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  دهیچک
 اقتصادي مهم هاي بیماري از یکی  Clavibacter michiganensis subsp michiganensisبوسیله شده ایجاد باکتریایی شانکر بیماري
 بیماري علیه )BABA(آمینوبوتریک اسید -بتا تیمار پیش اثرات ،بیمارگرمطالعه، پس از جدا سازي و تشخیص  این در. است فرنگی گوجه
از مواد شیمیایی توانمند القا کننده مقاومت در به عنوان یکی BABA . گرفت بررسی قرار مورد آزمایشگاهی شرایط در باکتریایی شانکر

و آب مقطر سترون به  BABAمولار  میلی 2/0فرنگی با غلظت  در این مطالعه گیاهان گوجه. شود گیاهان بر علیه عوامل بیماریزا شناخته می
ایج آزمایشات در فواصل زمانی مختلف نت. زنی شدند مایه سلول باکتري در هر میلی لیتر 1×108عنوان شاهد تیمار شدند، سپس با جمعیت 

 کاهش شاهد با مقایسه در داري معنی بطور را شده زنی مایه گیاهان در علائم بروز شدت و باکتري جمعیت، BABAتیمار  نشان داد که پیش
 قابل همچنین افزایش. است BABAتر در گیاهان تیمار شده توسط  ، افزون بر این ظهور دیرتر علائم بیماري بیانگر دوره کمون طولانیداد

حل مدیریتی مناسب علیه  بر اساس نتایج ما و با توجه به عدم وجود راه .مشاهده شد شده تیمار گیاهان در کاتالاز و PR1 هاي ژن بیان توجه
اري خواهد به عنوان یک عامل سازگار با محیط زیست، سهم ارزشمندي در مدیریت این بیم BABAکارگیري  ي به این بیماري، توصیه

  .داشت
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Abstract 
Bacterial canker caused by Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis is an economically important 
disease of tomato. In this study after isolation and characterization of the pathogen, effects of tomato pre-
treatment with DL-β-aminobutyric acid (BABA) on bacterial canker was investigated under laboratory 
conditions. BABA is known as a powerful chemical resistance inducer in plants against diverse pathogens. In 
this study, tomato plants were treated with a 0.2 mM concentration of BABA and distilled water served as 
control. The plants were subsequently challenged with a 1×108 CFU ml−1 bacterial suspension. The results of 
experiments in different time intervals showed that BABA pre-treatment resulted in a significant reduction of 
bacterial population and symptoms severity of inoculated plants as compared to their controls. Furthermore, 
late appearance of disease symptoms indicated longer incubation periods for BABA treated plants. Also, a 
significant increase was observed in the expression of PR1 and catalase genes in treated plants. Based on our 
results and regarding the lack of proper management options against the disease, application of BABA as an 
environmentally safe agent is recommended as a valuable contribution to disease management.
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  مقدمه
ــه   ــایی گوج ــانکر باکتری ــل   ش ــا عام ــی ب  )Cmm(فرنگ

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis  از
فرنگـی در بیشـتر    هـاي باکتریـایی گوجـه    ترین بیماري مهم

 ,Gleason et al. .1993)شـود   مناطق دنیـا محسـوب مـی   

Eichenlaub & Gartemann 2011)   این بیماري اولین بـار
در ایالت میشیگان آمریکا توسط اسمیت مشاهده و گزارش 

در  هـاي بیمـاري   نشانهدر ایران، اولین ). Smith 1910(شد 
از منطقــه ارومیــه در اســتان آذربایجــان غربــی  1367 ســال

توسط مزارعی  1373مشاهده شد و این مشاهدات در سال 
هـاي بعـد    در سـال ). Mazarei et al. 1993(ثبت رسید  به

این بیماري از استان گلسـتان و آذربایجـان غربـی گـزارش     
 مطالعـات  2018 سال در سپس ).Nazari et al. 2007(شد 

 روي همکـاران  و اسـداغی  توسـط  فیلـوژنی  و زایی بیماري
ایـن   ).Osdaghi et al. 2018(شـد   انجـام  Cm هـاي  جدایه

بــاکتري بعــد از ورود بــه آونــدها ســبب علائــم شــانکر و 
 Fatmi & Schaad 2002, Burokiene(شـود   پژمردگی می

et al. 2005, De Leon et al. 2011, EFSA 2014, Sen 
et al. 2015.(    گیاهان نیز با پاسخ هاي دفـاعی مختلـف در

. دهنـد مقابل حمله بیمارگرها از خـود مقاومـت نشـان مـی    
تاکنون انواع مختلفی از مقاومت گیاهان علیـه بیمارگرهـاي   

ــوان بــه مقاومــت  گیــاهی شــناخته شــده اســت کــه مــی  ت
) R-genes(قاومت هاي م غیرمیزبانی، مقاومت وابسته به ژن
در مقاومت ذاتـی، بعضـی   . و مقاومت ذاتی گیاه اشاره کرد

ــون ــیلن    هورم ــد ات ــاهی مانن ــاي گی ، )Ethylene, ET(ه
، سالیسیلیک اسید )Jasmonic acid, JA(جاسمونیک اسید 

)Salicicylic acid, SA ( و آبســیزیک اســید)Abscisic 

acid, ABA (    نقـش اساسـی دارنـد)Glazebrook 2005, 

Ton et al. 2009, Baccelli & Mauch-Mani 2016, Lee 
et al. 2017  .(     بخشی از مقاومت ذاتـی کـه در گیـاه سـالم

) Induced resistance, IR(فعال نیسـت، مقاومـت القـایی    
ي عوامل زنده یا غیرزنده در  مقاومت القایی به وسیله. است

 از انواع مهم مقاومـت القـایی، مقاومـت   . شود گیاه فعال می
 ,Systemic acquired resistance(سیسـتمیک اکتسـابی   

SAR(   مقاومـت القـایی سیسـتمیک ،(Induced systemic 

resistance, ISR)      و مقاومـت القـایی در اثـرBABA )β-

amino butyric acid-induced resistance, BABA IR (
 Walteres & Fountaine 2009, Buonaurio et(باشـد   می

al. 2009 .( سیسـتمیک اکتسـابی بـه دنبـال یـک       مقاومـت
کننـده یـا از    آلودگی قبلی موضعی با یک بیمـارگر نکـروزه  

طریق تیمار با عوامل شـیمیایی ماننـد سالیسـیلیک اسـید و     
-Acibenzolar-Sماننــد آن مصــنوعی هــاي آنــالوگ بعضــی

methyl (ASM)    شـود   ایجـاد مـی)Ryals et al. 1996, 

Walteres & Fountaine. 2009 .( ء القـاSAR    بـا افـزایش
همچنــین بیــان . همــراه اســت SAموضــعی و سیســتمیک 

-Pathogenesis(هاي مـرتبط بـا بیمـاریزایی     گروهی از ژن

related genes, PRs ( از جملهPR1 ،PR2  وPR5   همـراه
دیــده شــده اســت  SAهــاي دفــاعی وابســته بــه  بــا پاســخ

)Lawton et al. 1996, Ryals et al. 1996, Van loon 

1997, Kuc. 2001, Mauch-Mani & Mauch 2005 .(
 رشـد  ي دهنـده  غیر بیمارگر افـزایش  هاي قارچ یا ها باکتري
 سیسـتمیک  مقاومـت  ایجاد توانایی ریشه، محیط در گیاهان

 گیـاه  در سـیگنالی  انتقـال  و ایجاد باعث دارند و را گیاه در
 در. شود می  ISRنام به مقاومتی ظهور به منجر که شوند می
. باشـند  مـی  JA و ET اصـلی  هـاي  سیگنال مقاومت نوع این

)Pieterse & Van loon 1999, Wang et al. 2009 .(  بتـا
) β- amino butyric acid, BABA(آمینوبوتیریـک اسـید   

و فاقـد  ) synthetic(یک آمینواسید غیرپروتئینی مصـنوعی  
در مطالعـات زیـادي    .باشد سمیت مستقیم روي بیمارگر می

هاي زنده و غیرزنده مشخص  علیه تنش BABAتاثیر مثبت 
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 ,Jakab et al. 2005, Ton et al. 2005(شـده اسـت   

Slaughter et al. 2008, Zimmerli et al. 2000, 2001, 
2008.(BABA    باعث افزایش اسـتعداد)(Priming  پاسـخ

هـاي دفـاعی    شود، بدین معنی که پاسخ هاي دفاعی گیاه می
ي بیمارگر یا تحـت تـنش    ملهدر گیاهان القا شده، بعد از ح

شـوند در ایـن    به صورت سریعتر و به میزان زیادتر بیان می
هـاي   فرآیند مسیرهاي انتقال سـیگنال وابسـته بـه هورمـون    

ABA  وSA کننـد  نقش اصلی را ایفاء می   ) Flors et al. 

2008, Conrath et al. 2015, Baccelli & Mauch-Mani 
مطالعاتی در مورد سازوکار القاء مقاومـت بواسـطه   ). 2016

BABA     در گیاه آرابیدوپسیس انجام شده اسـت کـه نشـان
موجب افزایش مقاومت گیاه  BABAپاشی  دهد، محلول می

 Pseudomans syringae pvو  Botrythis cinereaعلیـه  

tomato      شده است و مقاومت به وجـود آمـده بـا افـزایش
همبسـتگی  ) SAحریک شده توسـط  ت( PR1ترانویسی ژن 

 دفـاعی  هاي پرایمینگ پاسخ طریق از BABAبنابراین . دارد
سبب ایجاد مقاومـت علیـه ایـن دو بیمـارگر      SA به وابسته
در حالیکه مقاومت القایی علیـه سـفیدك پـودري    . گردد می

)Hyaloperonospora arabidopsidis (   و لکــه مــوجی
Alternaria brasicicola گیـري   سیس به شکلدر آرابیدوپ

از کالوز در اطراف هیـف    هاي مملو تر پاییل سریعتر و قوي
 ABAدر حال رشد بسـتگی دارد کـه مسـیرهاي سـیگنالی     

 Zimmerli et(شوند  باعث افزایش ایجاد کالوز در گیاه می

al. 2001, Chavan and Kamble 2014, Luna et al. 
یمـاریزایی  هـاي مـرتبط بـا ب    پـروتئین افزایش تولید ). 2014

به دنبال حملـه بیمـارگر   و کاتالاز ،  مانند کیتیناز، پراکسیداز
 Tuzun et(سبب افزایش بیشتر مقاومت گیاه خواهـد شـد   

al. 1989 .(      هـاي   همچنـین مشـخص شـده اسـت کـه اتـم
در برابر ) Reactive oxygen species, ROS(اکسیژن فعال 

 ـ. شوند حمله بیمارگر در گیاهان تولید می ل گیاهـان  در مقاب
را بـراي  ) CAT(اکسـیدانت نظیـر کاتـالاز     هاي آنتـی  آنزیم

هـاي   حفاظت از خود در برابر اثرات سـمی و مخـرب اتـم   
 ).Mittler et al. 2004(نماینـد   اکسـیژن فعـال تولیـد مـی    

اکسـیدانت در پـی بکـارگیري     هاي آنتی افزایش تجمع آنزیم
BABA    ـ  ه در برابر عوامل بیمـاریزا در تحقیقـات پیشـین ب

 Sahebani & Hadavi 2009, Hossain(اثبات رسیده است 

et al. 2012.( فرنگـی تیمـار شـده بـه      هاي گوجـه  گیاهچه
پس از   BABAو  Acibenzolar-S-methyl (ASM)وسیله

هـاي دفـاعی کیتینـاز و    افزایش بیان آنزیم Cmmآلودگی با 
را نشـان دادنـد   )  (PALپراکسیداز و فنیل آلانین آمونیالیـاز 

(Baysal et al. 2003, 2005) .    تحقیقـات زیـادي در مـورد
در افـزایش مقاومـت گیاهـان علیـه       BABAکـاربرد مـؤثر  

عوامل بیمارگر گیـاهی انجـام شـده اسـت و سـازوکارهاي      
هـاي   تغییرات آنزیم(ایجاد مقاومت بیشتر در سطح پروتئین 

بنـابراین در ایـن پـژوهش    . بررسی شده است) دفاعی گیاه
در  Cmmبـر فعالیـت بـاکتري     BABAپاشی  اثرات محلول
فرنگی مورد بررسی قرار گرفت و واکاوي سطح  گیاه گوجه
ــالاز در فرآینــد بیمــاري PR1هــاي  بیــان ژن زایــی و  و کات

  .مقاومت بررسی گردید

  ها مواد و روش
  تهیه گیاه و شرایط کشت در گلخانه

پــس از  Sunseed 6189فرنگــی رقــم  بــذرهاي گوجــه
ضدعفونی با محلول یک درصد هیپوکلریت سدیم به مدت 

هـاي   یک دقیقه و شستشو با آب مقطـر سـترون در گلـدان   
پلاستیکی حاوي ترکیب پرلیت، خـاك و ماسـه بـه نسـبت     

ي یـک روز   که از قبل، دو مرتبه و با فاصـله  1:1:1حجمی 
اتوکلاو شده بود، کشت گردیدند و در شـرایط گلخانـه بـا    

 8سـاعت روشـنایی و    16درجه سیلسیوس و  28±2دماي 
ــدند  ــداري شـ ــاریکی نگهـ ــاعت تـ BABA (Sigma. سـ
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نکـروز  : B،)شانکر ساقه( تغییر رنگ آوندها: A. )D(و در گلخانه  (A, B, C)علائم متداول بیماري شانکر باکتریایی در مزرعه . 1شکل 
  . پژمردگی، کلروز و نکروز:  Dهاي تیره روي میوه، لکه: Cفرنگی،  ها و مرگ گیاه گوجه برگ

Fig 1. Common symptoms of bacterial canker disease, in the field (A,B, C) and greenhouse (D). A: Vessel 
discoloration (stem canker) B: leaf necrosis and dead tomato plant, C: dark lesions on fruit, D: Wilting, chlorosis 
and necrosis  

  

Aldrich, 541-48-0)   مـولار روي   میکـرو  200در غلظـت
پاشـی شـد و از آب    اي محلـول  هاي گیاهان شش هفته برگ

 Safaie) مقطر سترون هم به عنوان شـاهد اسـتفاده گردیـد   

farahani & Taghavi 2017) .24     سـاعت پـس از تیمـار
کتري انجـام  زنی گیاهان با بـا  مایه ،BABAگیاهان به وسیله 

تکرار در هر بار انجام آزمایش بـود   15شد هر تیمار داراي 
  .و آزمایش دو مرتبه تکرار شد

  ي باکتري  تهیه
نمونه برداري، جداسازي و شناسایی فنوتیپی و مولکولی 

   مورد استفاده باکتري
  نمونه برداري و جداسازي

 C. michiganensisي  انجــام آزمایشــات از گونــهدر 

subsp. michiganensis  جدایه Ta18براي . استفاده گردید
از مـزارع   1396جداسازي ایـن بـاکتري در تابسـتان سـال     

نمونـه  ) منطقـه خسـرو شـهر   (فرنگی شهرستان تبریز  گوجه
هـا، تغییـر    برداري بر اساس علائم پژمردگی، نکـروز بـرگ  

 ,A 1 شـکل (هاي روي میوه انجام شـد   رنگ آوندها و لکه

B, C .( آزمایشـگاه   بـه  پـس از انتقـال  نمونه هاي مشکوك
ثانیه ضدعفونی  30به مدت % 5/0توسط هیپوکلریت سدیم 

ها به قطعـات  و بعد با آب مقطر سترون شسته شدند، بافت
ــد   ــته ش ــترون گذاش ــر س ــیم و در آب مقط . کوچــک تقس

 Yeast extractسوسپانسیون حاصـل روي محـیط کشـت    

Peptone Glucose Agar )YPGA(  کشـــت داده شـــد
(EPPO, 2016)27-29هاي کشت شـده در دمـاي    ، تشتک
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  توالی آغازگرهاي استفاده شده در این مطالعه .1جدول 
Table 1. Primer sequences used in this study. 

Target gene Primer sequence 
5'→3' 

Size of 
amplicon(bp) 

Reference 

CMR16F1 GTGATGTCAGAGCTTCCTCTGGCGGAT 1425 Lee et al. 1997 
CMR16R1 GTACGGCTACCTTGTTACGACTTAGT   
PSA-4 TCATTGGTCAATTCTGTCTCCC 271 Pastrik & Rainey, 1999 
PSA-R TACTGAGATGTTTCACTTCCCC   
2F ACCGTCGAGTTCGACTACGA 550 Richert et al. 2005 
4R CCTCGGTGTTGCCSARCTT   
PR1-F GGATCGGACAACGTCCTTAC 193 Molinari et al. 2014 
PR1-R GCAACATCAAAAGGGAAATAAT   
CAT-F TGGAAGCCAACTTGTGGTGT 233 Zhang et al. 2015 
CAT-R ACTGGGATCAACGGCAAGAG   
β-tubulin AACCTCCATTCAGGAGATGTTT 180 Aime et al. 2013 
β-tubulin TCTGCTGTAGCATCCTGGTATT   

  
سـاعت و ظهـور    48گراد گذاشته شد، بعـد از  درجه سانتی

هـاي تـک انتخـاب و دوبـاره روي محـیط       ها، پرگنـه  پرگنه
هـا   کشـت داده شـد، تـا از خلـوص پرگنـه      YPGAکشت 

هـاي خـالص بـه محـیط      اطمینان حاصل شود، سپس پرگنه
 Yeast Dextrose Calcium carbonate (YDC)کشــت 
بـه  ) گرم مثبت(هاي زرد شفاف و لعابی و پرگنه منتقل شد

هاي مشـکوك بـراي شناسـایی بیوشـیمیایی و      عنوان پرگنه
نگه داري، و براي ) EPPO, 2016(مولکولی انتخاب شدند 

در آب مقطر سترون داخـل ویـال   هاي باکتري  سوسپانسیون
 .شدندمنتقل  C4°سترون به یخچال بادماي 

  بیوشیمیایی هاي شناسایی باکتري براساس آزمون

هاي بیوشیمیایی مانند آزمون گرم، رشد هوازي و  نآزمو
، اکسـیداز، کاتـالاز، هیدرولیزآسـکولین و    (O/F)بی هوازي

 .Schaad et al)آزمون پروتئاز، به روش شـاد و همکـاران   

 Yim et)به روش ایم و همکاران و آزمون سلولاز  (2001

al. 2012) هـاي بیوشـیمیایی و    در تمـام آزمـون  . انجام شد
تهیـه شـده از   ) ICMP-2550(مولکولی از جدایه استاندارد 

هاي گیـاهی از کشـور    کلکسیون بین المللی میکروارگانیسم
 ICMP, Auckland, New(نیوزیلند به عنوان کنترل مثبت 

Zealand, http://www.landcareresearch.co.nz/resour 
ces/collections/icmp( استفاده شد .  

  شناسایی مولکولی باکتري 

توسـط واکـنش   جدایـه مـورد نظـر    براي تأییـد نهـایی،   
آغازگرهــاي و بــا اســتفاده از ) PCR(ایــی پلیمــراز  زنجیــره

و ) CMR16F1/CMR16R1(عمومی جنس کلاوي بـاکتر  
بررسی شـد    )Cmm )PSA-4/PSA-Rاختصاصی زیرگونه 

 TBEژل آگاروز یک درصـد در بـافر   روي  PCRو نتایج 

1X همچنین براي اطمینان از تشخیص، تـوالی  . ارزیابی شد
بـا جفـت آغـازگر     در جدایـه مـورد نظـر    gyr Bیـابی ژن  

2F/4R    ژن(انجـام شـد gyr B  هـا بـراي    تـرین ژن  از مهـم
و ) باشـد  هاي کلاوي باکتر مـی  تفکیک و شناسایی زیرگونه

 Bioneerشـرکت   بـه  PCRقطعه تکثیـر شـده در واکـنش    
کشور کره جنوبی ارسال گردید و از یک جهت مستقیم بـا  

تـوالی  . ، توالی یابی گردیـد  (2F)استفاده از آغازگر مربوطه
دسترســی  مـورد نظــر پـس از ارائــه بــه بانـک ژن، شــماره   

)Accession number(  ــد ــذ گردی ــوالی   .آن اخ ــام و ت ن
به  DNAاستخراج . آورده شده است 1 جدولآغازگرها در 

بــه روش  PCRو واکــنش ) Maloy, 1990(روش مــالوي 
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 Ansari(مطالعه قبلی توسط انصاري و همکاران انجام شد 

et al. 2019(.  

  اثبات بیماري زایی

زایــی جدایــه مــورد نظــر روي گیاهــان  اثبــات بیمــاري
. فرنگـی بـه روش اسـداغی و همکـاران انجـام شـد       گوجه

.(Osdaghi et al. 2018) 

  زنی تهیه مایه تلقیح و روش مایهکشت باکتري، 

 C. michiganensisي  در انجــام آزمایشــات از گونــه

subsp. michiganensis  جدایه Ta18 استفاده گردید جدایه
ها  کشت شد و تشتک YPGAمورد نظر روي محیط کشت 

سـاعت   48درجه سانتیگراد نگهداري شـدند،   25در دماي 
ــاکتري پـــس از رشـــد   ،YPGAروي محـــیط کشـــت بـ

شـد،  تهیـه  ) CFU/ml 108×1(سوسپانیون آبـی بـا غلظـت    
 100زنـی بـا اسـتفاده از یـک سـوزن تشـریح حـاوي         مایه

گـره دو  (میکرولیتر سوسپانسیون باکتري در قسـمت سـاقه   
 .انجام شد )برگ اولیه

  Cmmعلیه شده القا مقاومت بررسی میزان

  بررسی جمعیت باکتري – 1

هــاي هــوایی گیاهــان در  جمعیــت بــاکتري در قســمت
ــاي   20و  12، 6، 2 آب درCmm/ و BABA/Cmmتیمارهـ

بدین صورت کـه سـه   . گیري شد زنی اندازه روز پس از مایه
زنی شده و کمی بالاتر از آن از هر گیـاه   نمونه از ناحیه مایه

ي  ي زمانی جدا و کـاملاً لـه شـد و از عصـاره     و در هر بازه
سـپس  . تهیـه گردیـد  ) ده مرتبـه (ن سري رقت یکنواخت آ

ــر از  100 ــیط  آنمیکرولیت ــد  YPGAروي مح ــت ش . کش
. هاي باکتري چهار روز بعد از کشت شمارش گردیـد  پرگنه

) CFU/g(و جمعیت باکتري به ازاي هر گـرم بافـت بـرگ    

  ).Toussaint 2012(گردید  تعیین توسینت مطابق روش

   علائم بررسی -2

ح مقاومت ایجـاد شـده در گیاهـان    علائم بیماري و سط
ــط   ــده توسـ ــار شـ ــیش تیمـ ــا (و آب  BABAپـ تیمارهـ

BABA/Cmm و /Cmmزنی شـده بـا    و مایه) آبCmm  در
بـا اسـتفاده از   ) dpi(زنـی   روز پس از مایـه  20و  12، 6، 2

در این مقیاس صـفر برابـر   . ثبت گردید 0-5مقیاس عددي 
انـدکی  شـامل   1با عدم وجود علائـم پژمردگـی در بـرگ،    

شـامل   2، )ها داري پژمردگـی  درصد برگ 1-10(پژمردگی 
کـه در   اي ناحیه شامل پژمردگی  3درصد پژمردگی،  25-11
ها پژمردگی همراه با کلروز داشـتند،   درصد برگ 26-49آن 

درصد  50-74ها و در آن توجه برگ شامل واژگونی قابل 4
شـامل پژمردگـی    5ها پژمردگـی داشـتند و مقیـاس     از برگ

ــرگ ــود کامــل ب ــانگین شــاخص شــدت بیمــاري  . هــا ب می
)Shternshis et al. 2002(   براي هر یک از تیمارها مطـابق

  :فرمول زیر محاسبه گردید

NK
nSr

i ii∑   شاخص بیماري=  1=

هـاي بـا درجـه     برابـر بـا تعـداد بـرگ     niدر این فرمول 
ــت،   ــخص اس ــاري مش ــاري    Siبیم ــه بیم ــا درج ــر ب براب

، )باشد ها در مقیاس بین صفر تا پنج می وتتفا(هاست  برگ
r  ،شماره برگ گیاه ارزیابی شده در هر گلدانN   تعداد کـل

برابـر بـا    Kهاي شـمرده شـده در هـر گیـاه اسـت و       برگ
 5که در این آزمون برابـر بـا   (بیشترین مقدار شدت بیماري 

براي هر تیمار از پنج گیاه و از هر گیاه سـه  . است) باشد می
مرتبه تکرار  3و این آزمون . آزمایش قرار گرفت برگ مورد

برداشت بافت براي بررسی بیان ژن هاي دفـاعی در  . گردید
زنـی انجـام    ساعت پـس از مایـه   48و  24صفر و   سه زمان

هاي برداشت شده در ازت مایع قـرار گرفتنـد و    نمونه. شد
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در . درجه سانتیگراد نگهداري شدند -80در فریزر با دماي 
، کاتالاز و بتـاتوبولین مـورد   PR1طح بیان سه ژن نهایت س

  .بررسی قرار گرفت

-Quantitative realو  cDNA، سـنتز  RNAاسـتخراج  

time PCR  
ــتخراج  ــت   RNAاس ــتفاده از کی ــا اس ــرگ ب ــت ب از باف

شرکت دنازیست و بر اساس دستورالعمل   RNAاستخراج 
پـس از آن  ). DENAzist, Iran(شرکت سازنده انجام شـد  

اسـتخراج   RNA ژنـومی، نمونـه هـاي     DNAحـذف براي 
بـا   DNase Iتیمار شدند، واکنش تیمـار   I  DNaseشده، با

کیت شرکت فرمنتار و براساس دستورالعمل شرکت سازنده 
ــه وســیله  RNAانجــام شــد و کمیــت  ــه ب ي  در هــر نمون

مورد  (.Nanodrop, Wilmington, DE, U.S.A)نانودراپ 
 ـ  .بررسی قرار گرفت نیـز در ژل   RNAهـاي   هکیفیـت نمون

 از cDNA رشته سپس سنتز. آگاروز یک درصد بررسی شد
 و) Fermentas Lithuania( تجــــاري کیــــت طریــــق

 Real-time آزمون  .شد انجام سازنده شرکت دستورالعمل

PCR    با اسـتفاده از دسـتگاهBioneer  مـدلExicycler TM  
 RealQ PCRو با استفاده از کیت کشور کره جنوبی ساخت

2× Master Mix (Ampliqon, Denmark)  ــق طبــ
مخلـوط واکـنش   . گرفتنجام زنده ادستورالعمل شرکت سا

Real-time PCR  ــامل ــاوي   20شـ ــر و حـ  5میکرولیتـ
ــر از  ــانوگرم cDNA )100میکرولیت ــر آب  4، ) ن میکرولیت
 SYBR Green میکرولیتر مسـتر مـیکس   10مقطر تزریقی، 

)Ampliqon, Denmark( ،5/0  آغازگر روبه جلو میکرولیتر
 10(میکرولیتــر آغــازگر برگشــتی  5/0، )میکرومــولار 10(

هـاي   تـوالی آغازگرهـاي اختصاصـی ژن   . بود) میکرومولار
PR1 1در جدول ) ژن کنترل داخلی(، کاتالاز و بتا توبولین 

اي پلیمـراز شـامل مرحلـه     واکنش زنجیره. آورده شده است

 40، سپس Cº 95اي در دماي   دقیقه 5سازي اولیه  واسرشت
، Cº 95در   چرخه دمایی، در مرحله واسرشـت یـک دقیقـه   

دقیقـه در   1و مرحلـه گسـترش،    Cº 58دقیقه در  2اتصال 
Cº 72       10و در نهایت مرحلـه گسـترش نهـایی بـه مـدت 

  .انجام گرفت Cº 72دقیقه در دماي 

 استفاده  مورد آغازگرهاي بودن اختصاصی ارزیابی

 وجـود  عـدم  و اختصاصـی  عهقط تولید از براي اطمینان

 در محصولات ثانویه ساختارهاي و باندهاي غیراختصاصی

Real-time PCR   ذوب  منحنـی (Melting Curve) رسـم 

 افـزار  نـرم  بـا  واکنش از اتمام پس ذوب منحنی ترسیم. شد

LineGene K (Bioneer)  انجام شد.  

   Real-time PCRبررسی کارایی 

عنوان نمونه اسـتاندارد سـري   ها به  ابتدا از یکی از نمونه
و ژن ) PR1(رقت تهیه شد سپس با آغازگرهاي ژن هـدف  

انجـام   Real-time PCRواکـنش  ) بتاتوبولین(کنترل داخلی 
هر نمونه تکثیر شده با هر دو آغازگر محاسبه  Ctسپس شد 

هاي ژن کنترل Ctهاي ژن هدف از Ctشد و با تفریق کردن 
اسـتاندارد در هـر رقـت    هاي  براي همه نمونه ΔCtداخلی، 

ها تقریبا با هم مسـاوي بـوده    ΔCtازآنجاییکه . محاسبه شد
بنابراین کارایی تکثیـر در نمونـه هـا مشـابه بـوده و رونـد       
مشابهی از تکثیر رخ داده است یعنی این که راندمان هر دو 

با هم مساوي است بنابراین براي محاسـبه   PCRآغازگر در 
اسـتفاده  ) ΔΔCt(دلتا سی تـی   بیان نسبی ژن از فرمول دلتا

  .شد

  Real-Time PCRهاي آزمون  واکاوي داده

تکرار هر تیمـار بـه روش    4هاي حاصل از  واکاوي داده
 Cycle(سنجی نسبی و بر اساس مقایسه چرخه آستانه  کمی
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Threshold, CT (صورت که ابتدا  بدین. انجام شدCT   هـر
ده از نرم افزار نمونه براي ژن اصلی و کنترل داخلی با استفا

Line Gene K (Bioneer) سپس سـطح بیـان   . محاسبه شد
نسبی ژن هدف نسبت به ژن کنترل داخلی، توسـط معادلـه   

CTΔΔ-2 )Livak & Schmittgen 2001 (براي . محاسبه شد
ژن هـدف   CTهر نمونه، مقدار  CTΔبدست آوردن مقدار 

کنتـرل  ژن (ژن کنترل داخلی آن نمونه تفریق شد  CTاز مقدار 

و بـــراي بدســـت آوردن ) CT =CTΔژن هـــدف - CT داخلــی 
CTΔΔ ،مقدار  هر نمونهCTΔ  تیمار از مقدارCTΔ  کنترل

). CTΔ  =ΔΔCTتیمـار  – CTΔکنتـرل منفـی  (منفی تفریـق شـد   
ــادیر حاصــل ــانگر CTΔΔ-2از  مق ــد ( fold change بی چن

اي دانکن  آزمون چند دامنه .باشد میبراي هر نمونه ) برابري
)DMRT (  دار مـابین   براي تشخیص اختلاف آمـاري معنـی

  .ها استفاده شد میانگین

  محاسبات آماري

بـا اسـتفاده از   ) ANOVA(ها  آنالیز تجزیه واریانس داده
هـا بـا اسـتفاده از     انجام پذیرفت و میـانگین  SASنرم افزار 

همچنـین جهـت   . روش دانکن مورد مقایسه قـرار گرفتنـد  
 Microsoft Office Excel 2017افزار  رسم نمودارها از نرم

 .استفاده گردید

  نتایج 
  تهیه باکتري 

برداري از گیاهان آلـوده بـه    براي تهیه باکتري ابتدا نمونه
فرنگـی از شهرسـتان تبریـز منطقـه      شانکر باکتریایی گوجـه 

ــد  ــام ش ــهر انج ــرو ش ــتان  . خس ــبلا از اس ــاري ق ــن بیم ای
همکـاران  غربی شهرستان مرند توسط اسـداغی و   آذربایجان

ولـی بـر اسـاس     )Osdaghi et al. 2018(شناسـایی شـده   

اطلاعات موجود در مورد این بیماري در کشور این اولـین  
. گزارش از وجـود بیمـاري در منطقـه خسـرو شـهر اسـت      
هــا،  علائــم شــاخص بیمــاري شــامل نکــروز بــین رگبــرگ

پژمردگی، تغییر رنگ آوندها، مرگ گیاه و لکه هـاي بافـت   
 ).  A, B, C1 .شکل (در منطقه مشاهده شد  مرده روي میوه

  نتایج آزمون هاي فنوتیپی 

اکسـیداز و تـویین منفـی،     جدایه مورد نظر گرم مثبـت، 
هوازي اجباري و قادر به هیدرولیز آسـکولین بـود و بـراي    

هاي کاتالاز، سلولاز و پروتئاز واکـنش مثبـت نشـان    آزمون
ــاکتري روي محــیط  پرگنــه. داد ــگ زر YDCهــاي ب د و رن

هـاي فنـوتیپی    بـر اسـاس آزمـون   . حالت لعابی نشان دادند
  . تشخیص داده شد  Cmmباکتري مورد نظر به عنوان

  شناسایی مولکولی باکتري 

ــات   ــر قطع ــازگر  ( bp 1425تکثی ــت آغ ــط جف  توس
CMR16F1/CMR16R1 ( 271و bp )  ــت ــط جفـ توسـ

توسط ( gyrBژن  550bpه و قطع) PSA-4/PSA-Rآغازگر 
صـورت اختصاصـی در جدایـه    بـه    2F/4R)جفت آغازگر
بـه  ICMP2550 (و جدایه اسـتاندارد   )Ta18(مورد مطالعه 

 Cmmتایید کرد که جدایه مورد مطالعه ) عنوان کنترل مثبت
آن  gyrBو براي صحت تشـخیص، ژن   )2 شکل(باشد  می

جستجو با برنامه بلاست با استفاده از قطعـه  توالی یابی شد 
نشان داد کـه جدایـه    gyr Bي ژنی  حیهیابی شده از نا توالی

موجـود در    Cmmهاي مورد مطالعه در این تحقیق با جدایه
جدایه مـورد مطالعـه   . دارددرصد  99-100تشابه  ژن بانک

در بانـــک ژن وارد و شـــماره دسترســـی آن بـــا شـــماره 
MK451959 هـاي   بنـابراین بـر اسـاس روش   . اخذ گردید

 اسـتفاده بـراي مایـه   بیوشیمیایی و مولکولی بـاکتري مـورد   
  .باشدمی Cmmتلقیح همان باکتري 
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 CMR16F1 اســتفاده شــد کــه نتیجــه مثبــت
  .واکنش وجود این باکتري را براي ایجاد علائم تایید کرد

اسـتفاده در   مـورد  آغازگرهـاي  بودن اختصاصی
Real-time PC  

 کـه  داشـتند  قلـه  یـک  هاي ذوب رسم شده

  . بود اضافی باندهاي وعدم وجود آلودگی

  و کاتالاز PR1هاي 

 Real-time PCR  نشان داد که بیان هـر دو ژن در
گیاهان پیش تیمار شده نسبت بـه گیاهـان شـاهد، تفـاوت     

ر گیاهـان توسـط   پـیش تیمـا  . داري بـا یکـدیگر دارد  
 48و  24هـاي   در زمـان  PR1سبب افـزایش بیـان   

گردیـد   زنـی نسـبت بـه گیاهـان شـاهد       ساعت پس از مایه
 (fold changeهـا   اعداد روي نمودار بیانگر بیان نسبی ژن

در گیاهان تیمـار شـده نسـبت بـه گیاهـان      
سـاعت   24 در PR1بیشـترین سـطح بیـان    

سـاعت   48(زنی مشاهده شد و با گذشت زمان 
). 3 شـکل (میـزان بیـان آن کـاهش یافـت     

در گیاهان تیمار شده  CATهمچنین بررسی سطح بیان ژن 
ــان ــاي  در زم ــس از  48و  24ه ــاعت پ س

زنی نسبت بـه سـطح بیـان ایـن ژن در گیاهـان شـاهد       
 48در  CATافزایش نشان داد که بیشترین سـطح بیـان ژن   

  ).3شکل (گردد  زنی مشاهده می

BABA     در کاهش شـدت بیمـاري علیـه

ي زمـانی در دو   شاخص شدت بیمـاري در چهـار بـازه   
علایم . و شاهد بررسی گردید BABAحالت پیش تیمار با 

و در بـازه  ) شاهد و پـیش تیمـار  (بیماري در هر دو حالت 
هاي زمانی مختلف مورد بررسی قرار گرفت و امتیازدهی با

با استفاده از بتا يفرنگ اه گوجهيمقاومت در گ يالقا: و همكارانانصاري 

  
ــورزي محصــول   ــوش الکتروف ــه در  PCRنق  جدای

 Clavibacter michiganensis 

 جدایـه کنتـرل مثبـت    جـدا شـده از ایـران و   
 CMR16F1/CMR16R1 :با جفت آغازگرهاي

2:ICMP2550( ،PSA-4/PSA-R 
4:ICMP2550( ،2F/4R ) ــک راه
ICMP2550( ،M مارکر)bp100.(  

Fig 2. Gel electrophoresis patterns of PCR products
in Clavibacter michiganensis 
Ta18 strain isolated from Iran
strain (ICMP2550) with primer pairs: 
CMR16F1/CMR16R1 (lane 1:Ta18, lane
2:ICMP2550), PSA-4/PSA-
4:ICMP2550), 2F/4R (lane 5:Ta18, lane
ICMP2550), M (Marker, 100 bp)

ون فرنگی مایـه زنـی شـده بـا سوسپانسـی     
باکتري در شرایط گلخانه در ابتـدا علائـم پژمردگـی نشـان     

 کلـروز و  دادند، با گذشت زمان و پیشرفت بیماري علائـم 
نکروز برگی مشاهده شد که در انتها به مـرگ گیـاه منتهـی    
به منظور اجراي اصـول کـخ، از گیاهـان    

لعـابی   هـاي زرد و  برداري شد و پرگنـه 
YDC    بـراي  جداسـازي شـد و

بـا آغـازگر    PCRي جـدا شـده از روش   

CMR16R1/CMR16F1

واکنش وجود این باکتري را براي ایجاد علائم تایید کرد

اختصاصی ارزیابی
time PCRواکنش 

هاي ذوب رسم شده تمام منحنی
آلودگی عدم از نشان

هاي  سطح بیان ژن

time PCRنتایج 

گیاهان پیش تیمار شده نسبت بـه گیاهـان شـاهد، تفـاوت     
داري بـا یکـدیگر دارد   معنـی 

BABA    سبب افـزایش بیـان
ساعت پس از مایه

اعداد روي نمودار بیانگر بیان نسبی ژن(
در گیاهان تیمـار شـده نسـبت بـه گیاهـان       ))چند برابري(

بیشـترین سـطح بیـان     ).باشد شاهد می
زنی مشاهده شد و با گذشت زمان  پس از مایه
میـزان بیـان آن کـاهش یافـت     ) زنی پس از مایه

همچنین بررسی سطح بیان ژن 
ــان BABAتوســط  در زم

زنی نسبت بـه سـطح بیـان ایـن ژن در گیاهـان شـاهد        مایه
افزایش نشان داد که بیشترین سـطح بیـان ژن   

زنی مشاهده می ساعت پس از مایه

BABAتیمار  تاثیر پیش

Cmm   
شاخص شدت بیمـاري در چهـار بـازه   

حالت پیش تیمار با 
بیماري در هر دو حالت 

هاي زمانی مختلف مورد بررسی قرار گرفت و امتیازدهی با
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ــکل  ــورزي محصــول   .2ش ــوش الکتروف نق
Ta18ــاکتري  .Clavibacter michiganensis subspبـ

michiganensis     جـدا شـده از ایـران و
)ICMP2550( با جفت آغازگرهاي
2 ، راهــکTa18:1راهــک (
ــک ( ــکTa18:3راه 4 ، راه
5:Ta186 ، راهک:ICMP2550

Gel electrophoresis patterns of PCR products 
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 

Iran and positive control 
with primer pairs: 

CMR16F1/CMR16R1 (lane 1:Ta18, lane 
-R (lane 3:Ta18, lane 

4:ICMP2550), 2F/4R (lane 5:Ta18, lane 6: 
), M (Marker, 100 bp) 

  زایی آزمون بیماري

فرنگی مایـه زنـی شـده بـا سوسپانسـی      گیاهان گوجه
باکتري در شرایط گلخانه در ابتـدا علائـم پژمردگـی نشـان     

دادند، با گذشت زمان و پیشرفت بیماري علائـم 
نکروز برگی مشاهده شد که در انتها به مـرگ گیـاه منتهـی    

به منظور اجراي اصـول کـخ، از گیاهـان    ). D,1شکل (شد 
برداري شد و پرگنـه  زنی شده نمونه مایه

YDC روي محـیط  Cmmباکتري 

ي جـدا شـده از روش    تایید نهایی پرگنه
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گیاهان شاهد تیمار شده با آب پس  با مقایسه در
 و PR1 بیـان  سـطح  در دار معنـی  اخـتلاف  .

هایی که داراي حرف مشترك بـر اسـاس    میانگین
  .درصد ندارند

Fig 3. Expression of PR1 and CAT genes in tomato plants pretreated with BABA compared to the control
infection with Clavibacter michiganensis 
expression of PR1 and CAT in BABA treated plants at 24 and 48 hour post inoculation (hpi). Means with the 
same letter are not significantly different at 1% level based o

  
فرنگـی   پیشرفت شاخص شدت بیماري در گیاهان گوجه

BABA    و  12، 6، 2نسبت به گیاهـان کنتـرل در
 Clavibacterبـاکتري  Ta18 روز پس از مایه زنی با جدایـه  

michiganensis subsp .  
Fig 4. Progress of the disease severity on tomato 
plants induced by BABA compared to control plants 
at 2, 6, 12 and 20 days after inoculation
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 
strain. 

علایم در گیاهان شاهد در روز دوم با پژمردگـی  
  خیلی پایین، روز ششم با شـاخص عـددي یـک و دو ، در   

 ۲۲۶-۲۰۹ :۱۳۹۸ سال / ۳ شماره

 CAT توسط شده تیمار پیش فرنگی گوجه گیاهان در BABA در
. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensisباکتري 
میانگین .شد دیده زنی مایه از پس ساعت 48 و 24 در BABAدر گیاهان تیمار شده توسط 
درصد ندارند 1داري در سطح  اي دانکن هستند تفاوت معنی مقایسه میانگین به روش چند دامنه

and CAT genes in tomato plants pretreated with BABA compared to the control
er michiganensis subsp. michiganensis Ta18 strain. Significant difference was found in 

in BABA treated plants at 24 and 48 hour post inoculation (hpi). Means with the 
same letter are not significantly different at 1% level based on Duncan Multiple Range Test

محاسبه شاخص شـدت بیمـاري   
روي  BABAپاشــی  نشــان داد کــه پــیش تیمــار و محلــول

فرنگی در مقایسـه بـا حالـت کنتـرل تفـاوت      
معنی داري داشته است و موجب کاهش چشـمگیر شـدت   

شـدت  ). 4 شـکل (بیماري و ظهور علایـم گردیـده اسـت    
در مقایسـه بـا    BABA بـا  شـده 

درصدي را به ترتیـب در   30و  
زنی نسبت بـه گیاهـان شـاهد     ز مایه

 BABAروي گیاهـان تیمـار شـده بـا     
p=0.0001 ( ــرفت ــرعت پیش و س

بطور معنی داري کمتـر از مقـادیر آن   
تیمـار   همچنـین پـیش  . روي گیاهان تیمار شده بـا آب بـود  

BABA   یـق افتـادن   سـبب بـه تعو
علائم بیماري گردید، در گیاهان تیمار شده بـا آب، علائـم   
زنـی مشـاهده شـد در صـورتی کـه در      

BABA    در ایـن زمـان علائمـی  

پیشرفت شاخص شدت بیماري در گیاهان گوجه .4شکل 
BABAالقاء شده توسط 

روز پس از مایه زنی با جدایـه   20
subsp. michiganensis 

Fig 4. Progress of the disease severity on tomato 
plants induced by BABA compared to control plants 
at 2, 6, 12 and 20 days after inoculation with 

. michiganensis Ta18 

  
علایم در گیاهان شاهد در روز دوم با پژمردگـی  . دیده نشد

خیلی پایین، روز ششم با شـاخص عـددي یـک و دو ، در   
  

شماره / ۵۵ جلد / گياهي هايبيماري
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 CATو PR1 هاي ژن بیان .3شکل 

باکتري Ta18 جدایه  از آلودگی با
CAT  در گیاهان تیمار شده توسط

مقایسه میانگین به روش چند دامنه
and CAT genes in tomato plants pretreated with BABA compared to the control after 

. Significant difference was found in 
in BABA treated plants at 24 and 48 hour post inoculation (hpi). Means with the 

Test. 
  

محاسبه شاخص شـدت بیمـاري   . شاخص عددي انجام شد
نشــان داد کــه پــیش تیمــار و محلــول

فرنگی در مقایسـه بـا حالـت کنتـرل تفـاوت       گیاهان گوجه
معنی داري داشته است و موجب کاهش چشـمگیر شـدت   

بیماري و ظهور علایـم گردیـده اسـت    
شـده  تیمـار  بیماري در گیاهـان 

 21، 9حالت کنترل، کاهش 
ز مایهروز پس ا 20و  12، 6

روي گیاهـان تیمـار شـده بـا     ) 4شکل ( .نشان داد
ــاري   ــه بیم p=0.0001(شــدت اولی

بطور معنی داري کمتـر از مقـادیر آن   ) p=0.0000(بیماري 
روي گیاهان تیمار شده بـا آب بـود  

BABAفرنگـی بـا    گیاهان گوجه

علائم بیماري گردید، در گیاهان تیمار شده بـا آب، علائـم   
زنـی مشـاهده شـد در صـورتی کـه در       دو روز پس از مایه

BABAتیمار شده بـا   گیاهان پیش
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  در کاهش جمعیت باکتري  BABAپاشی 

بررسی میزان رشد باکتري در گیاهان پـیش تیمـار شـده    
دهـد کـه میـزان رشـد بـاکتري در       نشان می

داري  طـور معنـی   ها، نسبت به گیاهان شاهد بـه 
نتایج مربوط به این آزمـایش،  ). 5 شکل(کاهش یافته است 

با نتایج مربوط به تعیین شاخص شدت بیماري همبسـتگی  
زنی همزمان با افزایش سطح بیـان   دو روز پس از مایه

ــاکتري در ، ج معیــت بســیار کمتــري از ب
نسـبت بـه شـاهد     BABAگیاهان پیش تیمار شده توسـط  

زنی شـده گیاهـان    تجمع باکتري در بافت مایه
زنـی   در دو روز پـس از مایـه   BABAپیش تیمار شـده بـا   

کاهش معنی داري نسبت به شـاهد داشـت و در نتیجـه آن    
بـه تعویـق    BABA ظهور علائم در گیاهان تیمـار شـده بـا   

جمعیت اولیـه بـاکتري روي گیاهـان تیمـار شـده بـا       
p=0.0001 ( بطــور معنــی داري کمتــر از گیاهــان
ولی سرعت پیشرفت جمعیت باکتري  تیمار شده با آب بود

و آب تفـاوت معنـی    BABAروي گیاهان تیمـار شـده بـا    
p=0.0873( .     چـون در گیاهـان تیمـار شـده

رود و با جمعیت کمتري  باکتري از بین نمی
تر سبب کاهش  شود که این جمعیت پایین

  .شود شدت بیماري نسبت به گیاهان تیمار شده با آب می

فرنگی با ماهیـت بـذرزاد    بیماري شانکر باکتریایی گوجه
هاي مختلف کشـور   خود قابلیت ورود و پراکنش به قسمت

مطالعات نظري و همکـاران پـراکنش ایـن    
بیماري را در دو استان کشور مشخص کرد امـا اسـداغی و   
برداري بیشتر و مطالعات مولکولی عـلاوه  
بر اسـتان آذربایجـان غربـی و گلسـتان ایـن بیمـاري را در       

با استفاده از بتا يفرنگ اه گوجهيمقاومت در گ يالقا: و همكارانانصاري 

  
BABA   در میـزان رشــد جدایــه 

Clavibacter michiganensis 

ــه  20و  12 ــس از مای . زنــی روز پ
فرنگی تیمار شـده بـا ایـن     جمعیت اولیه باکتري در گیاهان گوجه

دار کـاهش   ترکیب شیمیایی نسبت به گیاهان شاهد به طـور معنـی  

Fig 5. Effect of BABA pretreatment on growth of 
Clavibacter michiganensis subsp
strain at 2, 6, 12 and 20 days after inoculation. The 
initial bacterial population decreased significantly in 
tomato plants treated with this chemical compound 
compared to control plants. 

روز دوازده با شاخص عـددي دو و سـه، و در روز بیسـتم    
مشـاهده  ) 5و  4(زایـی   با بالاترین شاخص عددي بیمـاري 

نیز در شش  BABAعلایم در گیاهان تیمار شده با 
روز پس از مایه زنی، با شاخص عددي صـفر و یـک، روز   
دوازدهم با شاخص یک و دو و در روز بیستم با شـاخص  

زنی  روز پس از مایه 20بنابراین 
، تنهـا در  BABAگیاهان گوجه فرنگی پیش تیمار شـده بـا   

اي  زنی شـده، پژمردگـی ناحیـه   
روز  20این در حالی اسـت کـه،   

درصد بروز  65زنی باکتري روي گیاهان کنترل، 
. فرنگـی مشـاهده شـد    هـاي گیاهـان گوجـه   

توان نتیجه گرفت که، سرعت پیشرفت بیمـاري  
داري با گیاهان تیمار شـده بـا    در حالت کنترل تفاوت معنی

پاشی  تأثیر محلول

بررسی میزان رشد باکتري در گیاهان پـیش تیمـار شـده    
نشان می BABAتوسط 

ها، نسبت به گیاهان شاهد بـه  تمامی زمان
کاهش یافته است 

با نتایج مربوط به تعیین شاخص شدت بیماري همبسـتگی  
دو روز پس از مایه. دارد
، جCATو  PR1ژن 

گیاهان پیش تیمار شده توسـط  
تجمع باکتري در بافت مایه. مشاهده شد

پیش تیمار شـده بـا   
کاهش معنی داري نسبت به شـاهد داشـت و در نتیجـه آن    

ظهور علائم در گیاهان تیمـار شـده بـا   
جمعیت اولیـه بـاکتري روي گیاهـان تیمـار شـده بـا        .افتاد

BABA )p=0.0001

تیمار شده با آب بود
روي گیاهان تیمـار شـده بـا    

p=0.0873(داري نداشت 

باکتري از بین نمی  BABAتوسط
شود که این جمعیت پایین در گیاه تکثیر می

شدت بیماري نسبت به گیاهان تیمار شده با آب می

  بحث
بیماري شانکر باکتریایی گوجه

خود قابلیت ورود و پراکنش به قسمت
مطالعات نظري و همکـاران پـراکنش ایـن    . باشد را دارا می

بیماري را در دو استان کشور مشخص کرد امـا اسـداغی و   
برداري بیشتر و مطالعات مولکولی عـلاوه   همکاران با نمونه

بر اسـتان آذربایجـان غربـی و گلسـتان ایـن بیمـاري را در       

 

220 
 

BABAپــیش تیمــار  تــأثیر  .5شـکل  

Ta18 ــاکتري  .Clavibacter michiganensis subspبــ

michiganensis   12، 6، 2در
جمعیت اولیه باکتري در گیاهان گوجه

ترکیب شیمیایی نسبت به گیاهان شاهد به طـور معنـی  
  .دهد نشان می

Effect of BABA pretreatment on growth of 
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Ta18 
strain at 2, 6, 12 and 20 days after inoculation. The 
initial bacterial population decreased significantly in 
tomato plants treated with this chemical compound 

 
  

روز دوازده با شاخص عـددي دو و سـه، و در روز بیسـتم    
با بالاترین شاخص عددي بیمـاري 

علایم در گیاهان تیمار شده با . گردید
روز پس از مایه زنی، با شاخص عددي صـفر و یـک، روز   
دوازدهم با شاخص یک و دو و در روز بیستم با شـاخص  

بنابراین . اهده شدمش 3تا  1عددي 
گیاهان گوجه فرنگی پیش تیمار شـده بـا   

زنی شـده، پژمردگـی ناحیـه    کمتر از نیمی از گیاهان مایه
این در حالی اسـت کـه،   . مشاهده شد%) 11-49%(

زنی باکتري روي گیاهان کنترل،  پس از مایه
هـاي گیاهـان گوجـه    علائم در برگ
توان نتیجه گرفت که، سرعت پیشرفت بیمـاري   بنابراین می

در حالت کنترل تفاوت معنی
BABA داشته است.  
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هاي آذربایجان شرقی، قزوین، زنجـان و کهگیلویـه و    استان
 ,Nazari et al. 2007(یـز گـزارش کردنـد    بـویر احمـد ن  

Osdaghi et al. 2018  .(    در مطالعات بعـدي توسـط مـا از
هـاي   منطقه خسرو شهر تبریز این بیماري ردیابی و با روش

فنوتیپی و مولکولی شناسایی شد با توجه به گسـترش ایـن   
ــا آن ضــروري    ــارزه ب ــایی و مب ــور، شناس ــاري در کش بیم

 بـه عنـوان   شـیمیایی  سـموم  يبکـارگیر  امـروزه  .باشـد  می

 توجـه  مـورد  گیـاهی  هـاي  بیماري کنترل ترین شیوه ل متداو

 مضـرات مختلـف سـموم شـیمیایی،     بـه  توجه با اما است،

 محـیط  بـا  سـازگار  ترکیبات جدید یافتن جهت در پژوهش

. ضـروري اسـت   باشـند  دسترسـی  قابل آسانی به که زیست
 بـر  عـلاوه  کـه  BABA مقاومت ماننـد  القاء کننده ترکیبات

 طبیعـی  دفـاع  هـاي  مکانیسم کردن فعال سبب بودن، خطر بی

بکـار گرفتـه    بیمارگرهـا  از وسـیعی  طیف شود علیه گیاه می
به طور مستقیم پاسخ دفاعی گیاه را فعـال   BABA. اند شده
تر و  سازد تا پاسخ سریع سازد بلکه گیاهان را مستعد می نمی
ایـن  . اد کننـد هاي زنده و غیـر زنـده ایج ـ   تري به تنش قوي

 Conrath)(شـود   فرآیند تحت عنوان پرایمینگ شناخته می

et al. 2002, Conrath et al. 2006 ما تـأثیر   مطالعه این در
ــیش ــاري شــانکر باکتریــایی     BABAتیمــار  پ علیــه بیم
را مـورد   CATو  PR1هـاي   فرنگی و فعال شدن ژن گوجه

نتـایج ایـن پـژوهش تأییـد کـرد کـه       . بررسی قـرار دادیـم  
فرنگـی سـبب    هـاي گوجـه   روي برگ BABAپاشی  محلول

کاهش شاخص شـدت بیمـاري نسـبت بـه گیاهـان شـاهد       
 در مقاومـت  افزایش گردید و با) پاشی با آب مقطر محلول(

 باکتري جمعیت اندازه BABA وسیله به شده تیمار گیاهان
. داد نشـان  در زمان هـاي مختلـف کـاهش    شاهد به نسبت

همچنین نتایج این بررسی نشان داد که مقاومت ایجاد شـده  
بیـان  . همبستگی دارد CATو  PR1هاي  با افزایش بیان ژن

هاي مقاومـت در گیاهـان تیمـار شـده توسـط       برخی از ژن

BABA    در هنگام حمله بیمارگرهاي قـارچی، باکتریـایی و
 Justyna & Ewa(رسیده است  نماتدي در گذشته به اثبات

2013, Baccelli & Mauch-Mani 2016 .(   بـراي مثـال در
سبب افزایش  BABAي  اي ایجاد مقاومت به واسطه مطالعه

 P. syringae pv. tomatoمقاومت آرابیدوپسیس نسبت بـه 
 .Zimmerli et al(گردید  PR1از طریق افزایش سطح بیان 

 BABAپاشـی   لـول دیگري مح  همچنین در بررسی). 2000
 Xanthomonas euvesicatoriaسبب ایجاد مقاومت علیـه  
شــد  PR1ي افــزایش بیــان ژن  در گیــاه فلفــل بــه واســطه

)Safaie farahani & Taghavi 2017 .(  در تحقیق دیگـري
را  BABAکه توسط کابل و بارگاوا انجام گرفـت توانـایی   

ــوه  ــردل قه ــت خ ــاد مقاوم ــه  در ایج  Alternariaاي علی

brassicae  ــز در نتیجــه ي  نشــان داد، کــه ایــن واکــنش نی
). Kamble & Bhargava 2007(بود  PR1افزایش بیان ژن 

نشــان ) 2001(ي دیگــري زیمرلــی و همکــاران  در مطالعــه
طی مقاومـت   PR1سبب افزایش بیان ژن  BABAدادند که 

کـه  . گردد می B. cinereaالقایی در آرابیدوپسیس نسبت به 
نقـش   SAت مسیرهاي سـیگنالی وابسـته بـه    در این مقاوم

علیه برخـی   BABAاصلی را ایفا می کنند به عبارت دیگر 
را در گیـاه فعـال    SARبیمارگرها مسیرهاي دفاعی مشـابه  

نقـش مسـیرهاي   . (Zimmerli et al. 2000, 2001)کند  می
در گیاهان سیب زمینی و تنبـاکو پـس    SAدفاعی وابسته به 
براي ایجاد مقاومـت نسـبت بـه      BABAاز تیمار به وسیله

بادزدگی سیب زمینی و ویروس موزاییک تنباکو نیـز ثابـت   
هــاي  پــروتئین) Baccelli & Mauch-Mani 2016( شــد

هاي بزرگ پروتئینی هسـتند   زایی، خانواده وابسته به بیماري
هـا   شوند و یا میـزان آن که به طور معمول در گیاه بیان نمی

هاي زنده و غیـر زنـده و    از تنشباشد اما پس  بسیار کم می
ــه   ــین اســتفاده از القاگرهــاي شــیمیایی از جمل ، SAهمچن

BABA ،JA  وABA  گردنـد   بیان مـی)Buonaurio et al. 
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ها باعث افـزایش مقاومـت گیـاه     تولید این پروتئین). 2009
کـه  تحقیقـات نشـان داده   . شـود  نسبت بـه بیمارگرهـا مـی   

 BABAي  مت بواسطهتنها مکانیسم ایجاد مقاو PRهاي  ژن
سـبب   BABAنتایج این تحقیـق نشـان داد کـه    . باشند نمی

شـود و در ایـن    می Cmmفرنگی به  افزایش مقاومت گوجه
. یابـد  و کاتالاز افـزایش مـی   PR1هاي  فرآیند سطح بیان ژن

در  CAT ساعت و 24در  PR1در این مطالعه اوج بیان ژن 
یش و ساعت پس از مایـه زنـی مشـاهده شـد کـه افـزا       48

هاي زمـانی متفـاوت قابـل بحـت      ها در بازه کاهش این ژن
هـاي بسـیار    هاي دفاعی گیاه پیچیدگی باشد، چون پاسخ می

زیادي دارد و بدنبال تنش در گیاه مسیرهاي دفاعی مختلفی 
شود که مقاومت و حساسیت نتیجه ارتباط  در گیاه فعال می

(Cross talk)    ــت ــاگون اس ــاعی گون ــیرهاي دف ــین مس ب
)Glazebrook, 2005 .(گیـاه  بـرهمکنش  اولیـه  مراحل در-

بلافاصله پس از درك بیمارگر انفجار اکسیداتیو در  بیمارگر
 ROS)(هـاي فعـال اکسـیژن     شود با تولید اتم گیاه ایجاد می

 در گیـاه فعـال   دفـاعی  سـیگنال  انتقـال  مسیرهاي گوناگون

 هـایی  شود که فعال شدن این مسیرها سبب تولید آنـزیم  می

) تولید لیگنین و کالوز (سلولی دیواره تقویت در که شود، می
 دارنـد  نقـش  ها مانند فیتوالکسین ثانویه متابولیتهاي تولید و

(Flors et al. 2008, Buonaurio et al, 2009, O’Brien et 
al. 2012 ) . هاي فعال اکسیژن سبب سنتز اتمSA  شوند  می

دفاعی وابسـته بـه   در گیاه مسیرهاي  SAکه بدنبال افزایش 
SA هاي  در گیاه فعال می شوند که بدنبال آن گروهی از ژن

. شـود  در گیاه فعـال مـی    PR1وابسته به بیماري زایی مانند
مطالعات مختلفی که در بالا ذکر شد نشـان داده اسـت کـه    

از طریـق مسـیرهاي    BABAپیش تیمار گیاهان بـه وسـیله   
شـود کـه در    مـی  PR1سبب افزایش بیان ژن  SAسیگنالی 

سـاعت   24 در گیاهان تیمار شـده  PR1مطالعه ما اوج بیان 
ساعت پس از مایه  48ولی در . زنی مشاهده شد پس از مایه

زنی میزان بیان آن کمتر شد و در عـوض افـزایش بیـان ژن    
کاتالاز مشاهده شد که افزایش بیان کاتـالاز بـه دلیـل فعـال     

ن گیاهان براي باشد چوشدن سیستم آنتی اکسیدانی گیاه می
شـده و فـرار از اثـرات     ایجـاد  اکسیداتیو هايتنش مقابله با

 آنتـی  دفـاعی  سیسـتم  یک هاي گیاهمخرب آن روي سلول

هـاي آنتـی   آنزیم ترین مهم کارایی بالادارند که  با اکسیدانی
 یسموتاز ود یدسوپر اکس ،کاتالاز پراکسیداز،شامل  اکسیدان

 که میتوانند ).Mittler 2002( باشند می یدازهافنول اکس یپل

نماید در مطالعـه مـا    خنثی یا برده بین از را آزاد رادیکالهاي
سـاعت   48در گیاهان تیمار شده  CATبیشترین میزان بیان 

نشـان   CATپس از مایه زنی مشاهده شده که افزایش بیـان  
دهنده فعال شدن سیستم دفاع آنتی اکسیدانی براي مقابله با 

ROSدر مطالعات مختلـف میـزان بیـان آنـزیم     . باشد ها می
ــایی   ــت الق ــالاز در مقاوم ــا و   BABAکات ــه بیمارگره علی

هاي خشکی و شوري بررسی شده است براي مثال در  تنش
در گیاهـان  ) 2013(ایی که توسط حسن و ابوالیاسـر   مطالعه

کاهش . انجام شد BABAسیب زمینی تیمار شده به وسیله 
لـه رالسـتونیا مشـاهده شـد و     بیان آنزیم کاتالاز پس از حم
ــزان   ــزایش می ــل آن را اف ــاي   SAدلی ــنش ه ــدنبال ت آزاد ب

هـا در تقابـل بـا     اکسیداتیو در گیاه ذکر کردند که نتـایج آن 
 (Hassan. & Abo-Elyousr. 2013).باشـد  نتـایج مـا مـی   

آنـزیم هـاي سـوپر اکسـید     (اکسـیدانی   افزایش فعالیت آنتی
فرنگـی طـی    ر گوجـه د) دیسموتاز و گوایکـول پراکسـیداز  

 Meloidogyneعلیـه   BABAمقاومت القـاء شـده توسـط    

javanica  گـردد   ایجاد مـی)Sahebani & Hadavi 2009 .(
فرنگی پـیش   در گوجه CATهمچنین افزایش فعالیت آنزیم

 P. syringaeي  به دنبـال حملـه   BABAتیمار شده توسط 

pv. tomato    ــت ــده اس ــزارش گردی ــکی گ ــنش خش و ت
)Baysal et al. 2007 .(    افـزایش سـطح بیـان ژنCAT  در

گیاهــان گوجــه فرنگــی و فلفــل پــیش تیمــار شـــده       
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 .Safaie Farahani et al(مشـاهده شـد     BABAتوسـط 

2016, Safaie Farahani and Taghavi 2017 ( که نتایج ما
. باشـد تاییدي براي نتایج صفایی فراهـانی و همکـاران مـی   

بنابراین تولید  بوده سمی بیمارگر براي اکسیژن فعال هاياتم
آن ها در ساعات اولیه پس از نفوذ بیمـارگر سـبب کـاهش    

نیـز از   BABAجمعیت بیمارگر می شوند که پـیش تیمـار   
طریق پرایمینگ پاسخ هاي دفاعی ذکر شده سـبب کـاهش   

در مطالعه ما نیـز  . شودجمعیت بیمارگر نسبت به شاهد می
 PR1هـاي   ژن افـزایش بیـان  (هـاي دفـاعی    افـزایش پاسـخ  

در . سبب کـاهش جمعیـت بـاکتري در گیـاه شـد     ) CATو
روي کـاهش   BABAمطالعات مختلف تـاثیر پـیش تیمـار    

جمعیت بیمارگرهاي باکتریایی و نماتدي به اثبـات رسـیده   
سـبب کـاهش رشـد     BABAاست پیش تیمار گیاهـان بـا   
Ralstonia solanacearum  وCmm  شــد کــه دلیــل ایــن
پراکسید هیدروژن و فعالیت  کاهش جمعیت، افزایش میزان

 .Baysal et al. 2005, Hassan(ضد میکروبی آن ذکر شد 

& Abo-Elyousr. 2013.( پاشی برگـی   محلولBABA   بـه
فرنگی، سبب کاهش  مولار روي گیاه گوجه میلی 5/0غلظت 

ــی     60 ــه گره ــد ریش ــل نمات ــد مث ــاکتور تولی درصــدي ف
Meloidogyne incognita  ــت ــد از گذشـ ز روز ا 30بعـ

ــه ــد   مای ــد گردی ــی نمات ). Charehgani et al. 2014(زن
پــس از آلــودگی  BAABهــاي تیمــار شــده بوســیله  بــرگ

کاهش انـداره لکـه را     Xanthomonas citri subsp citriبا
ــد  مطالعــات ). Sharifi Sirchi et al. 2011(نشــان دادن

مختلف نقـش مسـیرهاي دفـاعی گونـاگون را در مقاومـت      
 ,Jakab et al. 2005(رده اسـت  مشخص ک  BABAالقایی

Cohen et al. 2010  .( هـاي دفـاعی    افزون بر این بیـان ژن
بسـتگی بـه    BABAطی مقاومت القایی ایجاد شده توسـط  

کــنش بــین ایــن دو دارد  گونــه گیــاه، نــوع بیمــارگر و هــم
)Slaughter et al. 2012 .(    تحقیقـات اسـلوتر و همکـاران
در گیاهان آرابیدوپسـیس مشـخص کـرد افـزایش      )2012(

پاسخ هاي دفـاعی در نتـاج گیاهـان تیمـار شـده همچنـان       
بـر اسـاس   ) Slaughter et al. 2012(شـود   مشـاهده مـی  

 Transgenerational(تحقیقات مختلف نقش وراثت نسبی 

inheritance ( ژنتیـک بـراي پرایمینـگ     و سازوکارهاي اپـی
 ,Luna et al. 2014(ت پاسخ هاي دفاعی ثابـت شـده اس ـ  

در افزایش  BABAتوان گفت نقش  در مجموع می). 2016
فرنگـی در ایـن    در گیـاه گوجـه   Cmmمقاومت القایی علیه 

توانـد   گردد و کـاهش شـدت بیمـاري مـی     تحقیق تأئید می
و  PR1هـاي دفـاعی نظیـر     مرتبط با فعال شـدن برخـی ژن  

CAT نبـال  بنابراین در دنیـاي امـروز کـه بشـر بـه د     . باشد
ها بدون عوارض زیسـت   هاي جدید مدیریت بیماري روش

نویـد    BABAباشد اسـتفاده از ترکیبـاتی ماننـد    محیطی می
  .اي روشن است بخش آینده
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