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۱۷۱  

 

 مقاومت در  )Pathogenesis- Related genes(ييزا يماريمرتبط با ب ژن چند نقش مطالعه

  * Bipolaris oryzae قارچ به برنج
  

STUDYING OF SEVERAL Pathogenesis-related genes ROLE IN RICE 

RESISTANCE TO Bipolaris oryzae  
  
 

   ۱انيميرح االله حشمت و يقنبر كيتاج يعل محمد، ** زادييبابا اله يول، يهاشم ساره
  

  )۱۷/۸/۱۳۹۱ :رشيخ پذي؛  تار۳۰/۲/۱۳۹۱: افتيخ دريتار(

 

  دهيچك
 و داشـته  نشكپرا محصول نيا شتك مناطق اغلب در باشد،يم  Bipolaris oryzae  قارچ آن عامل هك برنج يا قهوه هكل يماريب

 برابر در بقا يبرا زمان طول در و هستند مارگرهايب و آفات با زهمبار در همواره اهانيگ. دارد ياقتصاد تياهم يگاه آن خسارت
 بـر  يدفاع ستميس و يساختمان يسدها از استفاده با زين برنج اهانيگ ريسا رينظ. ردندك سبك يمختلف يهاسميانكم نيمهاجم نيا

 يـي زا يماريب با مرتبط يهانييپروت انيم نيا در. ندكيم مقاومت مارگرهايب مقابل در يروبكيم ضد مواد ريسا و هانييپروت اساس
(Pathogenesis- Related proteins)   ـا ژن چند انيب يالگو يبررس نيا در. ند دار يا برجسته نقش   ژنوتيـپ  دو در گـروه  ني

 ـنكت از استفاده با يماريب عامل به يآلودگ از پس ) طارم (حساس و)خزر (مقاوم  مطالعـه   Quantitative Real Time PCR كي
-هيما از پس پيژنوت دو هر درProxidase    وThionin ، Defensin ،oxide synthase  Allen يهاژن انيب هك داد نشان جينتا. شد
 خـزر  مقـاوم  رقـم  در هـا ژن نيا انيب نرخ يبررس مورد ساعات يتمام در و داشت ياملاحظه قابل شيافزا شاهد به نسبت يزن

 ـهـا ب  افتـه ين  ي ا .داشت يدار يمعن شيافزا حساس رقم به نسبت  ـانگر نقـش فعـال  ا      ي   هـا در مقاومـت بـرنج بـه قـارچ           ن ژن ي
B. oryzea ـش بي افزايها برا ن ژني جهت استفاده از اياتواند مقدمهين پژوهش مي ا.دباشي م  جـاد  ي و ا(Over expression)ان ي

  . باشدياه قهوهك ليماريارقام مقاوم برنج به عامل ب
  

  QPCRها، ني پروتئPR ، ياه قهوهك ليماريبرنج، ب:  يدي كل يها واژه

  

  

  
  

    مازندران  ،ساري  ارايه شده به دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي،اول نگارنده ارشد يارشناسك  نامهانيپا از يبخش :*
  babaeizad@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
 يع ـيطب منـابع  و يشاورزك ـ علوم    دانشگاه ،يزراع علوم دهكدانش ،يكپزشاهيگ  استاد و انارياستاد ، ي ارشد ي سابق كارشناس  دانشجو بيترت به. ١

   مازندران ،ساري
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  مقدمه
 ـ در رژينقـش مهم ـ )  (.Oryza sativa Lبـرنج   ييم غـذا ي

. ا دارد يت رو بـه رشـد جهـان بـه خـصوص در آس ـ             يجمع

ده در  نن ـك محـدود    يتورهـا كن فا تري  مهمها از جمله    يماريب

 ـ. ن محـصول هـستند    يد ا يتول ، ي قـارچ  يمـار ي ب ۷۰ش از   يب

 بـرنج گـزارش شـده       ي رو ي و نماتـد   يروس ـي، و ييايتركبا

 درصـد  ۵حـداقل   رفـتن ه سالانه منجر به از دسـت      كاست  

 ـنتـرل  ا   ك ين بـرا  يبنابرا. شونديمحصول م  هـا  يمـار ين ب ي

 بــه طــور يروبيكاربرد موادضــدمكــ مقــاوم و يوارهــايولتك

از .  ( Zhang 2009) رنديگيرد استفاده قرار م موياگسترده

ست ي ـ خطـرات ز   يروبيكضـدم  ه استفاده از مـواد    ك ييآنجا

 توسـعه  ي، توجهات به سـو  دارد را به همراه   يادي ز يطيمح

. هـا جلـب شـده اسـت       يمـار يخته مقاوم بـه ب    ياهان ترار يگ

 فهم بشر را    يولك مول يولوژي گسترده در علم ب    يهاشرفتيپ

ل در مقاومت   ي دخ يهامارگر، ژن ي ب -اه  ي گ انياز تعاملات م  

ده ي به مقاومت بهبـود بخـش      ي منته يده گنالي س يرهايو مس 

 مناسـب و    يكـي  ژنت يارهـا كتواند راه يها م  افتهين  يا.است  

مارگرهـا  ياهان به ب  يش مقاومت گ  ي را به منظور افزا    يارامدك

  Kogel and Langen) ن قـرار دهنـد   ي محقق ـيش رويپ ـ

ن يشتري ـل در مقاومـت ب ي ـ دخيهـا ان ژن ين م يدر ا  .(2005

ننـده  كدك يهـا ژن. انـد توجهات را به خـود جلـب نمـوده        

 -Pathogenesis) يــيزايمــاري مــرتبط بــا بيهــانيپــروتئ

Related genes, PRs)  اهان در استرس ي گيهاه در بافتك

هـا  ن ژن يتـر ابند از جمله برجـسته    ي ي مختلف تجمع م   يها

ان ي ـش ب ياند  با افـزا     نموده ي سع يارين بس يه محقق كهستند  

مارگرهـا  ياهان مختلف مقاومت آنها را بـه ب       يها در گ  ن ژن يا

 Poulsen 2001, Punja 2006, Makandar) بهبود بخـشند 

et al. 2006, Malnoy et al. 2007)  

Thionin ،defensin  و POX)  Proxidase ( ــه از جمل

اومـت  ه نقش آنها در مق    ك هستند   PR يهانين پروتئ تري  مهم

اهان مختلـف از جملـه بـرنج بـه          ي در گ  يروبيكبه عوامل م  

Magnaporthe grisea (Hebert) Barr  ،Rhizoctonia 

solani Kuhn  و Xanthamonas oryzae pv. oryzae 

Ishiyama   اثبـات شـده اسـت   ي بـه خـوب (Sasaki et al., 

2004 , Castro and  Fontes  2005 , Hau and Rush  

 Salicylic مثل ياهي گيگر هورمون هايد ياز سو . (2009

acid (SA) ،  Etylene (Etyl.) و   Methyl jasmonate 

ان ي ـر ب يام در مـس   ي ـدهنـده پ  ول انتقـال  ك به عنوان مول   يگاه

خـتن مقاومـت در   ي در بـر انگ    ي مقاومت نقش مهم ـ   يها ژن

 ي مختلــف زنــدگ ي بــا روش هــا ييمارگرهــايبرابــر ب

(Lifestyle) دارندزبان يا هان ميدر گ(Glazebrook 2005) .

ر يد در مـس   ي اس ـ يكول جاسـمون  ك ـ مول نقشبه عنوان مثال    

 ـترك با يهـا يمـار ي در مقاومت برنج به ب     يدهگناليس  و  يياي

 ـتأ يقـارچ   . (Ou 1985 & Glazebrook 2005 )د شـد يي

ــ ــشان داد  يبررس ــا ن ــه ــزا ك ــرنج اف ــش بيه در ب   ان ژني

Allen oxide synthase (OsAOS2) يدي ـلكم ي آنزكيه ك 

د است، منجر بـه بـالا رفـتن         ي اس يكر سنتز جاسمون  يدر مس 

 يهـا شتر ژن ي ـان ب ي ـد و به دنبال آن ب     ي اس يكسطح جاسمون 

PR بلاســـت يمـــاريش مقاومـــت بـــه عامــل ب ي و افــزا 

(Magnaporthe grisea)    شده اسـت(Mei et al. 2006) .

 مهـم   يمـار ين ب ي دوم ـ ياه قهـوه  ك ل يماريه ب كنيبا وجود ا  

 شـاخ و بـرگ      يهايماريان ب يز بلاست در م    پس ا  ياقتصاد

 درصـد  ۱/۲۹ تـا  ۵۸/۴ و  باعـث   (Ou 1985)برنج اسـت  

ــه و كــ    درصــد از دســت رفــتن ۳/۳۷ تــا ۱۱اهش وزن دان

ــه  ــدرت جوان ــق ــيزن ــود، ي م ــه و   كش ــورد توج ــر م   مت

   قــــرار يولكــــ و موليكيولــــوژي بيهــــايبررســــ

  ن رو، يـــاز ا. (Padmanabhan 1977) گرفتـــه اســـت 

  يهـــاان ژنيـــ بي الگـــويالعـــه بـــه بررســـن مطيـــدر ا

Thionin ،  Defensin  ،POX و AOS    در تعامـل بـرنج بـا 

 Bipolaris  oryzae (Breda de Haan ) Shoemaker  قـارچ 
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۱۷۳  

 ـه ا ك ـد است   يام. پرداخته شده است    ياهـا مقدمـه   افتـه ين  ي

اهش ك ـد ارقام مقاوم بـه منظـور        يشبرد اهداف  تول   يجهت پ 

 ـ پايشاورزك ـدن بـه  يرس ـو  ييايمياستفاده از مواد ش ـ دار ي

  .باشد

  

  هامواد و روش

  :  همسانيها اهچهيد گي بذور ارقام برنج و توليآورجمع

 بـرنج مـورد نظـر از معاونـت موسـسه           يهـا ني ـلابذرهای  

 و جهت   يآورجمع) آمل، مازندران (شور  كقات برنج     يتحق

 در محلـول    رهابـذ . شگاه منتقل شـد   يانجام پژوهش به آزما   

ــربوك ــن تيسك ــاعت   ي ــنج س ــدت پ ــه م ــزار ب رام دو در ه

وشـو  ل شـست  ي، سپس سه بار با آب مقطر استر       يضدعفون

 يش هـا  ي ـدي، بذور درون پتر   يزنجهت جوانه . داده شدند 

 كها به اتاق ـ   كتشت. ده شدند يل چ ي استر ياغذ صاف ك يحاو

 ي نـود و دو درصـد و دمـا   ي بـالا يرشد بـا رطوبـت نـسب     

پنج روز بعد   . دشدنوس منتقل   يسيليهشت درجه س   وستيب

ل  منتقـل و     ي اسـتر  ك خـا  ي حـاو  يهااهچه ها در گلدان   يگ

 ييروشـنا  ساعت ۱۶ يتناوب دوره در (ط گلخانه يتحت شرا 

 ـليس درجه ۳۰ با  ۲۵ بـا  يكيتـار  سـاعت  هـشت  و وسيسي

 ـآب روزانه اهانيگ .افتندي رشد) وسيسيليس درجه  بـا  و ياري

(NH4)SO4  و  FeSO4,7H2O پـانزده  و هشت يروزها در 

 هفتـه  سـه  يهـا اهچـه يگ. شدند يوددهك شتك از بعد روز

  .شدند استفاده B. oryzae Shoem قارچ به يآلودگ جهت

  

  يه نمونه قارچيته

  از مـزارع     ياه قهـوه  ك ـ ل يمـار يم ب ي ـ علا ي دارا ينمونه ها 

 بـه   ياغـذ ك يت هـا  ك ـ و در پا   ياستان مازندران جمع آور   

ت  قـارچ قطعـا    يجهـت جداسـاز   . شگاه منتقل شـدند   يآزما

متر بـرش داده شـدند   ي  سانتيكم تا يآلوده برگ به اندازه ن  

 ـلركپوي بـا ه   ي سـطح  يو پس از ضـدعفون      كي ـم  يت سـد  ي

قـه و شستـشو بـا آب مقطـر     ي تـا دو دق كيدرصد به مدت    

ــتر ــط ي محــيل روياس  Potato Dextrose Agarشت ك

(PDA) ي پتـر  كن در تـشت   يسي ـ سـولفات استرپتوما   ي حاو 

 در  يه روز بعـد از نگهـدار      دو  تا س ـ   . ل پخش شدند  ياستر

 يوس بـا تنـاوب نـور      يسيلي درجه س  ۲۶ يوباتور در دما  كان

 يهـا ، نمونـه  يكي و هشت ساعت تـار     يي ساعت روشنا  ۱۶

خـالص   اسپور   كروش ت دست آمده با استفاده از      ه ب يقارچ

 قـارچ   يكـي  و ژنت  يكي مورفولوژ يهاييپس از شناسا  . شدند

B. oryzae Shoem.يــكجـود   مويه هــاي ـان جدايــ، از م 

  انتخـاب و در مراحـل        يـي زايمـار يه پس از اثبـات ب     يجدا

  . استفاده شدي بررسيبعد

  

 :يه زنيون اسپور جهت مايه سوسپانسيته

ط ي مح ـي رويي جهـت اسـپورزا  .B. oryzae Shoemقارچ 

Water Agar (WA) هـشت   ست وي ـ بيشت و در دمـا ك ـ

پس از پنج روز    . شد قرار داده    يكيوس در تار  يلسيدرجه س 

ــح مســط ــالا تولوميسلي ــا در حجــم ب ــه  .د اســپور شــدي

 در هـزار    يـك ون اسپور قـارچ در آب مقطـر بـا           يسوسپانس

Tween-20 تـر  يليلي در ميدينك ۱,۵×۱۰۴ل به غلظت ياستر

  .ه شديته

  

  ي و نمونه برداريسازآلوده

 يرو ي دست كوچك يهاون اسپور  توسط افشانه    ي سوسپانس

 خـزر و  (ش  ي موردآزمـا   ارقام برنج  يا سه هفته  ياهچه ها يگ

شت با رطوبـت    ك ك اتاق درها  اهچهي شد و گ   يزن هيما) طارم

. وس قرار داده شدنديسيليس درجه ي سيدما و ۹۰% ينسب

  و  انجـام  ۹۶ ، ۷۲ ، ۴۸،  ۲۴،۰ ي در فواصـل زمـان     يريگنمونه

 منتقـل و در     يتري ل يلي م ۱۵ون  ك فال يها  داخل لوله  ها نمونه

  . شدنديدار ع نگهيازت ما
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  DNaseمار با ي و تRNAج استخرا

 يهـا زمـان   نمونه يگرم از پودر بافت برگ     يلي م ۵۰۰حدود  

بـا اسـتفاده از بـافر     Total RNA مختلف جهـت اسـتخراج  

RNX
TM

-Plus (Cinnagen company) ــابق  و مطـــ

. شـد اسـتفاده    RNAسـتخراج    ا ي بـرا   مربـوط  دستورالعمل

 RQ1Rnase-free DNase ســپس بــا RNA يهــانمونــه

(Promega,Madison, WI) ــق ف يتوصــدســتورالعمل  طب

 Promega (No.518) يهــاتابچــه دســتورالعملكشــده در 

 يهـا  بودن نمونـه   ياز عار نان  يمنظور اطم مار شدند و به     يت

RNA از DNAاز روش ي ژنوم DD-PCRاستفاده شد .  

  

  ملك مDNAساخت 

 RNA يهــا  از نمونــه (cDNA)مــل  ك مDNAســاخت 

  آنـزيم  و  oligo(dT)18مـر پراي از اسـتفاده  بـا   ياستخراج

SuperScript Reverse Transcriptaseاز Total RNA 

 ينگهدار -oC ۲۰ در استفاده زمان تا ها نمونه .گرفت انجام

  .شدند

  

 ان ژني بيبررس

در گياهـان   ين بررسي دفاعي مورد مطالعه در ايها بيان ژن

 و بـا    QPCR مختلـف بـه روش       يهازني شده در زمان    مايه

ــتفاده ا ــي و پراSYBR Greenز اسـ ــر طراحـ ــده يمـ    شـ

تـر  يروليك م ۲۰ها در حجم     نشكوا. انجام گرفت ) ۱ جدول(

مر يتر پرايرو ليك مكي، SYBR Greenتر يروليك م۱۰شامل 

مر برگـشت  يتر پرايرو ليك مكي، )Forward Primer(رفت 

)Reverse Primer ( رو يك ـتـر آب و دو م يرو ليك ـم ، شش

اي پلي مـراز  اكنش هاي زنجيرهو. بود cDNA تر از نمونهيل

دقيقـه اي در   پـنج   شامل مرحلـه واسرشـت سـازي اوليـه    

ــاي oCدم
ــپس ۹۴   ــيكل ۳۵، س ــامل (  س ــ ثان۳۰ش   ه دري

 oC
ــه در ۳۰، ۹۴  ــه در oC۶۰ ثاني ــك دقيق و در ) oC۷۲  و ي

 oC۷۲ دقيقـه در   مدت هفتهنهايت مرحله گسترش نهايي ب

مطالعه، ژن   مورد يهاان ژن ي ب ي مراحل بررس  يدر تمام . بود

Ubiquitin     بـه عنـوان ژن خانـه زاد (House-keeping)   

  . استفاده شد

  

  ها ز دادهيآنال

دلتـا   - موردمطالعه با استفاده از روش دلتا      يهاان ژن ينرخ ب 

)delta –delta ( 2001محاسبه شد) (Pfaffl .ن اساس، يبر ا

حاصـل  ) (CT∆ل آسـتانه  يكن س يانگي هر نمونه  م    يابتدا برا 

ــاز دو ت ــپس همـ ـ ك ــبه، س ــرا يرار محاس ــل ب    ژنين عم

House-keeping مربــوط بــه هــر نمونــه انجــام شــد و در 

 ـ مورد نظر بـا اسـتفاده از فرمـول ز          ان ژن يزان ب يت م ينها ر ي

  :حاصل شد

  
Gene expression =2^ (∆CT (House-keeping gene) - 

∆CT (target gene)) 

 پـس از محاسـبه   رار جداگانه انجام و كش در دو ت   ين آزما يا

   هـــر نمونـــه، ي مـــورد نظـــر بـــرا  يهـــاان ژنيـــب

standard deviationــي آنهــا تع ــايــن و در نهاي ــا يت نت ج ب

  . ز شدندي آنال T- student testاستفاده ازآزمون 

  

  جينتا

ن برنج با   ي تعامل ب  يولك به منظور مطالعه مول    ين بررس يدر ا 

 ـ، رقـم خـزر بـه عنـوان ژنوت     .B. oryzae Shoemقارچ ب ي

. ب حـساس اسـتفاده شـد   يمقاوم و رقم طارم به عنوان ژنوت  

 هـر دو رقـم مـورد مطالعـه  بـا       يا سـه هفتـه    يهـا اهچهيگ

مــار و ي تياه قهــوهكــون اســپور قــارچ عامــل ليسوسپانــس

 پـس از    ۹۶ و   ۷۲،  ۴۸ ، ۲۴،  ۱۲،  ۰ در سـاعات     يبردار نمونه

 بافـت  يهـا  از نمونـه  Total RNA. انجـام گرفـت  يآلودگ

  ان ي ـزان ب يمل، م ك م DNA و پس از ساخت       استخراج يبرگ
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  ين بررسي مورد استفاده در ايمرهاي پرايدي  نوکلئوتي توال.۱جدول 

Table 1 - Nucleotide sequences of used primers in this study  

 نام آغازگر ) ’3→’5 (آغازگر يتوال

GGTGACAGTCTCAGCTTCCT Thionin(R) 

GCTAGGCTTAGTCCTGCAAC     Thionin(F) 

ATCACCCTTATCTTCGCTGC defensin(R) 

  TGCTGGGAAGACATTAGTTGC defensin(F) 

TCTGGAGAAATTGCCGATAAGTTC         POX(R) 

GCCATCATGGACGGTTCTGT POX(F) 

   ACT CGA AGT ACT TGT CCT GC   AOS (R) 

      AGC TAG CTA GAA GAG AGT TAG       AOS (F) 

    GGCAAGACCATCACCC TTG AGG   Ubiquitin(R) 

TGGACTCCTTCTGGATGTTGTA Ubiquitin(F) 

  

 POX  ،AOS ،Thionin يهـا ژن(ل در مقاومت  يچند ژن دخ  

 Quantitative real time PCR با استفاده از روش) Defensin و 

 ـ در ا  ي مورد بررس ـ  يهاه ژن يان اول يزان ب يم.  شد يبررس ن ي

 بود و   كوار اند يولتكدر هر دو    ) زمان صفر / شاهد(پژوهش  

 سـاعات   ي مـوردنظر در تمـام     يهـا  ژن يهاسطح رونوشت 

ش از رقم حساس طـارم  ي در رقم مقاوم خزر ب  يرد بررس مو

 در هر دو رقم مقـاوم و        POX ژن   يهاتجمع رونوشت . بود

د و  يثر رس ـ ك به حـدا   ي ساعت پس از آلودگ    ۱۲حساس در   

 يهـا  ، رونوشت  ۲۴دار در ساعت    ياهش معن ك  يكپس از   

 تجمـع قابـل     ي ساعت پس از آلـودگ     ۴۸ن ژن مجددا در     يا

ه در  ي ـاهش ثانو ك ـ يـك پـس از    .  را نشان دادنـد    ياملاحظه

 ـان ا ي ب ، نرخ ۷۲ساعت    و دو برابـر را      ۵/۱۷ش  ين ژن افـزا   ي

ب در  ي ـح بـه ترت   ي پس از تلق ـ   ۹۶نسبت به شاهد در ساعت      

 در  POXان ژن   ي ـش ب يافـزا . رقم مقاوم و حساس نشان داد     

 برابـر و در رقـم       ۲۵ و   ۵۰ در رقم مقـاوم      ۴۸ و   ۱۲ساعات  

 ـ بيالگو) .۱ل كش( زمان صفر بود  حساس ده و دو برابر     ان ي

ن ي بـد بـود، مشابه رقم حساس  ر رقم مقاوم د Thioninژن 

 ـان اي ـپ مقاوم و حساس بيه در هر دو ژنوت  كب  يترت ن ژن ي

ــودگ۲۴در  د و پــس از ي بــه اوج رســي ســاعت پــس از آل

 در  ياش قابـل ملاحظـه    ي افـزا  ۷۲اهش، مجددا در ساعت     ك

در سـاعات اوج    . دده ش ـ يور د ك ژن مذ  يهاتجمع رونوشت 

ــب ــودگ۷۲ و ۲۴ه كــان ي ــود، ســطح ي ســاعت پــس از آل  ب

 ۱۰ يب ـين در رقم مقاوم به طـور تقر     يوني ژن ت  يهارونوشت

 برابـر زمـان صـفر       ۵/۴برابر شاهد و در رقم حساس سه و         

 در هر دو    Defensinان ژن   يثر ب كحدا ).۲ لكش(محاسبه شد 

هده  مشا يزنهي ساعت پس از ما    ۲۴رقم مقاوم و حساس در      

ش ي افـزا  چنـين   هـم .  برابر شاهد بـود    ۳۳ و   ۷۷ باًيشد و تقر  

 ي ساعت پس از آلـودگ     ۹۶ن ژن در    ي ا يهامجدد رونوشت 

 و  ۶۲ب  ي ـه در رقم مقاوم و حساس به ترت       كقابل توجه بود    

ان ژن  ي ـطالعـه رونـد ب    م). ۳ل  كش( برابر زمان صفر بود      ۲۶

AOS     ش يدهنـده افـزا   ز نـشان  ي ـ طـارم ن   خـزر و   در دو رقم

 ـ ايهادار نرخ رونوشت يمعن  سـاعت پـس از   ۲۴ن ژن در ي

 هفت و چهار برابـر شـاهد        باًيب تقر يه به ترت  ك بود   يآلودگ

ر رقـم   دAOSان ژن ين ساعت بي در ا  چنين  هم. محاسبه شد 

 ـم.  مقاوم خزر دو برابر رقم حساس طارم بـود         زان تجمـع   ي

 ۴۸اهش در سـاعت     ك يكور پس از    ك ژن مذ  يهارونوشت

 پـس  ۹۶ن ژن در سـاعت      يان ا ي و نرخ ب   افتي ير صعود يس

  از 

 ـ مقاوم و حـساس بـه ترت       يهاپي در ژنوت  يآلودگ  و  ۵۳ب  ي

   ).۴ل كش( شاهد بود برابر ۱۰
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 value < 0.001=  ***   P    و P value < 0.01 =**دهد ،يش جداگانه نشان ميان ژن را در دو آزمايار بين انحراف معيانگيم خط نشانه خطا،

 . است T student test يسه ايدر آزمون مقا

Error bars represent standard error of the mean in two different experiments . **: indicates P value <0.01, ***: indicates 

P value < 0.001( t test ) 
  

  Shoemaker  B. oryzae ( Breda de Haan) نش با قارچ در دو رقم خزر و طارم در واکPOXان ژن ينرخ ب. ۱شكل 

Fig. 1. Expression rate of POX gene in Khazar and Tarom cultivars in response to Bipolaris oryzae (Breda de 

Haan )  Shoemaker 

  

  

 

در =P value <0.001      *** و P value <0.05* =دهد ،و آزمايش  جداگانه نشان ميميانگين انحراف معيار بيان ژن را در د خط نشانه خطا،

  است T student testاي آزمون مقايسه

Error bars represent standard error of the mean in two different experiments .* : indicates P value <0.05, ***: indicates P value < 

0.001( t test ) 

 

 B.oryzae (Breda de Haan )  Shoemaker   در دو رقم خزر و طارم در واکنش با قارچ Thionin نرخ بيان ژن . ۲شكل

Fig. 2. Expression rate of Thionin gene in Khazar and Tarom cultivars in response to B.oryzae (Breda de  

Han) Shoemaker 
 

*** 

* 

** 

*** 

** 

*** 
*** 
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  P value <0.05  ,**    = P value <0. 01* =دهد ،ميانگين انحراف معيار بيان ژن را در دو آزمايش جداگانه نشان مي خط نشانه خطا،

  . است T student testاي در آزمون مقايسه P value <0.001 = ***و 
Error bars represent standard error of the mean in two different experiments .* : indicates P value <0.05, **: indicates P 

value < 0.01 and ***: indicates P value < 0.001 ( t test) 

 

  B. oryzae (Breda de Haan ) Shoemaker در دو رقم خزر و طارم در واکنش با قارچdefensinنرخ بيان ژن . ۳شكل

Fig. 3. Expression rate of Defensin  gene in Khazar and Tarom cultivars in response to B. oryzae (Breda de 

Haan) Shoemaker 

  

 

 Tدر آزمون مقايسه اي ***  =P value < 0.001   دهدميانگين انحراف معيار بيان ژن   را در دو آزمايش جداگانه نشان مي خط نشانه خطا،

student test ت اس 

Error bars represent standard error of the mean in two different experiments ,***: indicates P value < 0.001 ( t test) 

 

  B.oryzae (Breda de Haan) Shoemaker در دو رقم خزر و طارم در واکنش با قارچ AOS نرخ بيان ژن .۴شکل 

Fig. 4 . Expression rate of Allen oxide synthase  gene in Khazar and Tarom cultivars in response to B.oryzae 

(Breda de Haan )  Shoemaker 

 

 

  

*** 
*** 

*** 

* 

** 

** 
* * 
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  بحث

 , Thionin, defensin يهـا ان ژني ـ بين مطالعه الگويدر ا

POX و AOSمـار قـارچ   ياه برنج تحت تي در گB. oryzae 

Shoem. جينتـا .  شـد يبررسQuantitative Real Time PCR 

 ـ مورد مطالعه در ايهاان ژنيه نرخ ب كنشان داد     ين بررس ـي

 ـ ياپ مقاوم به طور قابـل ملاحظـه       يدر ژنوت  زان ي ـش از م  ي ب

ان نشان  ي ب ي الگو يبررس. پ حساس بود  يها در ژنوت  ان آن يب

 مـورد   يهـا  ژن يهـا  رونوشـت  سـطح  يجيش تـدر  ياز افزا 

 ي داشــت و در تمــاميمطالعــه در ســاعات پــس از آلــودگ

 ي پـس از آلـودگ     يان  در ساعت مشخص    يزان ب يمها  يبررس

 ـننـده نقـش فعـال ا      كان  ي ـن امر ب  يه ا ك،  ديثر رس كبه حدا  ن ي

  .B. oryzae Shoemهـا در مقاومـت بـرنج بـه قـارچ       ژن

 مورد  يهاان ژن ي ب ي الگو ير اجمال ير به تفس  ي در ز  .باشد يم

  :م يپردازين مطالعه مي در ايبررس

  

 ـ بيبررس   امـل بـرنج بـا قـارچ     در تع defensinان ژن ي
B. oryzae  Shoem.  
 ـ بـا تغ   ياهي ـ گ يهـا نيه دفنـس  ك ـاند  مطالعات نشان داده   ر يي

 پاتوژن مهاجم منجر به توقف رشد آنهـا         ي غشا يرينفوذپذ

  گردنـــدياه بـــه پـــاتوژن مـــيـــجـــه مقاومـــت گيو درنت

 (Castro 2005). ن بـرنج در  يان ژن دفنسي بين بررسيدر ا

دف بـا توسـعه قـارچ در       ه مصا ك ي ساعت پس از آلودگ    ۲۴

ش ي ،  افزا (Hau  and  Rush 1985 ) استيميبافت پارانش

ه ك ـده شـد  ي ـ دچنين هم.  در دو رقم نشان داد   ياقابل توجه 

  سـاعات مـورد    ين ژن  در رقم مقاوم در تمام       يان ا يسطح ب 

 داشت  يدار يش معن يسه با رقم حساس افزا    ي در مقا  يبررس

ر مقاومـت بـرنج بـه       ن ژن د  ي ـدهنده  نقش فعـال ا     ه نشان ك

ن ي ـان ايش مجدد بيافزا. باشدي م.B. oryzae Shoemقارچ 

 ـ ايك از  تحرز نشاني نيزنهي ساعت پس از ما   ۹۶ژن در    ن ي

 ـنك نفوذ   يژن  در پ     ـ ثانويهـا يدي مطالعـات ثابـت   . ه داردي

اهـان براسـاس   ين در گي دفنـس يهـا ان ژني ـه ب ك ـانـد   نموده

ر وابـسته  ي ـر بوده و غلن استواي و ات JA وابسته بهيرهايمس

 (Thomma  et al. 2002, Glazebrook 2005) باشدي مSAبه 

ه ي ـ در دفـاع عل   JAر  يه مس كن مطلب   ي با توجه به ا    ياز طرف 

 (Glazebrook 2005)باشد يثر مؤروتروف مك نيهاپاتوژن

  ن در بـرنج در تعامـل بـا قـارچ          يان قابل توجه ژن دفنـس     يب

B. oryzae  Shoem.  انگر ي ـ بيس از آلـودگ  ساعت پ۲۴در

 ـ فـاز ب   يـك  يه قارچ پس از ط ـ    كن مطلب است    يا  يوتروفي

 آن مقاومـت  ي شده و در پ ـيروتروفكمدت وارد فاز ن وتاهك

ن يان ا يش ب يافزا. شودياه فعال م  ي در گ  JA وابسته به    ييالقا

 Thomma et)و  M. grisea يهاژن در تعامل برنج با قارچ

al. , 1998;  Hau 2009) R. solani ـ قبلا گزارش گرد  ده ي

ان آن در پاسخ برنج به قارچ       ين گزارش از ب   ين اول ياست و ا  

 B. oryzae  Shoem. باشدي م.  

  

   در تعامــل بــرنج بــا قــارچThioninان ژن يــ بيبررســ
 B. oryzae Shoem.   

 ـ ت يت سـم  يه خاص كها نشان داد     يج بررس ينتا هـا بـر    نيوني

 يغشا  بر هاني پروتئ نيثر ا ل ا ي به دل  مارگرها احتمالاً ي ب يرو

 آن منجر بـه  يرير نفوذ پذيي پاتوژن بوده و پس از تغ    يسلول

م، فـسفر،   ي پتاس ـ يهاوني از جذب قندها و نشست       يبازدار

ــروتئ ــا و نيپـ ــلئوتكنوهـ  ــدهايـ ــلول مـ ــدي از سـ   گردنـ

.(Bohlmann 1999, Iwai et al. 2002)ن ي ـنون نقش اك تا

ــا  ــه دو بــ ــرنج بــ ــت بــ ــذرزاديتركژن در مقاومــ    بــ

(Iwai et al. 2002) وR. solani  (Thomma et al. 1998))  

ن ژن در تعامـل     يز نقش ا  ي ن ين بررس يدر ا . ثابت شده است  

 ـ مـورد ارز .B. oryzae Shoemبـرنج بـا قـارچ      قـرار  يابي

ن ژن در دو رقـم  ي ـش قابل توجـه ا  ي با توجه به افزا    .گرفت

زمـان  ه هم ك ي ساعت پس از آلودگ    ۲۴حساس و مقاوم در     

   اســــتيميعه قــــارچ در بافــــت پارانــــشبــــا توســــ
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(Hau and Rush 1985) يان بـالا ي با توجه به بچنين هم و 

جـه  يتوان نت ين ژن در رقم مقاوم نسبت به رقم حساس م         يا

 در دفاع برنج به قارچ عامـل  ين ژن نقش موثر يه ا كگرفت  

 ـيونيش مجدد ژن ت ي افزا چنين  هم. دارد ياه قهوه كل  ين در پ

مـی   را نـشان     يميه در بافـت پارانـش     ي ثانو يهافيتوسعه ه 

 ـ ا ي قبل يهاافتهيه  كن  ي با توجه به ا    ي از طرف  .دهد ن ژن را   ي

دفـاع  / اسـترس يهانشك واي برا ي شاخص ژن  يكبه عنوان   

ــمون    ــا جاس ــده ب ــا ش ــيكالق ــي اس ــوديد معرف ــده نم   ان

(Bohlmann 1999)ــا ــل توجــه اي، الق ــ قاب  ۲۴ن ژن در ي

ــودگ  ــس از آل ــاعت پ  ــيس ــرنج در پاس ــارچ  در ب ــه ق   خ ب

B. oryzae Shoem. بـر ورود پـاتوژن   ي ما مبنيه قبليفرض 

B. oryzae Shoem.و فعــال شــدن يروتروفــك بــه فــاز ن 

 ـ را در ا   JA وابـسته بـه      ي دفـاع  يرهايمس ن زمـان  قـوت      ي

 يرهايه مـس ك ـرد ك ـتـوان اسـتدلال   يل م ـ كبخشد و در     يم

 ـ را در مقاومـت گ     ي نقـش فعـال    JAوابسته به    اه بـرنج بـه     ي

  .نندكيم ي بازياه قهوهك ليماريب

  

 B. oryzae  در تعامل برنج با قارچPOXان ژن ي بيبررس

Shoem.   
ــب ــده يـــ ــان شـــ ــ از طرPOXه كـــ ــت يـــ ق دخالـــ

ــيگنيدرل ــوبر و )Lignification(ين  )Suberization(ينيس

 يونـــــدهايجـــــاد پيا، يواره ســـــلوليـــــنمـــــودن د

 ـ د يهـا نين پروتئ ي ب )Crosslinking(يعرض م يضـخ واره،  ي

ژن فعـال،   يسك ـ ا يهـا د گونه ي، تول ي آوند چوب  وارهينمودن د 

در مقاومـت بـه   ن يسكتواليسنتز فو  ديسكدروژن پرايمهار ه

 يت ضد قارچ  ي خود فعال  نيعلاوه بر ا  . ها نقش دارد  پاتوژن

مطالعـات نـشان   . ن را برعهـده دارد يسكسم ايداشته و متابول  

  عامـل   قـارچ  بـه  ي بعـد از آلـودگ     POXت  ي ـه فعال ك ـدادند  

 و Xanthamonas oryzae pv. oryzae يترك بـا بلاسـت، 

 Song and Goodman)ابـد  ييش م ـيزخـم در بـرنج افـزا   

 يهـا در بـرگ   POXان ژن   يزان ب ين پژوهش م  يدر ا . (2001

ه همزمان با نفوذ    ك ي ساعت پس از آلودگ    ۱۲مار شده در    يت

ه با توجه   كد  يثر رس ك است به حدا   يميقارچ به بافت پارانش   

ان ي ـش ب ين افـزا  يداز ا يسك پرا يهاردكمل و ع  يبه مطالب قبل  

ردن ك ـاه با فعال    يه گ كه نمود   ين صورت توج  يتوان بد يرا م 

ژن فعـال را  يسك ايهاد گونه يند تول كي م يداز سع يسكژن پرا 

 شـده را بـه منظـور    يزير برنامهيش داده و مرگ سلول    يافزا

 قـرار  يوتروفين زمان در مرحله ب  يه در ا  كتوقف رشد قارچ    

 يـك ها نيسكتواليه فكان شده ي بچنين هم. ديد نماجايا دارد

 ـانكر در مي ـبات درگكي را به عنوان تر  يديلكنقش    يهـا سمي

.  (Sasaki  et al. 2004)ننـد  كي م ـي در بـرنج بـاز  يدفـاع 

ه يــ در همــان مراحــل اولPOXان ژن يــش بين افــزايبنــابرا

ز ي ـها ن نيسكتوالي توان به نقش آنها در سنتز ف       ي را م  يآلودگ

 سـاعت پـس از   ۹۶ و ۴۸ن ژن مجددا در يان ا يب.  داد نسبت

 يهـا يه و آلـودگ   ي اول يهاهكه همزمان با توسعه ل    ك يآلودگ

ن ژن را   ي ـه نقـش ا   ك داشت   يداريش معن يه است افزا  يثانو

-تـه   ي وار يهـا بـرگ . دينمايم تاييد    يجاد مرگ سلول  يدر ا 

داز يسك ـت پرا ين فعال يشتريسه ب ي مراحل مقا  يمقاوم در تمام  

 ـانگر ا يه ب كدادند    نسبت به رقم حساس نشان     را ن مطلـب   ي

  هيــ نقــش مهــم را در دفــاع عليــكداز يسكــه پراكــاســت 

 B. oryzae Shoem.  ـا.نـد كي م ـيبـاز  افتـه  يج بـا  ين نتـا ي

 Chattopadhyay and)( مطابقـت دارد   و بـرا يچاتوپادها

Bera 1997.   

  

ــ ــ بيبررس ــارچ  AOSان ژن  ي ــا ق ــرنج ب ــل ب   در تعام
 B. oryzae Shoem.  

AOS د توسـط   ي اس ـ يك در سنتز جاسمون   يديلكم  ي آنز كي

ول ك ـ موليـك  است و به عنوان  octadecanoic acidر يمس

اهـان  ي در گيي القـا يكستماتيجاد مقاومت سي ايگنال برا يس

 ـان اي بين بررسيدر ا.  (Ahn 2008)ندك يعمل م ن ژن در ي
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زمان با ورود قارچ به فـاز       ه هم ك ي ساعت پس از آلودگ    ۲۴

 JA وابـسته بـه   ي دفـاع يرهاي و فعال شدن مسيروتروفكن

ن ژن در ي ـل بـودن ا   ي ـد دخ ي ـه مو ك ـد  يثر رس كاست به حدا  

ر بـه   ين مـس  ي ـد و فعال نمودن ا    ي اس يكر سنتز جاسمون  يمس

. اسـت .B. oryzae Shoem  قـارچ منظـور مقابلـه بـرنج بـا     

 ـ بچنين  هم  ـان اي  پـس از  ۷۲هـا در سـاعت   ن ژن در بـرگ ي

 ـان بـا نفـوذ ثانو     زم ـه هـم  ك ـ يزن هيما جـاد  يهـا و ا    في ـه ه ي

ش نمـود و  ي شروع بـه افـزا   د است مجدداً  ي جد يها يآلودگ

ژن .  ادامـه داشـت    ي پس ازآلـودگ   ۹۶ش تا ساعت    ين افزا يا

AOS  ار و جـو  ي، اسفناج، خ يس، گوجه فرنگ  يدوبسي در آراب

 ـ  ي اس يكها، جاسمون له زخم يشناخته شده و به وس     لن يد و ات

 ـ ب يـك حر در بـرنج ت    .شـود ي م يكتحر  ـان ا ي  ـ   ي  ين ژن در پ

ــودگ ــا يآلـ ــده اســـت  M. grisea  بـ ــزارش شـ   گـ

( Portieles et al.  2006) . ن ژن در يان ايبالا بودن سطح ب

 يرقم مقاوم خزر نسبت بـه رقـم حـساس طـارم در تمـام              

دهنـده نقـش   ز نـشان ي ـن مطالعه ن  ي در ا  يساعات موردبررس 

  .ست ا .B. oryzae Shoemه قارچين ژن در دفاع عليفعال ا
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