلــی250گــرم در لیت گــرم در لیت

ها ریشـه داده  سفوتاکسیم) منتقل شدند. تعداد زیادي از آن
ییــد مولکــولی أو بـه گیاهــان کامــل تبــدیل شــدند کــه بــا ت 

PCR ثابت شد.هاآن، تراریخت بودن
زمینی تراریخـت از  تأیید مولکولی گیاهان سیب

PCRطریق 

کـل گیاهـان تراریخـت و    DNAبدین منظـور ابتـدا   
ــتفاده از    ــا اس ــد و ب ــتخراج گردی ــت اس شــاهد غیرتراریخ

aiiAژن aiiA7Rو aiiA7Fآغازگرهاي اختصاصی 

تکثیـر گردیـد   PCRجفـت بـاز در روش   784با انـدازه  
حداقل دهنده آن است که ي). این موضوع نشان2(شکل

ــخه از ژن  ــک نسـ ــت، aiiAیـ ــان تراریخـ ــوم گیاهـ در ژنـ
بـا  PCRبـا انجـام واکـنش    جاي گرفته اسـت. همچنـین  

گیاهان تراریخـت،  DNAروي nptIIآغازگرهاي ژن 
ــاي انتقـــال ژن ــمید aiiAهـ ــه pBI121-aiiAدر پلاسـ بـ

نوکلئوتیـدي  750زمینـی تأییـد شـد و نـوار     سـیب گیاهان
روي ژل آگارز مشاهده گردید. جهت بررسی رونویسـی  

ــیب  ــه س ــه ب ــال یافت ــی، ژن انتق ــان RNAزمین ــل گیاه ک
cDNAتراریخت و شـاهد اسـتخراج و پـس از سـاخت     

aiiA7FوaiiA7Rبا آغازگرهاPCRها، واکنش آن

تخراجدر گیاهــان تراریخــت و شــاهد انجــام گرفــت. اســ
RNA کــل و ســاختcDNA توســط کیــت (شــرکت

Roche انجام شد. تکثیر قطعات (DNA   784بـه طـول
در گیاهان تراریخت aiiAژن RNAدهنده وجود نشان

هـا تأییـد   بـرداري را در آن باشد و انجـام عمـل نسـخه   می
د).2کند (شکل می

یید فیزیولـوژیکی گیاهـان تراریخـت در شـرایط     أت
بیماري

هـاي  بررسی تاثیر ژن تجزیه کننـده مولکـول  منظور به
زمینـی در  هاي گیاه سیبدهنده باکتري بر واکنشسیگنال

گیاهـان تراریخـت   زاي پوسیدگی نرم،برابر عامل بیماري
زایــی بــا بــاکتري در آزمــون تســت بیمــاريaiiAبــا ژن 

P. carotovorum آلوده شدند. در شرایط مناسب بیمـاري
درصـد) گیاهـان   80-90نسـبی  و رطوبـت  C°30(دماي 

زنی شده با باکتري، به مـدت یـک   تراریخت و شاهد مایه
8ساعت روشنایی و 16هفته در انکوباتور گیاهی با دوره 

ــدند.    ــداري ش ــاریکی نگه ــاعت ت ــد از  24س ــاعت بع س
تراریخـت) بـا بـاکتري علائـم     زنی گیاهان شاهد (غیرمایه

شد که ها ظاهر زردي، پژمردگی و سوختگی نوك برگ
با گذشت زمان، علائم پوسیدگی نرم در محـل آلـودگی   

سـازي  سـاعت بعـد از آلـوده   72مشاهده شد. این گیاهان 
طور کامل دچار مرگ شـدند و از بـین رفتنـد. ولـی در     به

گیاهان تراریخت ظهور علائـم بیمـاري بـا سـرعت بسـیار      
روز بعـــد از 4کمتـــري شـــروع شـــد. ایـــن گیاهـــان در 

ه علائـم بیمـاري پوسـیدگی نـرم را     گون ـسازي هیچآلوده
نشان ندادند. اما با گذشت زمان به تدریج علائم زردي و 

ها ظاهر شد. این گیاهان بـه مـدت یـک    پژمردگی در آن
هفته نگهداري شـدند و بعـد از ایـن مـدت دچـار مـرگ       

زنـی  شدند. گیاهان شاهد تراریخت و غیر تراریخت مایـه 
تـه همچنـان بـه    شده با آب مقطر اسـتریل بعـد از یـک هف   

ونـه علائـم کـم رشـدي و     گرشد خود ادامه دادند و هیچ
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با توجه به نتایج ایـن تحقیـق بـه نظـر     زردي نشان ندادند.
زمینـی  در گیاهان تراریخـت سـیب  aiiAرسد که ژن می

زمینی در برابـر عامـل پوسـیدگی   مسئول مقاومت نسبی سیب
زمینـی باعـث  نرم بوده است و بیان این ژن در گیاه سـیب 

زایی پکتوباکتریوم هاي بیماريجلوگیري از بیان اولیه ژن
در زمان آلودگی شده است.

بحث
لاکتوناز یک متالوهیدرولاز از خانواده AiiAآنزیم 

ــزیم  ــی از آنـ ــاز و یکـ ــه  بتالاکتامـ ــم در تجزیـ ــاي مهـ هـ
کننــده حدنصــاب دهنــده و مختــلهــاي ســیگنالمولکــول

Jafraهاسـت ( حسـگري بـاکتري   et al., 2006  ایـن .(
ــط ژن   ــزیم توس ــه  aiiAآن ــل تجزی ــد و عام ــده تولی کنن

هاي اسیل هموسرین لاکتـون باکتریـایی اسـت و    مولکول
،Bacillusهاي باکتریایی مانند تاکنون در بسیاري از جنس

Arthrobacter وMesorhizobium ــایی ــورد شناسـ مـ
). Faure and Dessaux, 2007قرارگرفتـه اسـت (  

ــوالی کد ــروتئین ( ت ــه پ ــونده ب ــامل  ORFش ــن ژن ش ) ای
اسـید  250نوکلئوتید است که یک پروتئین فعـال بـا   750

). در ایـن  Dong et al., 2000کنـد ( آمینـه کـد مـی   
مطالعه، این قطعه ژنی از همسانه حاوي این ژن تکثیر شـد  

)Mahmoudi et al., 2013 .(

.Aزمینی آلوده شده با باکتري هاي سیبریزنمونه- 2شکل  tumefaciens LB4404دستواره حاملpBI121-aiiAمحیطي رو
زدنو جوانهتشکیل کالوس روي میانگرهکشت گره و میانگره، : و بدرلیتر کانامیسین. الفگرممیلی50تغییر یافته حاوي MLSکشت 

هايو تکثیر ژنpBI121-aiiAیید واکنش انتقال أ: تد. pBI121-aiiAبا زمینیسیبهاي تراریختکالوسباززایی: ج؛هاکالوس
aiiA وnptII .توسط آغازگرهاي اختصاصیM نشانگر اندازه :bp100 ژن - 1؛aiiA ژن - 2؛nptII ،3 -واکنش ي. گیاه شاهد :

PCR-RTزمینی تراریخت با هاي سیبروي نمونهpBI121-aiiA و تکثیر ژنaiiA درصد 1(ژل آگارزTAE ؛(M نشانگر :
گیاه شاهد-4گیاه تراریختRT-PCRتکثیر شده در واکنش aiiAژن -3و2، 1؛ bp100اندازه 

Figure 2- Inoculated potato explants with Agrobacterium tumefaciens LBA4404 harboring pBI121/aiiA on
modified MLS medium containing 50 mg/l Kanamycin. A and B: culturing node and internode explants
and callus formation; C: regeneration of transformed potato explants with pBI121-aiiA; D: confirmation

of transgenic potato plants and amplification of aiiA and nptII genes by specific PCR primers, M:
Ladder (Fermentas Co.); 1: aiiA gene, 2: nptII; B: non transgenic plant; E: RT-PCR results on
transgenic plants (Agarose gel 1%, TAE buffer); M: DNA Ladder 100bb, 1-3: aiiA gene from

transformed potatoes, B: non transgenic potato plant
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یکی از اهداف مهم ایـن پـژوهش، بررسـی امکـان بیـان      
زایـی  ثیر آن بـر بیمـاري  أزمینـی و ت ـ در گیاه سـیب aiiAژن 

زمینـی  باکتري پکتوبـاکتریوم روي گیاهـان تراریحـت سـیب    
ــی ــور ژن  م ــدین منظ ــد. ب ــمید aiiAباش pBI121در پلاس

ســازي شــد و بــا روش شــوك حرارتــی بــه بــاکتري همســانه
Agrobacterium tumefaciens نــــژادLB4404

ــانگره   منتقــل شــد. ســپس از طریــق کشــت بافــت گــره و می
زمینـی  به گیـاه سـیب  MLSزمینی در محیط تغییر یافته سیب

از aiiAانتقال یافت. نتایج مولکولی در ردیـابی و تکثیـر ژن   
و انجـام  RNAکل گیاه، استخراج DNAطریق استخراج 

RT-PCRیانگر استقرار این هاي تراریخت بزمینیدر سیب
ــی   ــان آن م ــه و بی ــان تراریخت ــون  ژن در گیاه ــد. در آزم باش

اي هــاي تراریخــت چهــار هفتــه   زایــی، گیاهچــه بیمــاري
بـا  P. carotovotumزمینی با سوسپانسیون بـاکتري  سیب

زنی شدند و به مدت یـک هفتـه   مایهCFU/ml106غلظت 
یش، در شرایط مناسب بیماري نگهداري شدند. در این آزمـا 

زمینــی بلافاصــله بعــد از هــاي غیرتراریخــت ســیبگیاهچــه
سازي علائم بیماري را نشان دادند و دچار مرگ شدند آلوده

در ابتداي آلودگی در aiiAهاي تراریخت با ژن اما گیاهچه
روز اول آلـوده سـازي   4برابر بیمـاري مقاومـت کـرده و در    

بـا گذشـت   گونه علائمی از بیماري را نشان ندادنـد. امـا  هیچ
هـا آلـوده،   زا در بافتزمان با افزایش جمعیت باکتري بیماري

علائم بیماري ظـاهر شـدند و گیاهـان تراریخـت بـا سـرعت       
تري دچار مرگ شدند.کمتر و در مدت زمان طولانی

و P. carotovorumزایـی بـاکتري   فرایند بیماري
ده کننهاي تجزیهوابسته به تولید آنزیم،تولید علائم بیماري

ــی  ــلولی م ــواره س ــه  دی ــد ک ــط باش ــاب  توس ــتم حدنص سیس
؛Mahmoudi et al., 2011شـوند ( حسگري کنترل می

Toth et al., 2003  زایـی  ). در ابتداي مرحلـه بیمـاري
که جمعیت این باکتري پایین است، حجم کمتري از این 

به مـواد  بیمارگرشود که باعث دستیابی ها تولید میآنزیم
ــر ســریع آن مــی  ــان ژن غــذایی و تکثی در aiiAشــود. بی

هاي محل آلـودگی در گیاهـان تراریخـت موجـب     سلول
ــزیم   ــد آن ــی AHLتولی ــاز م ــود.لاکتون ــزیم  ش ــن آن ای

بـاکتري در محـل   دهنـده سـیگنال هايتجزیه مولکولباعث 
ــودگی ــگري آن   آل ــاب حس ــتم حدنص ــی سیس و خاموش

. همـین امـر از تولیـد    )Lade et al., 2014(شـود مـی 
هاي پوسیدگی نرم در ابتـداي آلـودگی جلـوگیري    آنزیم

کند. آنزیم لاکتوناز یک آنـزیم داخـل سـلولی اسـت     می
کننـده بـه   هـاي تراوشـی بـاکتري تولیـد    که توسط سیستم

خارج از سلول منتقل شده و فعالیت خارج سلولی خود را 
ف ). گیاهـان بـرخلا  Liu et al., 2011دهـد ( انجام می

رسـد  ها فاقد سیستم تراوشی هستند و بـه نظـر مـی   باکتري
آنزیم لاکتوناز تولید شده در گیـاه تراریخـت بـه راحتـی     
نتواند به فضاي بین سلول گیاه منتقل شود. به همین دلیـل  

طـور کامـل   زمینـی تراریخـت بـه   تولید لاکتوناز در سـیب 
شود.باعث ایجاد مقاومت به پوسیدگی نرم نمی

کننده حدنصاب حسگري تقال ژن مختلهرچند که ان
طور کامل موجب مقاومـت گیاهـان   زمینی بهبه گیاه سیب

تراریخت به عامل پوسیدگی نرم نشد اما حضـور ایـن ژن   
هاي مورد زایی در گیاهچهباعث تاخیر فرایندهاي بیماري

P. carotovorumبررسی در این پژوهش شـد. بـاکتري   

اي هـاي ذخیـره  از عوامل مهـم پوسـیدگی نـرم در بخـش    
رسـد  باشد. به نظـر مـی  زمینی میهاي سیببخصوص غده

هاي حاصل از گیاهـان  حضور آنزیم لاکتوناز در این غده
تراریخت بتواند مانع از گسترش پوسـیدگی نـرم در انبـار    

نجـام آزمـایش   اصـحت ایـن امـر نیـاز بـه      البتـه  شود کـه  
ي تراریخت دارد.هاروي غدهتکمیلی 

گزاريسپاس
ــت  ــا حمای ــژوهش ب ــن پ ــالی دانشــگاه آزاد  ای هــاي م

اســلامی واحــد اصــفهان (خوراســگان) و در قالــب طــرح 
حـوزه  از بـدین وسـیله  پژوهشی انجـام گرفتـه اسـت کـه    

گردد.قدردانی میمعاونت پژوهشی این واحد
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Abstract
Quorum sensing is a unique cell-cell communication of bacteria with production of
diffusible small signal molecules such as acyl-homoserine lactones (AHLs). This
phenomenon regulates the important functions including motility, antibiotic and pigment
production, biofilm formation and production of virulence determinants in many bacteria.
A potential aiiA homologue gene from Bacillus sp. DMS133 was PCR-amplified using
specific PCR primers aiiA-7 F and aiiA-7R. To study the effect of aiiA expression in the
potato plant, the aiiA gene was sub-cloned into binary vector, pBI121, under the control
of the constitutive CaMV35S promoter to give pBI121/aiiA. The resulting plasmid was
heat/shock transformed into Agrobacterium tumefaciens LB4404 and introduced into
potato explants through the node and internode culture in modified MLS medium. In
bioassay, the modified genetically potato plants were inoculated with Pectobacterium
carotovorum suspension at 106 CFU. The results suggested that the expression of AiiA
lactonase in the potato plant caused moderate resistance against soft rot bacterium.
Transgenic plants showed slightly soft rot disease symptoms at five days after inoculation,
while the wild type plant showed severe symptoms. Four days after inoculation,
transgenic plants still grew a healthy and without symptoms, and after this period, they
showed yellowing with low growth symptoms. It seems that lactonase expression in
potato causes resistance against the beginning stage of bacterial infections. However,
with continuing disease conditions, transgenic plants also suffered infection and the early
stage symptoms (without soft rot) of disease was observed.

Keywords: Lactonase, Potato, Resistance to soft rot, Bacillus sp. DMS133


