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چکیده 
و عدم کارایی سموم شیمیایی در کنترل این بیماري باشدمیادي از جمله علل ضررهاي اقتصگال باکتریایی طوقهبیماري 

ي اثر بیوکنترلی رویقیچ تحقیتاکنون ه. کندضرورت کنترل یا پیشگیري از این بیماري را به روش بیولوژیک ایجاب می
کانیسم مولکولی تر مهدف این تحقیق، درك دقیق. استانجام نگرفتهگال طوقهستم مهم یپاتوسهاي باسیلوس روي استرین

ها امکان تر این مکانیسمهاي مختلف باسیلوس روي آگروباکتریوم مولد بیماري گال باکتریایی طوقه بود، که با شناخت دقیقسویه
Agrobacteriumلذا از گیاه توتون، آگرواسترین. گردداستفاده بهتر از عامل کنترل زیستی باسیلوس علیه این بیماري فراهم می

tumefaciens IBRC–M10701و دو استرینATCC21332 وFKR3 ازBacillus subtilisبه دلیل اهمیت اثر . استفاده شد
-miRNA393و –miRNA167ntaدو میکرو آر ان اي سطح بیان القا مقاومت، دهی اکسین و میکرو آر ان اي ها در مسیر سیگنال

nta– استرین باکتریایی آگرودر برهمکنشIBRC–M10701 با و باسیلوس در روزهاي اول، سوم و ششم بعد از تیمارگیاه توتون
به طور کلی .میزان بیان میکرو آر ان اي هاي فوق در مقایسه با گیاه شاهد متفاوت بود. قرار گرفتارزیابیمورد qRT–PCRروش 

مقایسه الگوهاي . س علیه آگروباکتریوم بودبیانگر اثر مثبت بیوکنترلی باسیلوان اي ها مقایسه الگوي تغییرات بیانی در میکروآر
افزایش (باسیلوس بود ATCC21332نسبت به استرین FKR3بیانی دو استرین مختلف باسیلوس بیانگر اثر بیوکنترلی بهتر استرین 

ان عوامل مهم هاي مختلف باکتریایی باسیلوس به عنواهمیت بکارگیري سویهنتایج، ). حدود سه برابري بیان در روزهاي اول و ششم
.سازدرا بیشتر نمایان میکنترل زیستی آگروباکتریوم 

باسیلوس، آگروباکتریوم، میکروآران اي، بیوکنترل، توتون:کلیديهايهواژ

مقدمه
ترین بیماري بارزیانعنوان بهبیماري گال طوقه 
& Kennedy)شده استهباکتریایی قرن بیستم شناخت

Alcorn, 1980).ي باکتريبیمارعاملAgrobacterium

tumefaciensهـا، بیـشترین است که در میـان بـاکتري
634اختصاص داده و به ه خودگیاهی را بتعـداد میزبان

خانواده گیاهی، اعـم از چوبی93جنس و 331گونه از 
. کندتا زراعی مانند چغندرقند حمله می) مثمر یا غیر مثمر(

3%اند و فقط ايـان دولپهمیزبان اصلی این بـاکتري گیاه
این باکتري در حداقل . گیاهان تک لپه به آن حساس هستند

گونه گیاهی از گیاهـان رز، تبریـزي، میخـک، درختـان 40
و ) انگـور و انجیـر(ریـز دار، دانـهدار، دانـهمیـوه هـسته

;Garrett, 1973)خشکباري اهمیت اقتصادي دارد

Kennedy & Alcorn, 1980; Sobiczewski et al.,
ترین نمونه گال طوقه مربوط به سال در ایران، قدیمی.(1991
در ارومیـه و سپس سال انگوراز درختـان آلـوده 1337
و )Amani, 1966(هـاي قـزوین اسـتدر تاکستان1343

هـاي میـوه گزارش ، چغندرقنـد و نهـالانگورتـاکنون در 
. استانگوردي آن رويشده ولی بیشترین خسارت اقتصا

در گردو وجود گال در نهالـستانی در گرگان با عامل
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Rhizobium radiobacter گزارش گردید 1389در سال
)Rohrazi & Rahimian, 2010.(

ترین میکروارگانیسمها،شدهیکی از معمولترین وشناخته
Bacillus subtilisدرصد 7–5باشد که به طور متوسط می

بیوتیک اختصاص داشته و توانایی ي سنتز آنتیژنوم آن برا
تولید ترکیبات ضد میکروبی متعدد باساختارهاي متفاوت را 

Stein(دارا است et al., 2005 .( از میان این ترکیبات ضد
هاي میکروبی، پتانسیل لیپوپپتیدهاي حلقوي خانواده

سورفکتین، ایتورین و فنجایسین جهت کاربردهاي 
روسازي به خاطر خاصیت سورفکتانتی بیوتکنولوژي و دا

Peypoux)استآنها به خوبی شناخته شده et al., 1999).
هاي هاي باسیلوس موجب پاسخهاي متعددي از گونهاسترین

است که مطالعات نشان داده. شونددفاعی گیاه می
است در این ها ممکنهاي لیپوپپتیدي و فنجایسینسورفکتین

Ongena(باشندهپروسه القایی نقش داشت et al., 2007 .(
گرفته روي گیاهان لوبیا و ها صورتعلاوه بر آن آزمایش

منجر به افزایش B. subtilis168داد که فرنگی نشانگوجه
Ongena(است القاي مقاومت شده et al., 2007 .( لیست

گزارش ISRهاي عنوان القاکنندههاي باسیلوس که بهاسترین
ی دهه گذشته رشد داشته و شامل اجزا است، بسرعت طشده

B. pumilus ،B. mycoides B. subtilis،B.

amyloliquefaciens،B. pasteurii،B.thuringiensis وB.

cereusمی باشند)Kloepper et al., برخی ). 2004
هاي دفاعی گیاهی همراه با اثرات مفید بوسیله این پاسخ

د زیادي باید در ارتباط با اند ولی موارها ایجاد شدهاسترین
ایجاد شده با باسیلوس بایستی ISRهاي مولکولی جنیه

Ryu(کشف شود  et al., 2004.(
تر وقایع ملکولی منجر به امروزه جهت درك دقیق

مورد توجه هاmiRNAمقاومت گیاهان نسبت به بیمارگرها، 
هایی مولکولBartel, 2004( .miRNAs(اندقرار گرفته

ها باشند که توالی آنعملکردي میکنندهغیر کدو زاددرون
هاي اخیر به عنوان نوکلئوتید بوده، و در سال24تا 20حدود 

کننده پروتئین مورد هاي کدهاي مهم بیان ژنتنظیم کننده
هاي miRNAبراي اولین بار نقش. اندتحقیق قرار گرفته

در miR393گیاهی در تنظیم پاسخ گیاه به پاتوژن، از 

از طریق تحت تاثیر miR393.آرابیدوپسیس گزارش شد
رسانی اکسین نقش مهمی را در ایجاد دادن مسیر پیامقرار

miR167.هاي باکتریایی ایجاد نمودمصونیت به بیماري

هاي گزارش شده از گیاهان است miRNAیکی از اولین 
دهداکسین را تحت تاثیر خود قرار میرسانیکه مسیر پیام

)Khraiwesha et al., 2012.(
از دهی اکسین مسیر سیگنالدرك دقیق وقایع ملکولی 

شناخت هر ما را در تواند میهامیکروآران اي جمله دخالت 
هاي درگیر در این پاتوسیستم و در نهایت چه بیشتر مکانیسم

. نمایدکنترل این بیماري یاري 
تصادي اقزیاناز جمله علل گال باکتریایی طوقهبیماري 

رویه از سموم شیمیایی و عدم که استفاده بیشود تلقی می
موفقیت آنها در کنترل این بیماري ضرورت کنترل یا 
پیشگیري از این بیماري را به روش کنترل بیولوژیک نشان 

و همکاران در Nazariنتایج بدست آمده توسط . دهدمی
ی که بیانگر امکان استفاده از مارکرهاي زیست2017سال 

اي ها به عنوان ابزارهاي مولکولی دقیقتر در میکروآران
شناسایی عوامل موثر بیوکنترلی در کنترل بیمارگرهاي 

لذا در ادامه این تحقیق، تغییرات الگوهاي بیانی . گیاهی بود
nta–miR167 وnta–miR393 به منظور بررسی اثر

بیوکنترلی دو استرین مختلف باسیلوس در کنترل هر چه بهتر
و موثرتر آگروباکتریوم پس از اعمال تیمارهاي 

آگروباکتریوم روي –آگروباکتریوم، باسیلوس و باسیلوس
–qRTگیاه توتون با استفاده از روش  PCR مورد ارزیابی

.قرار گرفت

هامواد و روش
عامل IBRC–M10701استرین در این پژوهش، 

یکی ایران از مرکز ذخایر ژنتکه باکتریایی گال طوقهبیماري 
استفاده توتونهاي براي آلودگی گیاهچهخریداري شده بود، 

B. subtilisبیوکنترلیباکتریهاي همچنین .شد strain

ATCC21332 وB. subtilis OKB105 strain FKR3

بخش بیوشیمی دانشگاه فیلیپس، ( اهدایی پروفسور ماراهیل 
براي بررسی اثر بیوکنترلی روي ) ماربورگ، آلمان

.گروباکتریوم مورد استفاده قرار گرفتآ
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:و نمونه برداريزنی مایهباکتریایی،مایه زادتهیه 
–IBRCهاي مایه باکتریایی، سویهزادبراي تهیه

M10701 ،ATCC21332 وFKR3 40جداگانه در
(Luria Bertani Broth)لیتر محیط کشت مایع به ترتیبمیلی

LB و)NB(Nutrient Brothنی شدند و در شرایط زمایه
به ) دور در دقیقه180چرخش (درجه سلسیوس 28رشدي 

هاي باکتري پس سوسپانسیون. ساعت کشت شدند24مدت 
دقیقه با 10مدت سانتریفوژ به(از شستشو با آب مقطر سترون 

برابر 600ODبا ) دور در دقیقه در دماي اتاق5000سرعت 
هاي توتونگیاهچهزنی همای.زنی استفاده شدندبراي مایه5/0
)Nicotiana tabacum (اي با ایجاد خراش روي چهار هفته

میکرولیتر از 20زنی با و مایهرگبرگ اصلی برگ 
سه روز . سوسپانسیون باکتریایی باسیلوس صورت گرفت

ها با استفاده از مجدد گیاهچهزنیمایهپس از تیمار باسیلوس، 
پس از . انجام شد) ترمیکرولی20(باکتري آگروباکتریوم 

ساعت 72ها به مدت گیاهچهبا آگروباکتریوم،زنیمایه
درجه 24±2و در دماي )اشباعنیمه (شرایط رطوبتی تحت

سلسیوس درجه 26±2سپس دما به. نگهداري شدندسلسیوس
Severin(تغییر یافت  et al., 1994( .هايزنی توتوندر مایه

مقطرآب از، تنهاباکتریاییشاهد به جاي سوسپانسیون 
با برداري قبل از انجام آلودگی نمونه.شداستفادهسترون

زمان شده با باسیلوس به عنوان زنی مایهفقط ( آگروباکتریوم 
در بعداز آلودگی با آگروباکتریوم و همچنین) صفر
به عنوان زنیمایهپس از یک، سه و شش روز هايزمان

ها تیمار. زمان ابتدایی آلودگی براي بیماري انجام گرفت
، تیمار با آگروباکتریوم، تیمار با )تیمار با آب(شاهد : شامل

. آگروباکتریوم بودند–باسیلوس و تیمار با باسیلوس

انجام با سه تکرار به عنوان تکرارهاي بیولوژیکیهاآزمایش
ازت مایع منجمد درها برداري برگگرفت و پس از نمونه

هداري نگ–80در فریزر RNAشده و تا زمان استخراج 
. شدند

IDTاز نرم افزارهاي: زي آغازگرهاسادهماو آحی اطر

OligoAnalyzerو نیزPrimer3Plus در طراحی
شد هاي مورد استفاده در این تحقیق استفادهآغازگر

).1جدول(

–Realو انجام واکنش cDNA، سنتز RNAاستخراج 
Time PCR

RNAهايمورد نظر اعم از نمونههاي مختلفنمونه
شرکت (با استفاده از ترایزول بیماريشاهد و آلوده به عامل

Invitrogen ( و طبق دستورالعمل شرکت مربوطه استخراج
به Aپلیمراز یک توالی پلی Aبه کمک آنزیم پلی . شد

، با cDNAمیکروآران اي ها اضافه شد، سپس سنتز 3انتهاي 
، )نتازشرکت فرم(DnaseIها با آنزیم RNAاستفاده از تیمار 
برداري رندوم هگزامر و آنزیم نسخه،dTآغازگر الیگو 

هاي ژنآغازگراز . طبق دستوالعمل انجام شدمعکوس
snoRNA–U6راي سنجش کیفیت بcDNAسنتز شده

در انجام Evagreenاز شناساگر .)1جدول(شداستفاده
برنامه دستگاه به ترتیب زیر . استفاده شدqRT–PCRواکنش 

درجه 53ثانیه، 15سلسیوسدرجه 95): دوره 40(انجام شد 
هاي داده. ثانیه30سلسیوس درجه 72ثانیه و 20سلسیوس 

و روش GraphPadبه کمک نرم افزار qRT–PCRواکنش
2–∆∆Ctتجزیه و تحلیل آماري شد.

پژوهشآغازگرهاي استفاده شده در این توالی-1جدول 
Table1. Primer sequences used in this research

Primer name Primer sequences, 5' → 3'
nta–miR167–F 5'–TGAAGCTGCCAGCATGATCT–3'
snoRNA–U6–F 5'–GGGACATCCGATAAAATT–3'
nta–miR393–F 5'–TCCAAAGGGATCGCATTGATC–3'
Primer Outer –R 5'–CCAGTGAGCAGAGTGACG–3'
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نتایج
د و آلوده به شاههاي در نمونهnta–miR167بیان 

–ntaبیان qRT–PCRبه کمک واکنش : عامل بیماري

miR167شاهد و آلوده به عامل هاي مختلف در نمونه
داد که سطح نتایج نشان. مورد ارزیابی قرار گرفتبیماري
هاي مهم مسیر یکی از میکروآران ايmiR167بیانی 

دهی اکسین پس از تیمار با آگروباکتریوم در سیگنال
اول، سوم و ششم بعداز تیمار گیاه توتون، بیانگر روزهاي
برابري نسبت به کنترل که بیانگر 5/2و 4/214، 4/3افزایش 

تا روز سوم و کاهش شدید miR167روند افزایشی بیان 
در تیمار . )P≤0.05(بیان تا روز ششم بود

سطح بیانی میکروآران اي فوق به ) ATCC21332(باسیلوس
داد بررسی برابر افزایش را نشان6/18و 3/6، 7/2ترتیب 

الگوي بیانی بیانگر روند افزایشی بیان تا روز ششم بود
در تیمار تلفیقی باسیلوس miR167اما سطح بیانی ). 1شکل(
)ATCC21332(– 14آگروباکتریوم بیانگر افزایش بیانی ،
برابري نسبت به کنترل بود که بیانگر روند 4/9و 4/35

تا روز سوم و کاهش سطح بیان تا miR167افزایشی بیان 
مطالعه سطح بیانی میکروآران ). 4–15شکل(روز ششم بود 

7و 9/9، 2/1افزایش ) FKR3(اي فوق در تیمار باسیلوس
داد که این میزان افزایش سطح بیان در تیمار برابري را نشان

آگروباکتریوم بیانگر –)FKR3(تلفیقی باسیلوس 

شکل (رابري نسبت به کنترل بود ب9/12و8/3، 1/10افزایش
1.(

شــاهد و آلــوده بــه هــاي در نمونــهnta–miR393بیــان 
ــه کمــک واکــنش  : عامــل بیمــاري ــان واقعــی PCRب در زم

)qRT–PCR=Real–Time PCR ( بیـــانnta–miR393 در
مـورد  شـاهد و آلـوده بـه عامـل بیمـاري     هاي مختلـف  نمونه

miR393یـانی  داد که سطح بنتایج نشان. ارزیابی قرار گرفت

دهـی  سـیگنال یکی دیگر از میکروآران اي هـاي مهـم مسـیر    
اکسین پس از تیمار با آگروباکتریوم در روزهاي اول، سـوم  

و 825، 1/2و ششم بعداز تیمار گیاه توتون، بیـانگر افـزایش   
برابري نسبت به کنترل که بیانگر روند افزایشـی بیـان   6/41

miR393ان تا روز ششـم بـود  تا روز سوم و کاهش شدید بی
)p≤0.05( .در تیمار باسیلوس)ATCC21332 (   سـطح بیـانی

برابر افـزایش را  21و 9/2، 4/0اي فوق به ترتیب میکروآران
بررسی الگوي بیانی بیـانگر رونـد افزایشـی بیـان تـا      .دادنشان

ــود   ــم ب ــکل (روز شش ــانی   ). 2ش ــطح بی ــا س در miR393ام
گروباکتریوم بیانگر آ–)ATCC21332(تیمارتلفیقی باسیلوس

برابري نسبت به کنترل بود کـه  6/4و 1/9، 3/0افزایش بیانی 
تـا روز سـوم و کـاهش    miR393بیانگر روند افزایشـی بیـان   
.سطح بیان تا روز ششم بود

وس، باسیلFKR3وATCC21332هاي در تیمارهاي آگروباکتریوم، استرینnta–miR167مقایسه الگوي تغییرات بیانی -1شکل 
.هاي مختلفدر زمان) آب(با آگروباکتریوم و کنترل تیمارهاي تلفیقی دو استرین باسیلوس

Fig. 1. Expression pattern of nta–miR167 after treatment with A. tumefaciens (Agro), B. subtilis strains
ATCC21332 and FKR3, combination treatment of A. tumefaciens and B. subtilis strains, and control (water) in
different times.



13995سال،یکهشمار،تمشهجلدپزشکی،هگیادرزیستیمهار

مطالعه سطح بیانی میکروآران اي فوق در تیمار 
برابري را نشان 1/7و 7/4، 7/1افزایش ) FKR3(باسیلوس

داد که این میزان افزایش سطح بیان در تیمار تلفیقی 

و 8/0، 9/0آگروباکتریوم بیانگر افزایش –)FKR3(باسیلوس
).2شکل(برابري نسبت به کنترل بود 4/16

باسیلوس، FKR3وATCC21332هاي در تیمارهاي آگروباکتریوم، استرینnta–miR393مقایسه الگوي تغییرات بیانی -2شکل 
.در زمان هاي مختلف) آب(تیمارهاي تلفیقی دو استرین باسیلوس با آگروباکتریوم و کنترل 

Fig. 2. Expression pattern of nta–miR393 after treatment with A. tumefaciens (Agro), B. subtilis strains
ATCC21332 and FKR3, combination treatment of A. tumefaciens and B. subtilis strains, and control (water) in
different times.

گیريو نتیجهبحث 
nta–miRNA)nta–miR167دو این پژوهش سطح بیان در

A. tumefaciensباکتریایی همکنش در بر) nta–miR393و 

و B. Subtilis)ATCC21332و دو استرین باکتریایی 
FKR3(با روشReal–Time PCR مورد سنجش قرار
در مقایسه با گیاه nta–miR167, nta–miR393بیان .گرفت

ها قبلأ میکروآران اي این .شاهد متفاوت بود
Dunoyer)هاي باکتریاییسیستمدرپاتو et al., 2006; Pruss

et al., 2008) ر و پاسخگو هاي درگیايمیکروآرانبه عنوان
و همکاران Nazariهمچنین بودند، ها شناخته شدهبه تنش

براي اولین بار امکان استفاده از میکرو 2017در سال 
مارکرهاي زیستی در شناسایی عواملبه عنوان هاايآران

موثر بیوکنترلی در کنترل بیمارگرهاي گیاهی را اثبات 
Nazari(کردند et al., 2017 .( ،لذا در ادامه این تحقیق

به عنوان ابزارهایی هاايآرانتغییرات الگوهاي بیانی میکرو
براي بررسی اثر بیوکنترلی دو استرین مختلف باسیلوس در 

تفاوت . مورد استفاده قرار گرفتکنترل آگروباکتریوم 
نسبت به شاهد پس از آلودگی nta–miR167سطح بیان 

دهد که گیاه با حمله شود و این نشان میمشاهده می
.را درگیر به پاسخ نموده استnta–miR167، بیمارگر
در تیمار انفرادي گیاه توتون با میکروآران ايکه این بطوري

روند افزایشی تا روز سوم و کاهش شدید آگروباکتریوم
)1شکل (ان تا روز ششم را در الگوي بیانی خود نشان داد بی
)Dunoyer et al., 2006( . در تیمار انفرادي گیاه توتون با

روند ) FKR3(و ) ATCC21332(استرین هاي باسیلوس 
در تیمارهاي . تا روز ششم مشاهده شدmiR167افزایشی 

ج آگروباکتریوم نیز براساس نتای–تلفیقی استرینهاي باسیلوس
نسبت به تیمار آگروباکتریوم miR167تغییرات الگوي بیانی 

کاهش بیانی را در زمانهاي مورد بررسی نشان داد که این امر 
qRT–PCR تاثیر مثبت بیوکنترلی باسیلوس علیه

دهد که میزان اثر بیوکنترلی آگروباکتریوم را نشان می
ATCC21332باسیلوس نسبت به استرین FKR3استرین 

افزایش حدود سه برابري بیان در (س بیشتر بودباسیلو
با تحقیقات یاین روند بیان). 1شکل () روزهاي اول و ششم 

Dunoyer مطابقت دارد2006و همکاران درسال
)Dunoyer et al., 2006( . این محققین نشان دادند که تجمع
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miR167هاي توموري تیمار شده با آگروباکتریوم در نمونه
هاي رونویسی فاکتور.دهدیانی را نشان میکاهش شدید ب

ARFs (Auxin Response Factor)هاي هدف شناخته ژن
Yang)هستند miR167شده  et al., 2006; Allen et al.,

.2005; Kasschau et al., 2003) شکل (تحقیقات گذشته
miR160و miR393به همراه miR167دهد که نشان می) 3

رسانی آن نقش و احساس اکسین و پیامدر تنظیم دقیق درك 
تامین هورمون اکسین مورد نیاز براي. نمایندمهمی را ایفا می

و miR167 ،miR160گیاه در شرایط بدون تنش، سطح بیان 
باشد، ولی در موقع تنش با در حداقل میmiR393همچنین

باعث کاهش سطح بیان miR393افزایش سطح بیان 
و افزایش سطح AFBsاي خانواده و اعضTIR1هاي گیرنده

نیز باعث کاهش سطح بیان miR160و miR167بیان 
بوسیله برش و خرد کردن ARFsاعضاي خانواده 

شوند و از این طریق باعث تضعیف هاي آن میرونوشت
)3شکل (شودرشد و نمو و القاء مقاومت در گیاه می

)(Sunkar et al., 2012.
ر از میکروآران اي هاي یکی دیگmiR393سطح بیانی 

دهی اکسین پس از تیمار با آگروباکتریوم سیگنالمهم مسیر 
در روزهاي اول، سوم و ششم بعداز تیمار گیاه توتون، بیانگر 

تا روز سوم و کاهش شدید miR393روند افزایشی بیان 
انفرادي گیاه در تیمار . )p≤0.05(بودبیان تا روز ششم

) FKR3(و ) ATCC21332(توتون با استرین باسیلوس
شکل (باسیلوس بیانگر روند افزایشی بیان تا روز ششم بود 

در تیمار تلفیقی استرین miR393اما سطح بیانی ). 2
ATCC21332شاهد روند افزایشی آگروباکتریوم –باسیلوس

تا روز سوم و کاهش سطح بیان آن تا روز miR393بیان 
FKR3استرینششم بودیم در حالیکه در تیمار تلفیقی

دهنده روند افزایشی بیان نشانآگروباکتریوم –باسیلوس
miR393 تغییر الگوي سطح بیان ). 2شکل (تا روز ششم بود

nta–miR393پس از آلودگی نشان دهنده پاسخگوییnta–

miR393 روند متضاد . استباکتري و توتوندر برهمکنش

خله مداتیمار آگروباکتریوم و باسیلوسسطح بیان در 
وز تحمل یا مقاومت از طریق در برnta–miR393احتمالی 

دهد را نشان میرسانی اکسین گذاري بر مسیر پیامتاثیر
که این میکروآران اي در تیمار انفرادي طوريهب). 2شکل (

گیاه توتون با آگروباکتریوم روند افزایشی تا روز سوم و 
خود نشان کاهش شدید بیان تا روز ششم را در الگوي بیانی 

Pruss(داد et al., 2008 .( در تیمارهاي تلفیقی استرینهاي
آگروباکتریوم براساس نتایج تغییرات الگوي بیانی –باسیلوس
miR393 نسبت به تیمار آگروباکتریوم کاهش بیانی را در

زمانهاي مورد بررسی داشتیم که این امر بیانگر تاثیر مثبت 
این . آگروباکتریوم بودبیوکنترلی استرینهاي باسیلوس علیه

2008و همکاران درسال Prussبا تحقیقات یروند بیان
Pruss(مطابقت دارد et al., 2008 .( ایشان نشان دادند که

در نمونه هاي تیمارشده با آگروباکتریوم miR393تجمع 
منجربه افزایش بیانی در ابتدا ولی کاهش شدید بیانی در 

احتمال خاموشی این روزهاي بعد می شود که این امر
. بردنمونه هاي ترانسفورم شده بالا میمکانیسم پاسخ را در 

miR393هاي هورمون اکسین یعنیاز طریق تاثیر بر گیرنده
)Transport Inhibitor Response 1(TIR1 و اعضاي

) AFB)Auxin signaling F–Box proteinsخانواده
)AFB1, AFB2, AFB3 (تحت ن رادهی اکسیمسیر پیام

Gray)دهدتاثیر قرار می et al., 2001; Mallory et al.,

داد هورمون این نتایج با مطالعات قبلی که نشان می. (2005
Navarro)اکسین در حساسیت گیاه به بیماري نقش دارد  et

al., 2006)نهایتأ، کاهش بیان مسیر پیام .مطابقت دارد
، جزیی از TIR1و ARFsرسانی اکسین و غیر فعال شدن 

است که توسط دخالتبیمارگرالقاء پاسخ ایمنی گیاه به 
گیردشکل میmiR393ها و بخصوص میکروآران اي 

)Navarro et al., 2006(. این نتایج اهمیت بکارگیري سویه
هاي مختلف باکتریایی باسیلوس به عنوان عوامل مهم کنترل 

.ایان می سازدزیستی در کنترل آگروباکتریوم را بیشتر نم
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Sunkar)ها در درك و پیام رسانی سیگنال اکسین تحت شرایط تنشی و نرمال در گیاه میزبانmiRNAنقش تنظیمی -3شکل  et

al., 2012).
Fig.3. Regulatory roles of miRNAs in auxin signaling, under the stress and optimal conditions of host plant
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Abstract

Crown gall is one of the most damaging bacterial diseases caused economic damages. Nowadays special

attention has been focused on biological control of plant diseases as an alternative to chemical control in terms of

the dangers of pesticides. There was no special research focused on the interaction between Bacillus and

Agrobacterium until now. The objective of this study was understanding molecular mechanisms between B.

subtilis as a biocontrol agent and A. tumefaciens. This information would provide us the opportunity for better

management of the disease. In this study tobacco plants (Nicotiana tabacum), IBRC–M10701strains of A.

tumefaciens, B. subtilis strain ATCC21332, and Bacillus subtilis OKB105 strain FKR3 were used. miRNAs have

an important effect in the auxin signaling pathway and resistance induction. The expression level of two

miRNAs, miR167 and miR393 was measured using Real–Time PCR; 1, 3 and 6 days after inoculations of A.

tumifaciens and B. subtilis revealed significant differences with the control plants. The results of expression

levels demonstrated FKR3 showed a better effect to ATCC21332 in controlling A. tumifaciens. Research showed

a positive effect of Bacillus on Agrobacterium. This study indicates the possible use of biological controls such

as B. subtillis in controlling of A. tumefaciens.
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