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 چكيده
اراضي زراعي قابل كشت را به خود باشد كه سطح وسيعي از ترين گياهان زراعي دنيا ميبرنج از مهم

يكي از قارچ هاي بيماريزا است كه خسارت عمده اي به  Rhizoctonia solani اختصاص داده است.
اين قارچ، برنج را مورد حمله قرار AG1-1A محصولات مختلف زراعي وارد مي سازد. زيرگروه آناستوموزي 

د. اين بيماري به عنوان يكي از مهمترين بيماري هاي داده و باعث ايجاد بيماري سوختگي غلاف برنج مي شو
توسط مصرف بي رويه  يبه دليل آلودگيهاي زيست محيط .قارچي در مناطق برنجكاري دنيا شناخته شده است

آفت كش ها جهت كنترل اين بيماري از يك سو و مقاومت پاتوژن به اين مواد شيميايي از سويي ديگر، 
جهت مقابله با اين بيماري  ضروري به نظر  وش و يا روش هاي جديد و متفاوتمطالعه مستمر براي ارايه ر

مي توان در اين راستا استفاده كرد. را منابع ژنتيكي با ارزشي هستند  هاي مقاومت در گياهان كه مي رسد. ژن
آناليز بررسي هاي مولكولي جهت رديابي ميزان بيان ژن هاي فوق بسيار با ارزش است. اين تحقيق با هدف 

عامل سوختگي غلاف انجام شد.  Rhizoctonia solaniدر مقابل با قارچ  بينام و خزرمولكولي دو رقم برنج 
طول لكه هاي حاصل از تلقيح پاتوژن در رقم خزر به طور تقريبي دو برابر رقم بينام بود. در نتيجه رقم بينام 

در مقابل بيماري سوختگي غلاف انتخاب شد. به عنوان ژنوتيپ مقاوم و رقم خزر به عنوان ژنوتيپ حساس 
جهت تعيين نيم رخ ژنهاي دخيل در مقاومت از برگ هاي گياهچه هاي دو هفته اي  در ساعات مختلف پس 

بررسي شد.  Real time Q-PCRاز تلقيح نمونه برداري شد. پروفايل ژن هاي مورد آزمايش توسط تكنيك 
  NH-1و PR-5 ،Proxidase ،PR-10 ،Defensin ،Thioninژن هاي نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد بيان

در رقم مقاوم بينام نسبت به رقم حساس خزر پس از مايه زني به شدت افزايش يافت. در نتيجه به نظر مي 
 نقش داشته باشند.  R. solaniرسد ژن هاي فوق در مكانيسم هاي مقاومت گياه برنج در تعامل با 

 . NH1، cDNA،Real-time Q-PCR هاي مرتبط با بيماري زايي،  بيان ژن، برنج،: ژن كليدي واژه هاي
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 مقدمه
باشد ترين گياهان زراعي دنيا ميبرنج از مهم

كه سطح وسيعي از اراضي زراعي قابل كشت را 
). Lin et al,  1995(به خود اختصاص داده است 

هاي رشد به بيماري گياه برنج در طول دوره
شود كه اهميت آنها در هر منطقه  ميمختلفي مبتلا

بستگي به نوع بيماري، ارقام برنج، محيط رشد، 
هاي زراعي و دامنه ميزباني عامل اعمال روش

  بيماري دارد. سوختگي غلاف برگ برنج با عامل
Rhizoctonia solani Kühn از  جمله بيماري-

زايي و زيان هاي قارچي است كه از نظر بيماري
 Balali et( شمال كشور اهميت دارداقتصادي در 

al., 2008.(  اين بيماري به عنوان يك عامل
بازدارنده در توسعه ارقام پرمحصول محسوب 

هاي شمالي قابل شده و خسارت بيماري در استان
 باشد. توجه مي

ناشي از مصرف  يهاي زيست محيطآلودگي
بي رويه سموم شيميايي جهت كنترل بيماري ها 

ظهور نژاد هاي مقاوم به قارچ كش از يك سو و 
ها از سويي ديگر، سبب ارايه روش هاي جديد و 

جهت مقابله با بيمارگر ها شده است.   متفاوت
مهمترين اين روش ها، مبتني بر مقاومت گياهان 

دفاع در گياهان بر اساس سدهاي مي باشد. 
هاي القايي استوار  دفاعي اوليه مختلف و پاسخ

 ).Grover and Gowthaman, 2003( است
سدهاي اوليه براي مثال شامل لايه كوتيكولي 
گياه، ديواره سلولي ميزبان و تركيبات ضد 

هاي دفاعي گياهان  اولين پاسخ باشند. ميكروبي مي
اي در غشاء  شامل باز شدن كانالهاي يوني ويژه

 هاي اكسيژن فعال ، توليد سريع گونهيپلاسماي
)AOS (مثلŌ R2 R ،H R2 RO R2 R ت و در نهاي

هاي  لاسيون پروتئينيفسفر فسفريلاسيون و د
 ,Grover and Gowthaman(باشد  خاص مي

هاي اوليه پيش نياز آغاز  . اين واكنش)2003
اندازي  راه سيگنالي بوده كه سبب  هاي شبكه
رسد  بنظر مي شود. هاي دفاعي كلي مي پاسخ
 هاي دفاعي وابسته به جاسمونيك اسيد پاسخ

)JA (هاي  ها و پاسخ كروتروفو اتيلن توسط ن
توسط ) SA( ساليسيليك اسيد وابسته به

پوشاني بين  ها فعال شود. به هرحال هم بيوتروف
هم  مسير هاي سيگنالي مختلف و گاهي اثرات

، SAبين اين مسيرهاي مختلف وابسته به  افزايي
 ,.Thomma et al( گزارش شده است JAاتيلن و 

ط با افزايش مسير دفاعي در ارتبا سه). هر 1998
هاي ژنهاي دفاعي زيادي هستند. پروتئين  نسخه

Pهاي مرتبط با بيماري زايي

4 
Pعنوان  معمولاً به

 هاي خاص ميزباني بوده كه در اكثر پروتئين
ها و  در مقابل حملات پاتوژن هاي گياهي گونه

 Van Loon et(شوند  شرايط مشابه برانگيخته مي

al., 2006.(  از زمان كشف اولينPR1970در  ها 
در گياهان توتون آلوده به ويروس موزاتيك 

خانواده از آنها بر  18تاكنون )، TMV( توتون
اساس توالي آمينواسيدي، روابط سرولوژيكي و 

شان شناخته شده  هاي بيولوژيكي و آنزيمي فعاليت
 ). Van Loon et al., 1997 and 2006( اند

  به دليل PR-5هاي متعلق به خانواده  پروتئين
پروتئين گياهي تائوماتين به داشتن توالي مشابه 

هاي شبه تائوماتين معروف هستند  پروتئين
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(Velazhahan et al., 1999) اين پروتئين ها .
تنش هاي گياهي هستند كه در  گروهي از پروتئين

 Velazhahan et)شوند  بيان مي نيز شوري هاي

al., 1998) چندين گروه از .PR-5  فعاليت موثري
ممانعت از رشد هيف،  از طريقليه قارچها ع

زدن اسپور و يا جلوگيري از توسعه لوله  جوانه
تندش در صورت جوانه زدن اسپور دارند 

(Velazhahan et al., 1998) ژن .PR-5  تاكنون
از آرابيدوپيس، ذرت، سويا، برنج، گندم، جو، 
توتون، گوجه فرنگي و بسياري گياهان ديگر جدا 

 Christensen et al., 2002  Datta etشده است (

al., 1999 ; Abad et al., 1996 ;ژن .( 
Peroxidase )POX (هاي مختلفي  در ايزوفورم

هاي فرآيندوجود داشته و در محدوده وسيعي از 
متابوليسم اكسين، بيوسنتز  نظيرفيزيولوژيكي 

هاي واسطه  اتيلن، تشكيل ليگنين، تنفس، پروسه
 ,.Barratt et alدارد (نوري، رشد و پيري نقش 

از دسته  PR-9ن هاي ي). گروه پروتئ1991
اين  .پراكسيدازهاي تشكيل دهنده ليگنين هستند

پروتيين ها با كاتاليز فرايند توليد ليگنين سبب 
تقويت ديواره سلولي گياه و در نتيجه مقاومت 

 Passardi etعليه بسياري پاتوژن ها مي شوند (

al., 2004.( ژن  42قل در برنج حداPOX 
عمل اكسيداسيون  POXشناخته شده است. ژن 

NADH  را كاتاليز مي كند. افزايش فعاليت اين
ژن در برابر پاتوژن ها در گياهان مختلف به 

 ;Farkas et al., 1966دفعات گزارش شده است (

Novacky et al., 1968; Gholamnezhad et 
al., 2015; Goudarzi et al., 2015 بدليل .(

با ريبونوكلئاز  PR-10ومولوژي توالي خانواده ه

ها تحت عنوان  PR10گياه جينسينگ، 
Ribonuclease-like-function اند  نامگذاري شده

)Midoh et al., 1996) در مطالعات .(Kim et 

al., 2001 ميزان رونوشت هاي (PR-10  در
 Magnaporthe griseaگياهان برنج تيمار شده با 

گروهي ديگر از فعالان  افت.به شدت افزايش ي
ها هستند كه Defensinضد ميكروبي 

هايي با وزن مولكولي پايين حدود پنج  پروتئين
كيلو دالتون و با تكرارهاي زياد سيستئين 

ها ممكن است توسط تغيير  Defensin باشند. مي
نفوذپذيري ديواره سلولي قارچها و يا ممانعت از 

د قارچي داشته بيوسنتز ماكرومولكولها فعاليت ض
در گياهان  Defensinباشند. افزايش بيان 

هاي بسياري شامل  تراريخت در تعامل با پاتوژن
Alternaria )Bohlmann et al., 1994 ،(
Fusarium )Epple et al., 1997 به اثبات ، (

زميني  رسيده و ضمناً سبب افزايش مقاومت سيب
شوند  تحت شرايط مزرعه مي Verticilliumبه 

)Lay et al., 2005 .( هاتيونين (Thionins)  در
لپه و دو لپه بدليل  هاي تك حال حاضر در گونه
شان در گياهان مورد توجه  فعاليت ضد ميكروبي

. )Florack and stiekema 1994( اند قرار گرفته
ها و  هاي سلولي، واكوئل ها در ديواره اين پروتئين

كيلو اجسام پروتئيني حضور دارند و حدود پنج 
دالتون وزن دارند. تيونين هايي از جو و 
آرابيدوپيس از دسته ژني بسيار كوچكي به خوبي 
شناسايي شده و در دفاع نقش دارند. ضمناً اين 

فعاليت دارند. اخيراً ژن  JAژنها در مسير 
Thionin  از يولاف به گياه برنج منتقل و منجر به
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مقاومت نسبت به دو باكتري مهم برنج شد 
)Carmona et al., 1993; Florack et al., 

 Thionin). محققان در اين تحقيق از ژن 1993
يولاف براي يافتن نقش اين ژن در برنج استفاده 
كردند و به اين نتيجه رسيدند كه بيان ژنهاي 

Thionin به تنهايي براي ممانعت از  اندوژن
هاي برنج كافي  هاي باكتريهايي در گياهچه آلودگي
 نيست. 
نسخه بيان نشده ژنهاي مرتبط با  NH1ن ژ

 Nonexpresser of 1( بيماريزايي

Pathogenesis- Related gene(  ًبوده كه ضمنا
 NIMI (Non-inducibleتحت نام هاي 

immunity)  وinsensitive) SAI1 SA- هم (
). اين Shah et al., 1999شناخته شده است (

زي سا براي فعال SAگروه جهت انتقال سيگنال 
حياتي  SARو در نتيجه تحريك  PRژنهاي 

گياهان عليه طيف باشند و سبب مقاومت پاياي  مي
اولين بار  NPR1. ژن گردند ها مي وسيعي از پاتوژن

 Glazebrook et( در آرابيدوپسيس شناسايي شد

al., 2005( افزايش بيان .NPR1  در آرابيدوپيس و
ب بيانش در برنج، گوجه فرنگي، گندم و سيب سب

افزايش مقاومت گياهان مذكور به پاتوژنها با 
 Lin et(ژنها شده است  PRافزايش ميزان بيان 

al., 1995; Chern et al., 2005( ضمناً ثابت .
 NPR1شده كه القاي مقاومت توسط بيان 

ژنها   PRتر  تواند بدليل بيان بيشتر و سريع مي
 هدفن تحقيق با يا). Shah et al., 1999( باشد
-PR-5 ،PR-9 ،PRي ها ژن تظاهر زانيمي بررس

10 ،Defensin ،Thionin  وNH1 به مقاومت در 

 و ناميب برنج ارقام در غلافي سوختگي ماريب
 . شد انجام خزر

 

 مواد و روش ها
ارقام برنج مورد مطالعه در اين تحقيق 

هاي بينام و خزر بوده كه بذور خالص ارقام  رقم
ت برنج كشور مذكور از معاونت موسسه تحقيقا

واقع در آمل تهيه گرديد. بر اساس بررسي هاي 
مزرعه اي، رقم بينام به عنوان ژنوتيپ مقاوم و 

 حساس انتخاب شد رقمرقم خزر به عنوان 
)Bahrami et al., unpublished data( . 

در  5ساعت در محلول  4بذرها به مدت 
تيرام ضدعفوني گرديدند. بذور  -هزار كاربوكسين

هاي  ستشو با آب مقطر استريل در پتريپس از ش
حاوي كاغذ صافي مرطوب قرار داده شدند. 

زني بذور  روز تا زمان جوانه 3-4ها به مدت  پتري
درجه سانتي گراد در  25در انكوباتور و دماي 

زده  شرايط تاريكي نگهداري شدند. بذور جوانه
سپس به گلدانهاي پلاستيكي حاوي خاك استريل 

) منتقل و گلدانها به 2:1وس (نسبت رس: هوم
ساعت نور با  16اتاقك رشد (با تناوب نوري 

% 85درجه سانتي گراد و رطوبت نسبي  28دماي 
درجه سانتي گراد  25ساعت تاريكي با دماي  8و 
 %) انتقال يافتند. 95رطوبت نسبي و 

هايي شامل غلاف برگ و ساقه از نمونه
گي ارقام مختلف برنج كه علائم مشكوك سوخت

آوري و به غلاف و برگ را نشان دادند، جمع
 بههاي آلوده آزمايشگاه منتقل گرديد. قسمت

و به  شدند شسته آب ملايم جريان با دقيقه 5 مدت
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متر بريده شدند. سانتي 5/0 – 1قطعاتي به اندازه 
 محلول در دقيقه 5 مدت به قطعات اين

 سطحي ضدعفوني درصد كي سديم هيپوكلريت

 آب دقيقه) در 10 هر بارر (با سه سپس و شده

 Waterو در محيط كشت  شستشو استريلمقطر 

Agar  ) آب + آگار) دو درصد وPotato 

Dextrose Agar (PDA)  در انكوباتور با دماي
داري شدند. پس از چند نگهگراد درجه سانتي 25

روز قطعات مورد بررسي قرار گرفت و در 
سازي الصهاي قارچي، خصورت مشاهده اندام

درجه  27هاي جداشده در دماي انجام شد. نمونه
داري و از روز نگه 5تا  3گراد به مدت  سانتي
 آگار كشت آب محيط رويهاي رشد يافته، قارچ

كشت نوك ريسه به روش جاني پور و همكاران 
مورفولوژيكي  شد. پس از شناسايي) تهيه 1388(

 DNAعنوان نماينده استخراج  از يك نمونه به
آن با  ITSصورت پذيرفت و بخشي از ناحيه 

 ITS5و  ITS4استفاده از جفت آغازگر هاي 
تكثير شد. پس از تعيين توالي و مقايسه نمونه با 
توالي هاي ثبت شده در بانك جهاني ژن 

)(NCBI عنوان نمونه استاندارد و نشان دادن   به
در  R.  solani AG 1-1 Aدرصدي با  99شباهت 

 آزمايش مورد استفاده قرار گرفت. ل باقي مراح
اي برنج  هفته 2هاي  زني بر روي گياهچه مايه

از  cm5/0هاي  و با استفاده از قرار دادن قرص 
روزه قارچ در محل غلاف و  5هاي  حاشيه كشت

سپس ثابت كردن آنها در محل با چسب نواري 
زني شده سپس توسط  انجام شد. گياهان مايه

ها  وشانده شده و گلدانهاي مرطوب پ نايلون

ها  مجدداً به اتاقك رشد برگردانده شدند. كيسه
برداري از برگ  روز برداشته شدند. نمونه 3پس از 

، 24، 12(شاهد)،  0هاي  گياهان آلوده در زمان
ساعت پس از آلودگي انجام شد و  100و  72، 48

نمونه ها پس از پودر شدن با ازت مايع تا زمان 
 -C°80فريزر با دماي در  RNAاستخراج 

 نگهداري شدند.
 6از گياهان  بررسي توسعه بيماريبراي 

هاي ايجاد شده در  اي استفاده شد. طول لكه هفته
گيري  هاي داراي علائم از هر لاين اندازه گياهچه

و آزمون  Excelافزار  شد. نتايج حاصله توسط نرم
% آناليز 5در سطح احتمال  T-studentاي  مقايسه

 شد. 
Total RNA برداري شده  از برگهاي نمونه

 RNXهاي مختلف با استفاده از ماده  در زمان

plus  (شركت سيناژن) طبق روشTriant and 

Whitehead   )2009 به دست آمد. به منظور (
از كيت  RNAژنومي از نمونه هاي  DNAزدودن 

DNase I, RNase-free  ساخت شركت
Fermentas ازنده طبق دستورالعمل شركت س

 استفاده گرديد.
استخراجي بر روي تعدادي  RNAكيفيت  

در  درصد 5/1 از نمونه ها با استفاده از ژل آگارز
 TAE  )(40mM Tris acetate, 1 mMبافر 

EDTA  ميزان ارزيابي شدند و يا اسپكتروفتومتر .
نانومتر  280و  260جذب در طول موج هاي 

 قرائت گرديد.  
 RNA هر نمونه cDNAاولين رشته ساخت 

 و  oligo(dT)R18Rپرايمر از استفاده با  استخراجي 



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

۱۰۲ 
 

  SuperScript Reverse Transcriptase  آنزيم
 Revert Aid first strand cDNAتوسط كيت 

 تا ها نمونه .گرفت انجام )Fermentase  (شركت
 .شدندي نگهدار -C°20 در استفاده زمان

با استفاده از واكنش   cDNAتكثير قطعات 
زنجيره پلي مراز و جفت آغازگر ابي كوايتين 

بر  PCRارزيابي محصول واكنش  انجام شد .
 TBA  (89درصد در بافر  5/1روي ژل آگارز 

mM Tris base,  89 mM boric acid, 2 mM 
EDTA)  صورت گرفت . ژل در اتيديوم برومايد

(0.5 µg/ml)  دقيقه رنگ آميزي و  15به مدت
دستگاه ژل  UVقطر با بعد از شستشو با آب م

از آن  )GELLOGIC 200( خوان كداك
 QRT-PCR آزمون عكسبرداري شد.

(Quantitative Real Time PCR  )   با استفاده از
 3000P thermal cycler×M (BioRad)دستگاه 

 1انجام شد. به حجم  Syber greenو كيت 
 50شامل رقيق شده ( cDNAاز ميكروليتر 

عنوان  ) از هر نمونه بهليترنانوگرم در هر ميكرو
ك ي ها استفاده شد و به تركيب در واكنش الگو

ميكروليتر سايبرگرين،  10ميكروليتر از هر پرايمر، 
ميكروليتر افزوده شد.  20و آب تا حجم 

 صورت زير بود:  پارامترهاي دمايي جهت تكثير به
 4سازي اوليه به مدت  مرحله واسرشت

سيكل شامل  40راه ، به همC°94دقيقه در دماي 
 94ثانيه در دماي  5سازي به مدت  واسرشت

درجه  60ثانيه در دماي  5، درجه سانتي گراد

ليست  ).Annealing/ Extension( سانتي گراد
آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق در جدول 

آمده است. در تمام آزمايشات از ژن ابي  1
شد. تمام دار استفاده  عنوان ژن خانه كوايتين به

 تكرار انجام گرفت. 2در  PCRهاي  واكنش
-deltaنرخ بيان ژن با استفاده از روش 

delta )Livak et al, 2003 (گيري شد. در  اندازه
ابتدا ميانگين دو تكرار سيكل آستانه براي هر ژن 

تين  كواي ابي CTمحاسبه شد. سپس ميانگين 
(Ubiquitin)  از ميانگينCT  ژن هدف كم شده و

بدست آمد. نرخ بيان هر ژن با  CT∆خص شا
2Pاستفاده از فرمول 

∆CT
P

محاسبه شد. انحراف معيار  
 2ها با استفاده از اعداد بدست آمده براي هر  داده

-Tاي  تكرار محاسبه و نتايج توسط آزمون مقايسه

student .ها  با استفاده داده آناليز آماري آناليز شد
م افزار  از برنامه هاي آماري موجود در نر

Microsoft  Excel    از مجموعه نرم افزارهاي
Microsoft office  .انجام گرفت 

 

 نتايج
پس از چهار هفته از آلوده سازي گياهچه ها 

ميزان پيشرفت بيماري با  R. solaniبه قارچ 
اندازه گيري طول لكه ها در هر دو رقم مورد 
بررسي، محاسبه شد. نتايج بيانگر توسعه دو 

بيماري در رقم حساس خزر در مقايسه با  برابري
). نتايج حاصل از 1ژنوتيپ مقاوم بينام بود (شكل 

بررسي ميزان بيان ژن هاي دفاعي مختلف نشان 
داد ميزان بيان تمامي ژن هاي مورد بررسي در 
رقم مقاوم بينام به طور معني داري در مقايسه با 

 ژنوتيپ حساس خزر بالاتر بود. 
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 .به همراه توالي نوكلئوتيدي آن ها  غازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيقجفت آ -1جدول 
Table 1- Primer pairs used in this study and their nucleotide sequences. 
اندازه 

 محصول
Product 

size 
 

 ('3→'5)  آغازگر برگشت
Reverse primer 

(5'→3' ) 

  ('3→'5)آغازگر رفت
Forward Primer 

(5'→3' ) 

 ژن
gene 

234 TGGACTCCTTCTGGATGTTGTA GGCAAGACCATCACCCTTGAGG UBI 
241 GAAGACGACTTGGTAGTTGC ACCTCTTCCGCTGTCCTC PR-5 
320 TCACTCTAGGTGGGATATACT CATGCTACTGCTCACCTTTGA PR-10 
230 GGCGTCGAGCAGAATTGG CCGGCGAACTGCGTGTAC Defensin 
300 GGTGTTCTGCGAGGTGATGA AGGGTGGTGCTTCAGCTTGT Thionin 
220 TCACTCTAGGTGGGATATACT CATGCTACTGCTCACCTTTGA PO-I 
325 AAGGATCCTCAAGGTACCTCCAAACCAAG GAACCCGGGATGGACACCACCATTG NH1 

 
پس از جدا و خالص سازي در بررسي هاي 
اوليه ميكروسكوپي تمامي نمونه ها مشخصات 

ه ها عمومي رايزوكتونيا را داشتند. تمامي جداي
عامل AG1-1A    R. Solaniقادر به آناستوموز با

تعيين توالي  سوختگي غلاف برنج بودند.
و مقايسه  ITSنوكلئوتيدي حاصل از تكثير ناحيه 

آن با توالي هاي مشابه موجود در بانك جهاني ژن 
)NCBI نتايج آزمون هاي مورفولوژيكي را ثابت (

 كرد. 
ز رقم بينام به مراتب درجه بالاتري ا

مقاومت نسبت به رقم حساس خزر نشان داد. 
شود مجموع  ديده مي 1همانطور كه در شكل 

برابر رقم بينام بود.  2ها براي رقم خزر  طول لكه
تفاوت  T-testاي  ها با آزمون مقايسه آناليز داده

% بين ارقام مقاوم و 5معني داري در سطح احتمال 
 رقم حساس نشان داد.

لعه در اين آزمون در هاي مورد مطا تمام ژن
درصد در رقم  1زمان اوج بيان در سطح احتمال 

بينام در مقايسه با ژنوتيپ خزر به طور معني 

اي بيان اين  داري افزايش بيان داشتند. سطح پايه
مورد بررسي در  رقم 2ها در گياهان شاهد هر  ژن

 اين آزمايش بسيار پايين بود.
 مرق دودر هر  Poxو  PR-5بيان ژن هاي 

پس از  24الگوي مشابهي داشته و در ساعت 
تلقيح افزايش معني داري داشت، حال آنكه ميزان 

زني به اوج  ساعت پس از مايه 48بيان آن در زمان 
). بيان اين ژن b-2و  a-2خود رسيد (شكل 

 100مورد بررسي تا زمان  رقمسپس در هر دو 
ساعت پس از آلودگي سير نزولي طي كرد. ميزان 

در زمان بيشينه بيان در  PR-5هاي ژن  رونوشت
برابر زمان  4برابر و در رقم خزر  13رقم بينام 

صفر بود. ضمناً ميزان بيان اين ژن در رقم بينام به 
برابر در مقايسه با ميزان بيان در  4/3ترتيب 
در رقم خزر بالاتر بود. بعد از آلودگي  48ساعت 

ت ساع 48( در ساعت اوج POXمقدار بيان ژن  
 10زني) در رقم بينام و خزر به ترتيب  پس از مايه

 برابر زمان صفر (شاهد) بود.  3و 

 



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

۱۰٤ 
 

                  
 

در هر برگ، توسط روش اندازه گيري  R. solaniتفاوت دو رقم در شدت بيماري ناشي از  -A-1شكل

 .طول لكه
3TFigure 1 3T 3T–A - 3TDifferences among two cultivars in severity of R. solani in each leaf 
performed by determination of lesion length. 

 
 

برابر  3ضمناً نرخ بيان اين ژن در رقم بينام 
اي بود. آزمون مقايسه رقم خزر در زمان اوج بيان

T student   كه ساعات  48و  24نيز در ساعات
-مورد مطالعه مي رقماوج بيان اين دو ژن در دو 

بين نرخ  P <0.001)( دارياوت معنيباشند تف
بيان اين ژن ها در رقم مقاوم در برابر رقم حساس 

ميزان ). b-2و  a-2نشان داد (شكل 
در رقم بينام در زمان  PR-10هاي ژن  رونوشت

زني به شدت افزايش  ساعت پس از مايه 12
يافت. حال آنكه در رقم خزر بيشينه بيان در زمان 

-cشاهده شد (شكل ساعت پس از تلقيح م 48
پس از   48و  24). بيان اين ژن در ساعات 2

 100به كاهش گذاشته تا اينكه در  تلقيح رو
ساعت پس از آلودگي افزايشي چشمگير در بيان 
اين ژن ديده شد. نرخ بيان ژن در ارقام بينام و 

برابر  2و  13خزر در زمان بيشينه بيان به ترتيب 

ساعت  48ين ژن در شاهد بود. ضمناً ميزان بيان ا
برابر بالاتر در  8پس از آلودگي در رقم بينام 

 T اي مقايسه با رقم خزر بود. آزمون مقايسه

student  دارينيز تفاوت معني )P value 

ساعت پس از تلقيح  بين  12در زمان  )0.001>
نرخ بيان اين ژن در رقم مقاوم در برابر رقم 

 . حساس نشان داد
در  PR-13و  PR12ي هاي ژن ها رونوشت

شدت افزايش ه ساعت پس از آلودگي ب 12زمان  
ساعت پس از تلقيح  100داشت و سپس تا زمان 
). تنها مورد e-2و  d-2كاهش يافت (شكل 

در رقم خزر  Defensinاستثنا در مورد بيان ژن 
بوده كه بر خلاف رقم مقاوم بينام با اندكي تاخير 

شد. بيشترين ساعت پس از تلقيح مشاهده  24در 
 12در رقم بينام در  Defensinميزان بيان ژن 

برابر زمان  14زني (زمان اوج)  ساعت پس از مايه
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صفر بود، اما در رقم خزر بيشينه بيان اين ژن در 
 5زني) حدود  پس از مايه 24زمان اوج (ساعت 

). نرخ بيان ژن d-2برابر زمان صفر بود (شكل 
PR-13  ساعت پس از  12در رقم بينام و خزر در

برابر شاهد بود، ضمناً  4و  11آلودگي به ترتيب 
برابر  8اين ميزان در رقم بينام در مقايسه با خزر 

نيز تنها   T studentاي بالاتر بود. آزمون مقايسه
كه ساعت اوج بيان اين ژن ها در  12در ساعت 

-باشد تفاوت معنيدو ژنوتيپ مورد مطالعه مي

بين نرخ بيان اين دو ژن در   را  )P <0.001( داري
 رقم مقاوم در برابر رقم حساس نشان داد.

مورد بررسي  دو رقمدر هر  NH1نرخ بيان 
طور  زني به ساعت پس از مايه 24در زمان 

) و در ارقام f-2چشمگيري افزايش يافت (شكل 
برابر بالاتر از شاهد  2و  13بينام و خزر به ترتيب 

بود. نرخ بيان اين ژن در رقم بينام در زمان اوج 
-برابر بالاتر از رقم خزر بود. آزمون مقايسه 9بيان 

كه ساعت اوج بيان  24در ساعت  T studentاي 
باشد تفاوت مورد مطالعه مي رقماين ژن در دو 

بين نرخ بيان اين ژن در رقم مقاوم داري را معني
در  .(P <0.01)در برابر رقم حساس نشان داد 

ساعت بعد از آلودگي با وجود  72و  48بازه هاي 
كاهش در سطح بيان اين ژن در هر دو رقم  اين 

در مقايسه با رقم حساس نرخ در رقم مقاوم 
اختلاف داشت كه اين اختلاف به ترتيب از نظر 

 P(و  )P <0.001( تمالآماري در سطح اح

معني دار بود.  تفاوت معني داري در نرخ  )0.01>

ساعت بعد از  100در بازه زماني  NH1بيان ژن 
آلودگي در بين دو رقم مورد مطالعه مشاهده نشد 

 .)f-2(شكل 
 
 بحث

مقاومت گياهان به بيماري ها جهت استفاده 
موفق از گونه هاي گياهي در كشاورزي مدرن 

است. در سال هاي اخير گياهان مقاوم بسيار مهم 
به طور موفقيت آميزي توليد شده اند. ظهور 
بيولوژي مولكولي ما را قادر كرده ژن هاي دخيل 
در مقاومت گياهان را در سطح مولكولي آناليز و 
ضمنا دريچه اي به روي ما گشوده تا بتوانيم ذره 
اي از پيچيدگي هاي پاسخ هاي دفاعي گياهان در 

  با پاتوژن ها را درك كنيم.تعامل 
در غلات شمار بسيار زيادي از ژن هاي 

) از گياهان برنج R genesمقاومت به بيماري ها (
)Oryze sativa) گندم ، (Triticum aestivum و (

) جدا شده است. اين سه گونه Zea maysذرت (
% غلات جهان را توليد مي  85گياهي بيش از 

هاي خوبي در فهم كنند. البته اخيرا پيشرفت 
) Hordeum volgareاساس مولكولي تعامل جو (

 4با پاتوژن ها حاصل آمده است. به هر حال اين 
گونه تنها غلاتي هستند كه ژن هاي دخيل در 
 مقاومت از آن ها جدا و تعيين هويت شده است. 
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در  F  :NH-1و  A   :PR-5  ،B  :POX ،C  :PR-10 ،D  :PR-12 ،E  :PR-13نرخ بيان ژن هاي  -2شكل 

 .در زمان هاي مختلف پس از تلقيح R. solaniرقم بينام در مقايسه با خزر در تعامل با 
Figure 2 - The expression rate of A: PR-5, B: POX, C: PR-10, D: PR-12, E: PR-13 and F: 
NH-1 genes in Binam cv comparing with Khazar cv in challenge with R. solani at different 
time points after inoculation. 

به ترتيب معني دار بودن را در سطح     ***و   **دهد ،ميانگين انحراف معيار بيان ژن را در دو آزمايش جداگانه نشان ميخط نشان خطا، 

 .نشان مي دهد  T studentدر آزمون مقايسه اي  ) P < 0.001) و  (P < 0.01احتمال (
Error bars represent standard error of the mean in two different experiments. ** and ***:  indicates (P 
<0.01), (P < 0.001) using t test. 
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P1Fپروتئين هاي شبه تائوماتين

1
P  سبب تغيير
ها شده و در  نفوذپذيري غشاء پلاسمايي قارچ

گردد.  نهايت سبب مرگ سلول قارچي مي
 Muthukrishnan et(كريشنان و همكاران موتو

al., 2001 (  نقش اين ژن را در افزايش مقاومت
در گياه برنج گزارش كردند  R. solaniنسبت به 

)Muthukrishnan et al., 2001( در اين بررسي .
ساعت پس  12از   PR-5بيان رونوشت هاي ژن 
ساعت پس از آلودگي  24از آلودگي شروع، در 

ساعت پس از  48داشته و در زمان  افزايشي شديد
تلقيح به اوج خود رسيد. به نظر مي رسد شروع 

به دليل نفوذ بخشي  12القاي اين ژن در ساعت 
از هيف ها به داخل پارانشيم مي باشد. به نظر 

 زانيم كه يآلودگ از پس 48 ساعت درميرسد 
 وارهيد از قارچ دهيرس خود اوج به PR-5 ژن انيب

 كه بوده يميپارانش بافت در و شده رد اهيگ يسلول
 سبب پاتوژن نفوذ توسط اهيگ كيتحر حداكثر نيا

 ,.Zhao et al( شود يم مذكور ژن انيب شيافزا

روند افزايش بيان اين ژن در طي ساعات  ).2008
 ذكر شده با نتايج بابايي زاد و همكاران

)Babaeizad et al., 2009 ( مطابقت دارد. در
در ژنوتيپ مقاوم پس  PR-5ي ها مطالعه ما نسخه

افزايش يافت  R. solaniسازي گياهان با  از آلوده
 ,.Muthukrishnan et al( قبلي هاي كه با يافته

داشته و نشان دهنده نقش اين ژن  مطابقت) 2001
مي  R. solaniدر بروز مقاومت در برنج در مقابل 

 باشد. 

                                                             
1 . Thaumatin Like Proteins 

تر شدن ديواره  در محكم POXبه دليل نقش فعال 
 ولي گياه  با كاتاليز فرايند توليد ليگنينسل
)Lignification ،( كه خود منجر به افزايش تحمل

در برابر فعاليت آنزيمي نفوذ بيمارگر شده جايگاه 
 Passardiاين ژن را در مقاومت توجيه مي كند (

et al., 2004(.  در مطالعات ما سطح بيان اين ژن
به ساعت اول افزايشي اندك داشت كه  12در 

. هاي اوليه در اين زمان است دليل نفوذ هيف
پس  48و 24نسخه هاي اين ژن در ساعت هاي 

از تلقيح روند افزايشي خود را ادامه داد كه با 
در  POXنتايج بررسي هاي قبلي در مورد بيان

 Magnaporthe.گياه برنج پس از تلقيح با 

grisea  وXanthomonas oryzae pv.oryzae 
در اين ). Jaishree et al., 1997( مطابقت دارد

ها به بافت پارانيشم رخنه كرده و  زمان اكثر هيف
است. نسخه هاي اين بيماري در حال بروز علائم 

ژن در رقم حساس (خزر) در مقايسه با رقم 
دهنده نقش فعال  مقاوم بسيار كمتر بوده كه نشان

 نقشباشد.   اين ژن در بروز مقاومت رقم بينام مي

بيماري  عليه برنج گياه مقاومت در ژن اين
 .X. oryzae pvاز  ناشي باكتريايي سوختگي

oryzae  گياه در ليگنين توليد در آن دخالتو 

 از پس دفاع گياه هاي مكانيسم از يكي بعنوان

 گرفته قرار مطالعه مورد بخوبي بيمارگر حمله

 ).Hilaire et al., 2001( تاس
لئازي و اثرات ريبونوك PR-10با اينكه ژن 

RNase  دارد و نقش فعال آن در بروز مقاومت
 گياهان عليه پاتوژنهاي ويروسي اثبات شده است

)Jwa et al., 2001(،  اما بيان اين ژن در برابر
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يابد. نتايج اين  پاتوژنهاي قارچي نيز افزايش مي
بررسي نشان داد كه سطح بيان اين ژن در همان 

با نتايج كيم ساعات اوليه نفوذ افزايش داشت كه 
در  ).Kim et al., 2001( و همكاران مطابقت دارد

پس از آلودگي نيز سطح بيان اين ژن  100ساعت 
مجدداً در رقم مقاوم افزايش يافت كه به دليل 

هاي ثانويه قارچ  تحريك ثانويه گياه توسط هيف
عامل بيماري مي باشد. علاوه بر آن سطح بيان 

از رقم حساس  اين ژن در رقم بينام به مراتب
دهنده نقش اين ژن در  خزر بيشتر بوده كه نشان
است. نتايج   R. solaniبروز مقاومت برنج عليه

هومولوگ  PBZ1مشابهي در مورد نقش فعال 
PR10  در گياه برنج در مقاومت عليهR. solani 

 ).Midoh and Iwata, 1996( گزارش شده است
تخريب بخشي از سلولهاي قارچي تحت تاثير 

گلوكاناز در داخل  -1،3آنزيم هاي كيتيناز و بتا 
بافت گياهي و به دنبال آن آزاد شدن مولكول 

مونومر هاي كيتين و  نظيرهاي سيگنال دفاعي 
 است.  احتمالي افزايش بيان اين ژندليل  گلوكان

در رقم مقاوم  Thioninو  Defensinبيان ژن هاي 
ه اوج زني ب ساعت اوليه پس از مايه 12بينام در 

خود رسيد. در حاليكه افزايش چنداني در رقم 
خورد. اين مشاهدات  حساس خزر به چشم نمي

ژن در بروز دو دلالت بر نقش احتمالي اين 
مقاومت ارقام برنج در تعامل با سوختگي غلاف 

در رقم حساس خزر بر  Defensinدارد. بيان ژن 
ساعت پس از آلودگي  24خلاف رقم مقاوم در 

شت كه اين نرخ در مقايسه با رقم افزايش دا
در اين ژن مقاوم خيلي كمتر بود. تاخير در بيان 

رقم حساس مي تواند دليلي بر افزايش حساسيت 
باشد. از نتايج فوق  R. solaniاين رقم در مقابل 

د كه افزايش بيان ژن هاي دخيل يچنين بر مي آ
در مقاومت در زمان مناسب (نفوذ بيمارگر) سبب 

وثر گياه مي گردد.  ادروا و همكاران مقاومت م
كه در برگها و  Thionin) يك ژن شبه 2005(

شود و در برابر اكثر  غلاف بطور مداوم بيان نمي
القا  JAو  SAمولكولهاي سيگنالي دفاعي مثل 

شود را كشف كردند. مطالعات بعدي نشان  نمي
در غلاف برنج  JAبا  OsThi1)داد تيونين برنج (

مقاومت به بيماري باكتريايي ناشي از القا و باعث 
Burkholderia plantarii   و B. glumae 

 Iwai  et(گردد كه با نتايج ما هم خواني دارد مي

al., 2002( ثابت شده بيان ژنهاي .defensin  در
و اتيلن  JAمسيرهاي وابسته به  از طريقگياهان 

 باشد مي SAو غيروابسته به  صورت مي پذيرد
)Thomma et al., 1998.( مسير هاي  از اين رو

نقش فعالي در مكانيسم هاي  JAوابسته به 
 مي كنند.  ايفا R. solaniمقاومت گياه برنج عليه 

هاي دفاعي وابسته به  رسد پاسخ بنظر مي
هاي دفاعي  ها و پاسخ عليه نكروتروف JAاتيلن و 

عليه عوامل بيوتروف در گياهان در  SAوابسته به 
شود. افزايش شديد بيان ژن  قا ميمعرض حمله ال

NH1 24  ساعت پس از آلودگي به قارچR. 

solani  برخي  .اين گفته را تاييد مي كند
بطور مستقل از  SAهاي دفاعي وابسته به  پاسخ

NPR1 اي ديگر  كنند. در نتيجه بايد شاخه عمل مي
 نيز وجود داشته باشد. ژن SAاز مسير سيگنال 

)Arabidopsis thaliana AtWhy1(  توسط
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و تيمار با  Phythophthora parasiticaآلودگي 
SA  بيان شده اما اين افزايش بيان مستقل از

NPR1 ) است(Spoel et al., 2003)  نتايج اين .
بررسي نشان مي دهد كه سطح بيان اين ژن در 

ساعت پس از  12 (رقم مقاوم در زمان اوليه نفوذ 
عدي ) كاهش ولي در ساعت هاي بآلودگي

افزايش معني داري در مقايسه با رقم حساس 
در  NH1دهنده نقش  يافته است كه نشان

هاي مقاومت رقم مقاوم در تعامل با مكانيسم

پاتوژن مذكور مي باشد. در مورد تعامل با 
 NH1ها  ها در برنج برعكس بيوتروف نكروتروف

 شود نمي SARو در نتيجه  SAباعث تجمع بيشتر 
)Greenberg et al., 1994 .( احتمالاً افزايش بيان

پس از تلقيح به دليل نقش  24اين ژن در ساعت 
هاي  بندي و انتقال پروتئين ديگر آن پيرامون بسته
كه قبلا اين نقش براي آن  سنتز شده گياهي است

 ).Wang et al., 2005( به اثبات رسيد
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Abstract 

Contamination of ecosystems upon excessive use of pesticides and emergence of 
resistance in pathogens to these chemicals makes continuous research on development of new 
control methods and strategies to combat plant pathogens an essential task. Plant disease 
resistant genes are useful genetic resources that can be employed to develop resistant varieties 
as the best alternative to other control measures. The present investigation was carried out to 
analyze the interaction of two major rice cultivars grown in Northern provinces, with 
Rhizoctonia solani, the causative agent of rice sheath blight disease. Binam and Khazar 
known as the resistant and susceptible cultivars, respectively, were inoculated and their 
reaction to R. solani determined. The lesions in the sheath of the susceptible cultivar were 
twice in length compared to those on the resistant cultivar. Analysis of data by the Student’s T 
test showed existence of significant difference (P value < 0.05) between the two cultivars. To 
determine the expression profile of the genes involved in resistance to R. solani, samples were 
taken from leaves of two weeks old seedlings in different time courses post inoculation. RNA 
was extracted from the samples and analyzed by quantitative real time PCR. Results of the 
present study indicated that expression rates of PR-5, Proxidase, PR-10, Defensin, Thionin, 
and NH-1 in resistant genotype (Binam) increased greatly after inoculation with R. solani 
when compared to Khazar cultivar. The outcomes of this study also suggest that the genes 
under study are involved in resistance mechanisms of rice against sheath blight disease.  
Keywords: Pathogenesis-Related genes, Gene expression, Rice, NH1, cDNA, Real-time Q-
PCR   
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