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 چكيده

رونـد.   ت كشاورزي بـه شـمار مـي   هاي بزرگ در توليد محصولا هاي گياهي يكي از محدوديت بيماري
هـاي بـرنج    از جملـه بيمـاري   Acidovorax avenae subsp. avenaeاي باكتريايي برنج با عامـل   قهوه ينوار

كند. گياهـان همـواره    اي ايجاد مي ها نوارهاي آبسوخته و قهوه است كه در خزانه روي برگ و غلاف گياهچه
هـاي مقاومـت    اين ميـان ژن  اند. در هاي دفاعي مختلفي كسب كرده براي مقابله با آفات و بيمارگرها مكانيسم

زايي نقش مهمي در تعامـل بـرنج بـا عوامـل      هاي در ارتباط با بيماري )، از جمله پروتئينR genesگياه برنج (
 در دو رقـم  PALو  PR2زايـي   مـرتبط بـا بيمـاري     هاي ژننقش بررسي مطالعه  از اين زا دارند. هدف بيماري

اي بـا اسـتفاده از    قهـوه  يبـاكتري عامـل نـوار    زاي بيمـاري يه طارم محلي و ساحل در طي تيمار با جدا برنج
هاي تلقيح شده با سوسپانسيون بـاكتري   . نمونه برداري از برگاست Quantitative Real-time PCRتكنيك 
مكمل ساخته شـد. بيـان    DNAكل استخراج و  RNAها  هاي زماني مختلف صورت گرفت. از نمونه در بازه

و  PR2هاي  حاصل از اين پژوهش نشان داد كه بيان ژنآماري بي قرار گرفت. نتايج هاي هدف مورد ارزيا ژن
PAL افـزايش   زني به شكل معنـي داري  هطارم محلي پس از ماي در رقم مقاوم ساحل نسبت به رقم حساس

مل يافت. افزايش نرخ بيان دو ژن مورد بررسي، حاكي از نقش اين دو ژن در مقاومت گياه برنج به باكتري عا
 باشد.   اي مي قهوه يبيماري نوار

 .Real-Time PCR مقاومت، بيان ژن، برنج،، RNA :كليدي واژه هاي
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 مقدمه
 Oryza) از جنس .Oryza sativa Lبرنج (

مي  Poaceaeاز خانواده  Oryzeaeمتعلق به قبيله 
از . (Van Nguyen and Ferrero, 2004) باشد

ي، يك نظر مورفولوژيكي برنج گياهي است علف
و  يستاده، داراي ريشه افشان، سطحي، قوياساله، 

برنج غذاي اصلي حدود . باشد به رنگ سفيد مي
كه  باشد  ميليارد نفر از جمعيت جهان مي 5/2

و  درصد از انرژي مورد نياز روزانه 20حدود 
را تامين مي مردم دنيا درصد از  15پروتئين 

 بر اساس گزارش.  (Ghamar et al., 2013)كند
) ميزان FAOسازمان خوار و بار كشاورزي (

، 2012سطح زيركشت برنج در جهان در سال 
ميليون هكتار بيش  30ميليون هكتار، يعني  7/193

 . باشد از كل مساحت كشور ايران مي
P1Fاي باكتريايي قهوه يبيماري نوار

1
P  برنج كه

شود، در  ي شدن باكتريايي هم ناميده مينوار
هاي مرتفع، همچنين در  ينهاي تالابي و زم خزانه
 يهاي نشاء نيز رخ مي دهد. علائم نوار جعبه
 Acidovoraxاي باكتريايي توسط باكتري  هقهو

avenae subsp. avenae  و توسط بذر ايجاد
هاي آبسوخته  علائم شامل نوارشود.  منتقل مي
برگ است كه در ادامه هاي  ها و غلاف روي برگ

ها نوارها در  ي برگآيد. رو اي در مي به رنگ قهوه
طول رگبرگ اصلي يا در  ها يا در بين رگبرگ

 ,Sharifnabi(شوند ها تشكيل مي حاشيه برگ

  1mm × 1cmها تا  ها يا لكه اندازه نوار .)2010

                                                             
1-  Bacterial brown stripe 

ممكن است به هم متصل شوند  است، اما اين ها
ل تري تشكيل دهند. عام تر و طويل هاي پهن و لكه

 هاي جوان و باز برگتواند به  بيماري همچنين مي
ها شود، كه  شده حمله كند و باعث پوسيدگي آن

اين ممكن است منجر به توقف رشد يا مرگ 
 گياهچه شود.

تمام گياهان داراي سازوكارهاي دفاعي 
هستند و مقاومت به بيماري استثنا نيست، بلكه 
يك قاعده است. بيمارگرهاي باكتريايي در برخي 

ايجاد بيماري از گياهان، تحت شرايط خاص 
هاي جديد زيست شناسي مولكولي  كنند. روش مي

سعي در شناخت سازوكارهايي دارند كه همكنش 
كنند. بسياري از  گياه را كنترل مي-بيمارگر
باكتري اختصاصي عمل  -هاي گياه همكنش

كنند. اين اختصاصي بودن به تشخيص مولكول  مي
هاي دو ميكروارگانيسم در سطح سلولي بستگي 

دهد  واهد زيادي وجود دارد كه نشان مي. شدارد
هاي تشخيص  گياه شامل فرايند-اكتريهمكنش ب

به  است.  مولكولي بين گياه و بيمارگر باكتريايي 
در گوجه فرنگي كه  Ptoعنوان مثال، ژن مقاومت 

باعث مقاومت گياه در برابر باكتري 
Psudomonas syringae pv. Syringae شود،  مي

ناز سيتوپلاسمي را رمزگذاري يك پروتئين كي
رسد به طور مستقيم با  كند كه به نظر مي مي

كه توسط باكتري مستقيما وارد  avr Ptoپروتئين 
كند  ميگردد، واكنش  سيتوپلاسم گياه مي

)Agrios, 2005(.  تبادل ممتد اطلاعات بين گياه و
كند كه آيا همكنش منجر به  باكتري مشحص مي
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يجاد مقاومت گياه نقش شود يا در ا بيماري مي
گياهان بيمارگر را تشخيص داده و تركيبات دارد. 

كنند. بيمارگرها نيز  شيميايي دفاعي توليد مي
گياهان ميزبان را شناسايي كرده و سازوكارهايي را 

برند تا بر سازوكارهاي دفاعي ميزبان  به كار مي
هاي مشتق  غلبه كنند. در طول همكنش مولوكول

هايي عمل كرده كه  عنوان سيگنال شده از گياه به
كنند. محصولات  هاي باكتري را القا مي بيان ژن

هاي گياهي  ها نيز تغييراتي در بيان ژن ناين ژ
كنند كه در نهايت باعث تغييرات  ايجاد مي

شود. اين نوع همكنش  متابوليكي در گياهان مي
در اكثر  ظر از سازگار يا ناسازگار بودنصرف ن
شود  ه و باكتري مشاهده ميهاي گيا همكنش

)Vidhyasekaran, 2002( .هاي گياهان  واكنش
به حمله بيمارگرها پيچيده است و شامل تحريك 

هاي متنوعي را كد  هاي بسياري كه پروتئين ژن
 .)Jwa et al., 2006( باشند مي ،كنندمي

2Fسرتاسري  شده القاء مقاومت

1)SARو ( 

3Fالقايي سيستميك مقاومت

2)ISR(  هاي ممكانيس 

 با تحريك گياه دنبال به كه هستند گياه دفاعي

 القا گياه در ديگر، القايي عوامل يا بيمارگر

اين پاسخ دفاعي به صورت موضعي در  .شوند مي
حمله پاتوژن قرار گرفته است و  محلي كه مورد

هاي  همچنين به صورت سيستميك در بخش
دورتر غير آلوده گياهي كه مورد حمله پاتوژن 

 Zhang and( گرفته است القا مي شودقرار 

Klessig, 1997(.  فنيل آلانين آمونيالياز)PAL( ،

                                                             
1- systemic acquired resistance 
2- induced systemic resistance 

4Fترانس سيناميك اسيد

هيدروكسي -2را ابتدا به  3
5Fسيناميك اسيد

6Fو يا بنزوئيك اسيد 4

و در نهايت  5
كند. ساليسيليك  به ساليسيليك اسيد تبديل مي

  SARاسيد باعث فعال شدن مسير
هاي  ژن  (Wildermuth et al., 2001).شود مي

PR1  وPR2  به طور عمده از مسيرSAR  فعال
 دفاع كنار در. )Agrios, 2005( شوند مي

 شركت گياهان مقاومت در SAR ساختماني،

 تدارك بقا براي را امتياز انتخابي يك و كند مي

 دفاعي پاسخ اين (Sticher et al., 1997). بيند مي

 و يكيتغييرات سيتولوژ شامل شونده القا

 از كه سيگنال توليد و به باشد مي بيوشيميايي

 .دارد بستگي شود مي منتقل گياه ديگر هاي قسمت
 نوع و گياه به  SAR ايجاد براي نياز مورد زمان

 نيز حفاظت دارد. ميزان بستگي كننده القا ارگانيسم

 به اوليه و آلودگي براي استفاده مورد ارگانيسم به

 .دارد بستگي شده توليد نكروز اندازه روي ويژه
-لپه اي دو هم و ها لپه اي تك در هم SARفرايند 

 بيان به اغلب SAR شروع شود. مي القا ها

P7F(PR)  هاي پروتئين

6
P  شود. منتهي مي 

 ) نوعيISR(  القاي سراسري مقاومت

،  سودوموناس اثر در كه است مقاومت
زا، و همزيستي گياهان  بيماري غير رايزوباكترهاي

 Piriformosporaچ هاي همزيست نظير با قار

indica   عليه سراسري و حفاظت شود مي القا 

كند  مي ايجاد ها ويروس و ها باكتري ها، قارچ
)Vleesschauwer et al., 2008(. موارد اكثر در 

                                                             
3  - Trans-cinnamic acid 
4  -  2- hydroxycinnamic acid 
5  - Benzoic acid 
6 -  pathogenesis-related protein 
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 ساليسيليك تجمع و توليد از مستقل ISR پديده

 به وابسته دفاعي هاي پاسخ نيازمند و اسيد

 Vleesschauwer( است و اتيلن اسيد جاسمونيك

et al., 2008(. 8ژناز پروتئين ليپوكسيF

، لينولئيك 1
9Fاسيد

 Vickكند ( را به جاسمونيك اسيد تبديل مي 2

and Zimmerman, 1983 و به نوعي در مسير ،(
 نقش دارد.  (ISR)مقاومت سيستميك القايي 

  .نيست مشخص كاملا ISR دقيق مكانيسم
 PR (Pathogenesis related(كلمه 

proteins هاي القا شده  شامل مجموعه پروتئين
هاست كه عموما به طور تركيبي  توسط ميكروب

يابند. اين  ها افزايش مي در اغلب آلودگي
ها ابتدا در واكنش فوق حساسيت  پروتئين

به وسيله دو گروه  TMVهاي توتون به  برگ
ناميده   b-proteinمستقل شناسايي و در ابتدا 

 ,Gianinazzi et al, 1970; Vanloonشدند (

ها تنها در  شد كه اين پروتيئن تصور مي). 1985
مقاومت گياهان در واكنش فوق حساسيت به 

هاي ويروسي، باكتريايي و قارچي معمول  پاتوژن
شوند. اما بعدها مشخص شد كه اين  بيان مي
شوند و حتي  ها تنها در مقاومت القا نمي پروتئين

گياه و پاتوژن و حتي در مقابل در تعامل سازگار 
 Van( شوند بيان مي نيز فاكتورهاي غير زنده

Loon, 1985(. گياهان مقاوم كه در  توان گفت مي
از زمان  شوند. مي ميزان بيشتر توليدتر و به  سريع

در گياهان  1970ها در سال PRكشف اولين 
خانواده از آنها  17تاكنون TMV توتون آلوده به 

ي آمينواسيدي، روابط سرولوژيكي و بر اساس توال

                                                             
1 Lipoxygenase 
2 linoleic acid 

فعاليت هاي بيولوژيكي و آنزيمي شناخته شده 
 .)Van Loon et al, 2006(است 

  هاي ن مطالعه با هدف بررسي نقش ژناي
PR2 دخيل در القاي مقاومت P10F

3
P   وPALP11F

4
P  در تعامل

دو رقم حساس (طارم محلي) و مقاوم (ساحل) 
 A. Avenae subsp. Avenae گياه برنج با باكتري

 تواند مي ج حاصل از اين پژوهشنتاي .انجام شد
مقاوم به عامل  در توليد گياهان برنج تراريخته

 سودمند باشد.  اي برنج  بيماري نوار قهوه
 

 ها مواد و روش
باكتري عامل بيماري، جدا شده از 

قهوه  يهاي برنج مشكوك به علائم نوار گياهچه
مطالعه در  ، موردستان نكااي از شاليزارهاي شهر

آزمايشگاه باكتري شناسي دانشگاه علوم 
 دريافت شد. ،كشاورزي و منابع طبيعي ساري

 معاونتهاي برنج مورد نظر از بذور لاين
آوري ، آمل) جمعن(مازندرا كشورتحقيقات برنج 

و جهت انجام پژوهش به آزمايشگاه منتقل شدند. 
 نجهت استريل نمودن بذور از محلول كربوكسي

 شد استفاده هزار در 2به نسبت م تيرا -
(Hashemi et al, 2013) .ديش بذور درون پتري

و به اتاقك  پخشكاغذ صافي مرطوب  حاوي
 كشت با رطوبت نسبي نود درصد و دماي بيست

. پنج روز شدندهشت درجه سلسيوس منتقل  و
و براي كاشت  هخوبي جوانه زد بذرها به بعد

درون هر  بذرعدد  . حداكثر بيستآماده شدند
 ها گياهچهگلدان حاوي خاك استريل كاشته شد. 

                                                             
3 - β-glucanases 
4 - pehnylalanineammonia-lyase 
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درجه  30-35دمايي  با محدوده در شرايط گلخانه
 8ساعت روشنايي و  16دوره تناوبي  سلسيوس و

 در شرايط غرقابي نگهداري شدندساعت تاريكي 
(Hashemi et al, 2013). 

در اين تحقيق پس از انجام آزمون 
مقاومت، دو رقم غربالگري و بررسي سطوح 

عنوان ارقام انتخابي براي  و ساحل به محلي طارم
سوسپانسيوني هاي مولكولي استفاده شد.  بررسي

10Pاز باكتري تازه كشت شده با غلظت 

7
P  سلول در

، محاسبه شده با دستگاه هر ميلي ليتر
نانومتر)، تهيه و  600اسپكتوفتومتر (در طول موج 

گياهچه  4لدان . در هر گبه گياهچه ها تزريق شد
توسط سرنگ استريل حاوي سوسپانسيون باكتري 

ها با نايلون مرطوب پوشيده  تلقيح و روي گلدان
 گياهان در شرايط گلخانه نگهداري شدند.شد. 

در زمان هاي  تيمار شدهنمونه برداري از گياهان 
ساعت پس از  96و  72، 48، 24صفر (شاهد)، 

 انجام آلودگي شد.
هاي نگهداري شده مونهاز ن RNAاستخراج 

درجه سلسيوس با استفاده از بافر  -80در فريزر 
RNX-Plus   (شركت سيناژن) طبق دستور العمل

ژنومي  DNAمربوطه انجام شد. به منظور زدودن 
-DNase I, RNase از كيت RNAاز نمونه هاي 

free  ساخت شركتFermentas  طبق
 دستورالعمل شركت سازنده استفاده شد.

در  درصد 1 ها با استفاده از ژل آگارزنمونه
 TBE )40 mM Tris acetate 1 mMبافر 

EDTA 1X(  ند. پنج ميكروليتر از شدبررسي
RNA  ميكروليتر رنگ  دواستخراج شده به همراه

زايلن سيانول اف اف  ميلي گرم، 25(برم فنل بلو
ميلي ليتر و آب  3,3گليسرول  ميلي گرم، 25

هاي ژل يتر) به چاهك ميلي ل 6,7دوبار تقطير 
در ولتاژ  TBEانتقال داده و الكتروفورز در بافر 

ژل در اتيديوم  ساعت انجام شد. 5/1به مدت  80
)  به مدت پانزده دقيقه µg /mL ./5برومايد (

دستگاه ژل خوان كداك  UVنور با و رنگ آميزي 
(GEL LOGIC 200) برداري شداز آن عكس. 

 AccuPowerRبا استفاده از  cDNAسنتز 

CycleScript RT PreMix (dN6) kit   و
كل  RNAاساس دستورالعمل، از محتوي بر

   استخراج شده ساخته شد. به منظور تاييد صحت 
سنتز شده، تكثير قطعه انتخابي با  cDNAعملكرد 

استفاده از آغازگرهاي رفت و برگشت اكتين و 
انجام شد.  )PCR( واكنش زنجيره اي پليمراز

بر روي ژل آگارز  PCRمحصول واكنش  ارزيابي
 صورت گرفت.  TBEدرصد در بافر  5/1

بررسي سطح بيان ژن هاي مورد مطالعه 
زني  در گياهان شاهد و مايه PALو  PR2شامل 

هاي مختلف با استفاده از تكنيك  شده در زمان
QPCR و دستگاه  StepOnePlus Real-Time 

PCR  شركتApplied biosystems انجام شد .
در  SYBR greenواكنش با استفاده از شناساگر 

با  )1مايكروليتر (جدول  15حجم نهايي 
) صورت 2ي شده (جدول آغازگرهاي طراح
به عنوان ژن خانه داري  Actinگرفت. از آغازگر 

هاي هدف استفاده  به منظور مقايسه سطح بيان ژن
شد. واكنش زنجير پليمراز شامل واسرشت سازي 

درجه سلسيوس، مرحله  94ه،  دقيق 10اوليه 
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درجه سلسيوس و  94ثانيه،   15واسرشت سازي 
درجه  60دقيقه،  1مرحله اتصال و گسترش 

 (طبق دستورالعمل شركت سازنده) سلسيوس

در  PCRهاي  تمام واكنش مرتبه تكرار بود. 40در
 تكرار انجام گرفت. 2

 
 

 .Real time PCR واكنشغلظت و مقادير حجمي مواد بكار رفته در  -1جدول 
Table 1- 5TConcentration 5T 5Tand the volume of5T 5Tmaterials5T 5Tused in 5T 5Tthe Real time PCR reactio5T5Tn 

 حجم    
  Volume 

 اجزاي واكنش
5TMaterials 

7.5 µl Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 
(2X) 

0.5 µl Forward primer (10pmol/µl) 
0.5 µl Reverse primer (10pmol/µl) 

2 µl Template cDNA(≤500ng) 
4.5 µl Water, nuclease-free 
15 µl Total volume 

 
 

 .استفاده شده در اين مطالعههاي ها و توالي آغازگرنام ژن -2جدول 
Table 2- Genes name and Primer pairs used in the present study. 

 

 طول قطعه
Length/bp 

 شماره دسترسي
2TAccession number 

 توالي آغازگر
Sequences 

 نام ژن
Genes name 

 
143 
 

XM_006662696 F: 5'-GAGTATGATGAGTCGGGTCCAG -3' 
R: 5'-ACACCAACAATCCCAAACAGAG -3' 

 
Actin 

 
200 

AK070677 
 

F: 5'-AAGATTGTTCTGAGAAGAGATCGATCGA-3' 
R: 5'-GCTACGCGAAAATAGGTCTGGTAAACTT-3' 

 
PR2 

 
 

168 
X16099 

 
F: 5'-CCGATGCGAGTTGTAACAGA -3' 
R: 5'-TGGTCAGAGACGACAGATCG -3' 

 
PAL 
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 -Real Timeحاصل از واكنش  آناليز نتايج

PCR  با فرمولP

 (ΔΔCT)–
P 2 محاسبه شد )Yuan et 

al, 2006(   . 
Δ CT= Ct P12F ژن هدف 

1
P – Ct  ژن مرجع ( براي زمان مورد

 (ارزيابي و نمونه كنترل
ΔΔ CT= Δ Ct زمان مورد ارزيابي  – Δ Ct نمونه كنترل   

 رترسيم نمودارها با استفاده از نرم افزا

Microsoft excel  از مجموعه نرم افزارهاي
Microsoft office ها به  و تحليل آماري داده

 انجام شد. SPSS statistics 22وسيله نرم افزار 
 

 نتايج
در اين بررسي پس از انجام تست هاي اوليه 

و بررسي توسعه باكتري در گياه  سطوح حساسيت
حل دو رقم طارم محلي و سا ،در بين ارقام موجود

به ترتيب به عنوان ارقام حساس و مقاوم برگزيده 
پس از استخراج  (داده هاي منتشر نشده).  شدند
RNA  از نمونه ها و ساختcDNA بررسي ،

اني بازه زم 5در  PR10و  PR2 هاي ژن سطح بيان
 Quantitative Realتوسط تكنيك مختلف، 

Time-PCR از فرمول  با بهره گيريP

 (ΔΔCT)–
P 2 

 . دش محاسبه 
منظور بررسي كيفيت به  RNAنمونه هاي 

درصد بارگذاري  1ز استخراج روي ژل آگار
به دليل  rRNAشدند. باندهاي مربوط به قطعات 

به خوبي هاي متعدد، روي ژل  نسخه وجود
 ). 1تشكيل شد. (شكل

                                                             
1 Threshold cycle 

نمونه ها به وسيله   cDNAپس از سنتز 
P13Fداري ژن خانه آغازگر

2
P Actin واكنش  به وسيله

 5/1پليمراز تكثير و بروي ژل آگارز  زنجيره
 ).2درصد مورد تاييد قرار گرفت ( شكل 

در دو رقم مورد  PR2الگوي بيان ژن 
مطالعه در طي بازه هاي زماني مورد بررسي روند 

بطوري كه در رقم مقاوم 7T. متفاوتي را نشان داد
هاي زماني  طي بازه ساحل اوج بيان ژن هدف

س از تلقيح بيش از پ 24در ساعت  مورد ارزيابي،
هاي  . آزمون تي نمونهبرابر زمان صفر بود 6

7T8TTwo Independent Samples t Testمستقل ( 7T8T( 
بين  %1در سطح احتمال  نيز تفاوت معني داري

نرخ بيان اين ژن در دو رقم را در اين بازه زماني 
در  ،در ادامه 7TP) value <0.01.(7Tنشان داد

ن مذكور بعدي پس از تلقيح بيان ژ هاي تساع
نرخ بيان اين ژن در رقم . روند نزولي را طي كرد

پس از تلقيح به  96تا  48ساحل در ساعات 
برابر نسبت به نمونه  7/1و  7/2، 2/3ترتيب 

در حالي كه بيشنه بيان اين ژن در رقم . شاهد بود
 6پس از تلقيح كمتر از  96طارم محلي در ساعت 

در رقم  نرخ بيان اين ژن. 7Tبرابر زمان صفر بود
پس از تلقيح به  72تا  24طارم محلي در ساعت 

برابر نسبت به نمونه  4/3، و 3/2،  2/1 ترتيب
 ).3(شكل 7T شاهد بود

در دو رقم طارم محلي  PALالگوي بيان ژن 
و ساحل روند مشابه اي را دنبال كرد. به طوري 

در هر دو رقم مورد  7TPALكه بيشينه بيان ژن 

                                                             
2 Housekeeping gene 



 )1394، زمستان 4، شماره 7مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

۷۴ 
 

تلفيح باكتري پس از  7T 96مطالعه تا ساعت
A.avenae subsp. avenae ها سير  به گياهچه

صعودي را دنبال كرد. در اين ساعت نرخ بيان ژن 
 PAL 7/2در رقم طارم محلي و ساحل به ترتيب 

برابر نسبت به زمان صفر (قبل از تلقيح)  5/8و 
بود. در تمام ساعت مورد ارزيابي نرخ بيان ژن 

PAL بيشتر از  يبه طور معني دار در رقم ساحل
 P value <0.05 , P value)رقم طارم محلي بود

در رقم ساحل در  PALسطح بيان ژن  . (0.01>
، 1/3پس از آلودگي به ترتيب  72تا  24ساعات 

برابر نسبت به نمونه شاهد بود. سطح  7و  6/4
بيان اين ژن در رقم محلي طارم در همين بازه 

سبت به برابر ن 3/2و  9/1، 4/1زماني به ترتيب 
 .)4(شكل نمونه شاهد بود

 بحث

 در مقاومت گياهان  PR2هاي  نقش پروتئين
) PR-2 )3Tβ-glucanases3Tهاي  پروتئين

-دهند. بتا گلوكانازي نشان مي-3و1-فعاليت بتا
P14Fگلوكاناز -3و1

1
Pبتا 3و1-(گلوكان اندو-

–بتا -3و1هاي  گلوكوزيداز) باعث شكستن واحد

P15Fگلوكوزيدي-دي

2
P شود. ها مي گلوكان-3و1-در بتا 

هاي گياهي وجود دارد و در  اين تركيب در بافت
تشكيل كالوز و در زوائد مويي ساقه و برگ، 

ها و  تارهاي كشنده ريشه، دانه گرده، تخمك
هاي پارانشيمي زخم نقش دارد  سلول

)Vidhyasekaran, 2002( .ها  وزن مولكولي آن
 Van(ست كيلو دالتون ا 36تا  33در حدود 

Loon et al, 2006(.  3اولين نقشي كهTβ-

                                                             
1  β-1,3-glucanase 
2  1-3- beta-D-glucoside 

glucanases3T كند  گياه ايفا مي-در تعامل باكتري
مربوط به متلاشي و تجزيه نمودن ديواره سلولي 

باشد كه اين خود به مرگ بيمارگر  بيمارگر مي
انجامد. پخش شدن قطعات ديواره سلولي  مي

حاصل از متلاشي شدن باكتري به عنوان اليسيتور 
نمايد  ل نموده و سيستم دفاعي گياه را فعال ميعم
)Vidhyasekaran, 2002( در تحقيقات، خاصيت .

هاي اين گروه به همراه گروه  سينرژيستي پروتئين
PR3  اثبات شده است)Stintzi, 1993( در .

نشان داده شد كه در بعضي  تحقيقات تكميلي
هاي  موارد اين پروتئين در آزاد كردن مولكول

ر گياهي از جمله تركيبات فنولي، اليسيتو
ها نقش دارد و افزايش    PRها و ساير  فيتوالكسين

مقاومت به علت عمل مستقيم اين پروتئين 
در مطالعه  .)Vidhyasekaran, 2002(باشد  نمي

در رقم حساس طارم  7TPR2پيش رو، نرخ بيان ژن 
هاي  محلي مطابق با مطالعات پيشين در ساعت

ر متناوب افزايش يافته پس از آلودگي به طو
اما الگوي بيان اين ژن در رقم مقاوم ساحل . است

متفاوت بوده و سطح بيان آن در ساعات اوليه پس 
به طور معني داري  Aaa 7Tاز تلقيح با باكتري 

هاي  بيشتر از رقم طارم محلي بوده است و در بازه
بعدي تجمع سطح رونوشت هاي اين ژن كاهش 

 .)3يافت (شكل 
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به خوبي از هم  rRNAقطعات  .درصد 1آگارز  لبر روي ژ RNAهاي بررسي كيفيت نمونه -1ل شك

 تفكيك شدند. 
Figure 1- RNA analysis on 1% agarose gel.  Different fragments of rRNA bands 
separated in gel. 
 

 
بررسي در ژل آگارز براي ده نمونه مورد  Actinبا آغازگر  PCRحاصل از  cDNAكيفيت  -2شكل 

 ساخته شده مي باشد.  cDNAدرصد. تشكيل باند مورد انتظار نشانه تكثير قطعه هدف و كيفيت  5/1
Figure 2- quality of ten synthesized cDNA samples using by Actin primer on 1.5% 
agarose gel. Formations of expected bands show the quality of synthesized cDNA. 
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 .درپنج بازه زماني مختلف Aaaهاي برنج آلوده شده به باكتري  در گياهچه PR2نرخ بيان ژن  -3شكل

ns  وR**R به ترتيب غير معني دار و معني دار در سطح احتمال يك درصد. 
Figure 3- Expression rate of PR2 gene in rice seedlings inoculated with Aaa at 5 different 

time course. (2Tnon 2T8T- 2T8Tsignificant 2T =ns, P<0.05=*). 
 

 
 ماني مختلف.درپنج بازه ز Aaaهاي برنج آلوده شده به باكتري  در گياهچه PALنرخ بيان ژن  -4شكل

R*R  وR**R به ترتيب  معني دار در سطح احتمال پنج و يك درصد. 
Figure 4- Expressionn rate of PAL gene in rice seedlings inoculated with Aaa at 5 
different time cous. (P<0.01=**, P<0.05=*). 



 1394و همكاران،  حيدري نژاد

۷۷ 
 

 به نظر مي رسد اين نتايج، اهميت بيان ژن
PR2  كارآيي در ساعات ابتدايي پس از تلقيح و

دهد. به خوبي روشن  نشان مي آن را در مقاومت
است القاي به موقع  اين ژن با متلاشي نمودن 

ل اوليه استقرار و ديواره سلولي باكتري در مراح
 نفوذ،  در مقاومت رقم ساحل نقش بسزايي دارد.

بيان بالاي اين ژن در برابر بيمارگرهاي باكتريايي 
و قارچي در بررسي هاي گذشته نيز به اثبات 

 . (Sharp et al., 1984) رسيده است
نيز افزايش بيان اين ژن را در برابر اخيرا 

 Xanthomonasباكتري عامل بلايت برگي برنج

oryzae)( ) در برنج بررسي شده استNisha et 

al., 2012; Hou et al., 2012 .( 2011در سال 
نيز در بررسي نقش اين ژن در تعامل با شانكر 

عماني  مركبات به افزايش اين ژن در گياه ليمو
 ,.Sharifi et alآلوده به شانكر پي برده شد. (

2011(. 
 

 گياهاندر مقاومت  PALهاي  نقش پروتئين
فرايند دي آميني شدن فنيل آلانين آمونيالياز 

سيناميك –فينيل آلانين به ترانس -و تبديل ال
اسيد را كاتاليز مي كند. اين تبديل ، اولين مرحله 
مسير فنيل پروپانوئيد مي باشد كه پيش سازهاي 
مواد فنولي ، ليگنين و فيتوآلكسين ها را فراهم مي 

مشخص شده  .)Vidhyasekaran, 2002(كند
مبناي  PALژن  mRNAاست كه افزايش مقدار 

فنيل افزايش فعاليت آن مي باشد. عدم فعاليت ژن 
كه براي سنتز ساليسيليك اسيد  آلانين آمونيالياز

. مي شود SARمورد نياز است منجر به كاهش 
PAL  در مسير بيوسنتز ساليسليك اسيد و ديگر

كيب و يك تر تركيبات وابسته دفاعي دخيل است
اي ه ي سيگنال دهي براي فعال نمودن ژنكليد

هاي رسپتور  ها، پروتئين وابسته دفاعي، كاتاليزكننده
گياهان تراريخت  مانند و فاكتور رونويسي است.

باشد،  ها كم مي در آن PALتوتون كه فعاليت 
ليگنين كمتري در ديواره داشته و در مقايسه با 

ه تهاجم ون ، نسبت بگياهان دستكاري نشده توت
نقش   PALباشند. بنابراين  تر مي بيمارگر حساس

 Stotzet( گياه به بيماري دارد  مقاومت مهمي در

al., 2009(.  
مطالعات گذشته حضور يك خانواده 

نشان  را در برنج PALهاي كدكننده كوچك ژن
از برنج جداشده كه  PALژن  3دادند، امروزه 

GP-GP-1 ,GP-28 ,ZB8 شوند ناميده مي
)Agrawal et al., 2001.(  بيان ژنOsPAL  در

 A.avenaeناسازگار باكتري  ايزولهاثر تلقيح 

subsp. avenae ساعت  6هاي برنج تا  به گياهچه
يابد   پس از آلودگي به صورت متناوب افزايش مي

يح قتي كه سطح بيان اين ژن در اثر تلدر صو
سازگاري از اين باكتري (برهمكنش  ايزوله

ساعت پس از آلودگي روند تقريبا  6تا سازگار) 
 .)Tanaka et al., 2003( دهد. ثابتي را نشان مي

، سياري و همكاران )2009(طاهري و طريقي 
را در تعامل گياه برنج  PALنقش مثبت ) 2014(

را بررسي و تاييد  Rhizoctonia solaniبه قارچ 
نيز به افزايش  در تحقيقات اخير همچنين .كردند
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 Phytophthoraدر پاسخ به قارچ    PALبيان ژن

parasitica  و زخم مكانيكي  در پونسيروس پي
نرخ بيان اين ژن  .)Bova et al., 2011برده شد (

در آخرين بازه مورد ارزيابي در رقم مقاوم ساحل 
  ).4(شكل  برابر در نمونه شاهد بود 8بيش از 

هاي  نتايج حاصل از اين پژوهش نيز نقش ژن
PAL مقاومت گياه برنج به باكتري  را در

A.avenae subsp. avenae .را نشان مي دهد 
 

 نتيجه گيري
هاي مورد بررسي در اين پژوهش  بيان ژن

در رقم مقاوم ساحل نسبت به رقم طارم محلي در 
تر و به  زمان پاسخ و همچنين سطح بيان سريع

مقدار قابل توجهي بيشتر بود. اگرچه برخي از 
زايي به طور  ارتباط با بيماريهاي در  پروتئين

هاي گياه بيان  طبيعي به مقدار اندكي در بافت
ها پس از عفونت  شوند، ولي افزايش بيان آن مي

هاي محيطي به ميزان  زا و يا تنش با عامل بيماري
يابد كه خود دليل محكمي بر  زيادي افزايش مي
ها در پاسخ و مقاومت به  نقش اين پروتئين

P16Fنشاء زندههايي با م آسيب

1
P و غير زندهP17F

2
P باشد.  مي

مهندسي ژنتيك همواره سعي بر دستيابي به 
هاي مطلوب مقاومت  گياهاني دارد كه حاوي ژن

جايي كه  ها هستند. از آن به آفات و بيماري
ها و خطرات  استفاده از سموم شيميايي محدوديت

P18Fخاص خود را دارد، استفاده از گياهان تراريخت

3
P 

ش كيفيت و كميت محصول، و كاهش هزينه، افزاي

                                                             
1 Biotic factors 
2 Abiotic factors 
3  Transgenic plants  

كاهش صدمات وارده به منابع زيستي را به دنبال 
دارد. اميد است نتايج حاصل اين پژوهش و 

هاي دخيل در  تحقيقات تكميلي در شناسايي ژن
مقاومت گياهان برنج به باكتري عامل بيماري نوار 

P19F4 فوق بيان اي، هقهو
P ها در ارقام حساس و ساير  آن
گياهان مطلوب تراريخت موثر گياهان در توليد 

 باشد.

                                                             
4 Overexpression 
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Abstract 
5TPlant diseases5T 5Tare one of5T 5Tthe major 5T constraints 5Tof agricultural productions5T. Rice 5Tbacterial 5T 

5Tbrown5T 5Tstripe, 5T 5Tcaused by5T 5TAcidovorax avenae subsp.5T 5Tavenae5T is recognized by producing 5Twater-
soaked and brown stripes on leaves5T 5Tand5T 5Tsheaths5T 5Tof rice5T 5Tseedlings in nursery. Plants have 
several acquired 5T 5Tdefense mechanisms 5T 5Tto deal with5T 5Tpests and5T 5Tpathogens5T. 5TThe5T 5Trice plant 5T 
5Tresistance genes5T 5T(R genes), 5T 5Tsuch as5T 5Tpathogenesis related proteins play5T 5Tan important role5T 5Tin 
rice-pathogen interactions. 5T 5TThis5T 5Tresearch aimed to 5T 5Tstudy the role of5T 5TPR25T 5Tand5T 5TPAL 
pathogenesis related genes5T 5Tin local5T 5TTarom and Sahel Rice cultivars5T 5Tinoculated with an 
incompatible strain of bacterial5T 5Tbrown5T 5Tstripe5T 5Tusing the Quantitative Real-time PCR5T 5Ttechnique5T. 5T 
Sampling of5T 5Tleaves5T 5Tinoculated with5T 5Tbacterial suspensions5T 5Twas performed 5T 5Tat 5T 5Tdifferent time 
courses5T. 5TTotal5T 5TRNA5T 5Textracted from samples then5T 5Tcomplementary5T 5TDNA (cDNA) synthesized 
5Tand target genes expression level were evaluated. 5TThe results of this5T 5Tstudy showed that the5T 
5Texpression level of5T 5TPR25T 5Tand5T 5TPAL genes has greatly increased in Sahel5T 5Tresistant 5T 5Tcultivar 5T 5Tin 
comparison to Tarom susceptible cultivar. Increased expression level of the aforesaid genes, 
proves the role of these genes in resistance of rice plants against bacterial brown stripe 
disease. 
Key words: RNA, Rice, Gene expression, Resistance, Real-Time PCR. 
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