
139759سال،یکةشمار،ششمجلدپزشکی،گیاهدرزیستیمهار

باکتريغلاف،سوختگیبیماريعاملقارچتنشتحتبرنجدرآمونیالیازفنیلوژنازلیپوکسیفعالیتمطالعه
مقاومتهايالقاءکنندهوآنتاگونیست

2اله رحیمیانحشمتو 1، پریسا طاهري1، سعید طریقی1مهدي رستمی

، ایران دانشگاه فردوسی مشهد، مشهددانشکده کشاورزي، پزشکی، گروه گیاه-1
دانشکده علوم زراعی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ساري، ایران ، پزشکیگروه گیاه-2

starighi@um.ac.ir:کی، پست الکترونسعید طریقی: مکاتباتمسئول

25/01/98: پذیرشتاریخ6)1(59- 03/11/9776: دریافتتاریخ

چکیده
آلانین آمونیالیاز و هاي فنیلآنزیم. باشدهاي زیستی در گیاهان میه با تنشکارهاي مقابلالقا مقاومت به بیمارگرها از جمله راه

این تحقیق با هدف . دنشوگیاه تولید میدرهاي زیستی، هاي دفاعی قابل القا هستند که در پاسخ به تنشژناز از جمله آنزیملیپوکسی
استفاده با بر میزان بیان )سیلیکات پتاسیم(و شیمیایی ) sp.Pseudomonasباکتريازییهاجدایه(هاي زیستی القاء کنندهررسی اثر ب

برنج رقم فجر بـه عامـل   چهآلودگی گیاهپس از ایجادژنازفنیل آلانین آمونیالیاز و لیپوکسیهاي و تولید آنزیمReal time PCRاز 
زنیمایهساعت بعد از 72و 48، 24، 12، 6هاي صفر، در زمانژنازلیپوکسینتایج آنالیز بیان ژن.انجام شدغلافبیماري سوختگی 

ترکیـب بـاکتري   لـی گیـاه مشـاهده شـده و   زنـی مایـه سـاعت بعـد از   72در کلیه ترکیبات تیمـاري  درنشان داد که حداکثر بیان ژن
ساعت اولیه آلودگی بیشترین میزان بیـان را  6در در مقایسه با دیگر ترکیبات تیمارياسیمآنتاگونیست و ماده القاکننده سیلیکات پت

نیـز نشـان داد کـه    CT△△−2بـا اسـتفاده از روش  هـا ژنبیـان آنالیز میزان . داشتندژنازبراي دو آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز و لیپوکسی
کـه ایـن   ندساعت اولیه آلودگی، سبب افزایش معنی دار در میزان پـروتئین شـد  6استفاده از ترکیبات تیماري در بازه زمانی صفر تا 

آلانـین  ژنـاز بیشـتر از فنیـل   تفاوت در ترکیب تیماري باکتري آنتاگونیست و ماده القاکننده سیلیکات پتاسـیم بـراي آنـزیم لیپوکسـی    
دهنـده نقـش مسـتقیم    کـه نشـان  داشتمتناظر ارتباط مستقیم هايها با افزایش میزان فعالیت آنزیمافزایش بیان این ژن. آمونیالیاز بود

گیـاه  درهاي سیستم دفاعی گیاه است که با کاربرد سیلیکات پتاسـیم و بـاکتري آنتاگونیسـت و القاکننـده     هاي دفاعی در فعالیتژن
. ها را افزایش دادتوان میزان بیان آنمی

برنج،Rhizoctonia solani،کننده مقاومتالقاءمواد : کلیديهايواژه

مقدمه
اي از بیمارگرهـا  طور مداوم توسط مجموعـه گیاهان به

ها در مقابل بیمارگرها از طریق مکانیسـم  آن. شوندتهدید می
هاي پیچیده مقاومت با ارائه مقاومت سـاختاري یـا مقاومـت    

Van Bockheven)کننـد القـایی دفـاع مـی    et al., 2013) .
Oryza sativa(برنج  L. (  محصولی است که حدود دو سـوم

کالري مورد نیاز مردم آسیا از آن تـأمین شـده و از غـذاهاي    
Gorbani(باشـد  اصـلی مـردم ایـران نیـز مـی      et al., 2011 .(

Rhizoctoniaبیمــاري ســوختگی غــلاف، ایجــاد شــده توســط

.solani Kuhn (teleomorph: Thanatephorus cucumeris) ،
در بیشـتر نـواحی معتدلـه و    یک بیماري اصـلی و مهـم بـرنج    

Zuo)برنج است کشتگرمسیري مناطق  et al., 2006) . این
تـرین بیمـاري بـرنج    گسـترده ونیتـر از مخربیکیبیماري 
اي را در کاشت و تولید متراکم هاي عمدهمحدودیتبوده و 

کوتـاه، بـا عملکـرد بـالا     دنبال معرفی ارقام برنج نیمـه ه نج ببر
Kalpana(ایجاد نموده است  et al., بیمـاري باعـث   ). 2006

عملکـرد دانـه   درصد خسارت به محصول و کاهش 60ایجاد 
Groth, 2008; Bernardes(شــود مــی et al., 2009.( طیــف

اکنون هـیچ منبـع   میباشـد و ت ـ وسیع بسیارمیزبانی این بیماري 
. مقاومت قابل توجهی در مقابل این قارچ گزارش نشده است

ی و اي از وقایع مولکوله، شبکه پیچیدهگیا-بیمارگرتعاملات 
کننده دامنـه بـین حساسـیت و    باشد که تعیینسیتولوژیکی می
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ــال  ــوده و در س ــت ب ــوص درك  مقاوم ــر، در خص ــاي اخی ه
زا هاي پیچیده دفاعی گیاه در پاسخ به عوامل بیماريمکانیسم

هـاي کدشـده   تجمـع سـریع پـروتئین   . استتوجه زیادي شده
پروتئین هاي داراي فعالیت ضد قـارچی در  عنوان میزبانی، به
Van(است میزبان شناسایی شده-ختلف بیمارگرتعاملات م

Loon et al., 2006 .(آمونیا لیازآلانینفنیل(PAL)عنوان به
سـطح  ،شـود ی مسیر فنیل پروپانوئید محسوب مـی آنزیم اصل

کلیدي براي کنترل سـنتز فنیـل پروپانوئیـدها و    PALفعالیت
ایـن مکانیسـم دفـاعی بـراي     . باشدیت، سنتز لیگنین مینهادر

ــت در ــی  محافظ ــتفاده م ــارگر اس ــلات بیم ــل حم ــودمقاب . ش
هاي مورد ترین آنزیمگستردهتبدیل به یکی ازPALبنابراین

بــه عنــوان پاســخ بــه PALمطالعــه در گیاهــان شــده و القــاء 
گیـاه ثبـت   -بیمـارگر در تعاملات مختلف بیمارگرآلودگی 

تواند به طـور مسـتقیم   نیز می(LOX)لیپوکسیژناز .تشده اس
یک روش غیر آنزیمی حمله کرده بابه سیستم غشاي گیاهی 

عـلاوه بـر   .و فرآیند پراکسیداسیون لیپیدي غشا را فعال کنـد 
عنـوان یـک   توانند در پاسـخ مقاومـت بـه   ها میاین، متابولیت

ت ماده ضد بـاکتري یـا مـاده مقـاوم در برابـر حشـره مشـارک       
توانــد ضــمن یاســتفاده از عوامــل کنتــرل زیســتی مــ. نماینــد

هـا و تولیـد   کننـده بیـان ژن  عنـوان القـاء  افزایش رشد گیاه، به
هاي حفاظتی نقش مهمـی داشـته و جـایگزین مناسـبی     آنزیم

هاي شیمیایی خطرناك بـراي محـیط زیسـت    کشبراي آفت
Reshma(باشـد   et al., 2018 .( طـور  کـه گیـاه بـه   هنگـامی

ــود،  من ــک شـ ــب تحریـ Pseudomonas fluorescensاسـ

مقاومت را در گیاهان با تقویت فیزیکی دیواره سلولی همراه 
هاي فیزیولوژیکی و بیوشـیمیایی  با ایجاد تغییراتی در واکنش

ــاء مــی ــدالق ــد  P. fluorescens.نمای ــین باعــث تولی همچن
،(PO)هـاي مهـم مـرتبط بـا دفـاع ماننـد پراکسـیداز       آنـزیم 

(PAL)آمونیـا لیـاز  آلانـین و فنیل(PPO)اکسیدازلفنوپلی

Reshma(شـود  مـی  et al., 2018 .(  یـن مـوارد،   عـلاوه بـر ا
ثیر بســزایی در أکننــده مقاومــت نیــز تــاســتفاده از مــوارد القــا

مطالعـات . افزایش مقاومت گیاه بـه بیمـاري خواهـد داشـت    
بیـان کـه سـیلیکون  دهـد مـی نشـان بیوشـیمیایی ومولکولی

اسیدمانندونمایدفعال میرادفاعیسیستمبامرتبطهايژن
داردپیـام در انتقـال مهمـی نقـش اتـیلن وسالیسـیلیک 

.(Fauteux et al., کـاربرد سـیلیکون قبـل از کاشـت     (2005
مالی میزان بیماري پژمردگی باکتریایی گوجـه  صورت بذربه

Ralstonia solanacerumفرنگی ناشی از باکتري (Smith)

Yabuuchi et al.هاي مرتبط بـه  را از طریق افزایش بیان ژن
Fauteux(دفاع در گیاه کاهش داد  et al., همچنین). 2005

جملـه ازهاي دفاعیژنبیانافزایشباعثسیلیکونکاربرد
Fauteux(شد اکسیدازاگزالاتوبتاگلوکان et al., 2005 .(

ی کـه بـا   افـزایش مقاومـت بـه بیمـاري بلاسـت بـرنج هنگـام       
یشتر سلولهاي سیلیسی سیلیس تیمار شده بودند باعث تراکم ب

هاي اپیدرم برگ شدند و با تشکیل یـک لایـه   شده در سلول
ضـخیم سـیلیکا در زیـر کوتیکـول، باعـث ایجـاد یـک مــانع        

به داخل گیاه CavaraPyricularia oryzaeنفوذازفیزیکی 
Kim(شـود  می  et al., 2002 .(Schurt ن و همکـارا)2014 (

نـین آمونیالیـاز،   آلامشخص نمودند که افزایش فعالیـت فنیـل  
اکسـیدازها و کیتینازهـا در غـلاف بـرگ     فنلپراکسیداز، پلی

مـولار تیمـار   میلـی 2محلول سـیلیکون در غلظـت   برنج که با
شده بود، موجب کاهش پیشرفت لکه هاي سوختگی غلاف 

Schurt(گردیـد  ٪2/34میـزان  به) R. solaniتوسط  et al.,

گــــزارش ) 2013(و همکــــاران Zhangهمچنــــین ). 2014
مـولار سـیلیکون باعـث    میلـی 5/1غلظـت  نمودند، استفاده از

ــلاف   ــوختگی غـــ ــه ســـ ــرنج بـــ ــت بـــ ــود مقاومـــ بهبـــ
)R. solani (  شـد)Zhang et al., 2013 .(   افـزایش غلظـت

همچنین افـزایش فعالیـت   ،هاها و فیتوالکسینها، لیگنینفنول
گلوکاناز و -3، 1-کیتیناز، بتا(تبط با دفاع مانند هاي مرآنزیم

هاي مرتبط بـا  و القاء سریع و قوي ژن) ونیالیازفنیل آلانین آم
هـاي بیوشـیمیایی   هـا، مکانیسـم  بر بیمـارگر دفاع میزبان در برا

هستند که در اثر سـیلیس در بـرنج تقویـت شـده یـا افـزایش       
Rodrigues)یابند می et al., 2003, 2004, 2005; Liang et

al., 2006; Brunings et al., مطالعـات متعـددي   . (2009
است که شـدت بیمـاري کمتـر در گیاهـان تیمـار      نشان داده

اظتی ف ـهـاي ح ن مربوط به فعالیت بالاتر آنزیمشده با سیلیکو
هـاي گیـاه،   همچنـین ثابـت شـده اسـت کـه در بـرگ      . است

ز عفونـت  ع را پـس ا هاي مرتبط به دفاسیلیکون تجمع آنزیم
Fauteux(نماید قارچی تحریک می et al., 2005; Datnoff

et al., 2007; Van Bockhaven 2013.(Manikandan &
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Raguchander)2014 (  ــیون ــه فرمولاس ــد ک ــزارش نمودن گ
P. fluorescensمایع (Pf1)     باعـث کـاهش بـروز پژمردگـی

فرنگی شـد و باعـث   بیماري فوزاریومی ریشه گوجهشی ازنا
آمونیالیاز، پراکسیداز، پلـی  آلانینهایی نظیر فنیللید آنزیمتو

اکســید گلوکونــاز و سوپر3و 1بتـا  اکســیداز، کاتـالاز، فنـل 
Manikandan & Raguchander(دیسموتاز در گیاه گردید 

2014 .(Singh ــاران ــه   ) 2016(و همک ــد ک ــزارش نمودن گ
P. fluorescensهــاياســترین PF-08 وT. harzianum

UBSTH-501  صـورت جداگانـه یـا ترکیبـی    ، زمانی کـه بـه
داري باعث افزایش طور معنیگیرند، بهمورد استفاده قرار می

هاي مرتبط با دفاع و آنزیم قابل توجه تجمیع زیست مولکول
نشـان  R. solaniها شده که پتانسیل کنترل زیستی را در برابر

Singh(دهنـد مـی  et al., 2016.(Anita & Samiyappan

و کیتینـاز  PO،PALبیان داشتند که فعالیـت فنـول،   ) 2012(
نـین چزنی شده بـا بـاکتري بـالاتر بـوده و هم    در گیاهان مایه

Rusterucci با شناسـایی فعالیـت بـالاي    ) 1999(و همکاران
LOX   در سلول هاي اطراف لکه هاي خشک در بـرگ بیـان

نکـروز  منجـر بـه   LOXداشتند که مسیر پراکسید وابسـته بـه   
& Anita).شـود بافت در اثـر واکـنش فـوق حساسـیت مـی     

Samiyappan 2012; Rusterucci et al., 1999)  طـاهري و
در بـــرنج، مســـیر ســـیگنال بیـــان نمودنـــد ) 2009(طریقـــی 

جاسمونیک اسـید داراي نقـش مهمـی در ایجـاد واکنـشهاي 
ــاري   ــل بیم ــه عوام ــت علی ـــاعی و مقاوم ــروف دف زاي نکروت

). Taheri & Tarighi, 2009(باشدمی
آنزیمی و تغییـرات  هدف از این تحقیق بررسی فعالیت

در نقاط زمانی پس از آلودگی palو loxهاي مقدار بیان ژن
با قـارچ عامـل بیمـاري سـوختگی غـلاف بـرنج در ژنوتیـپ        
حساس فجر و نیز تاثیر استفاده از سیلیکات پتاسیم و بـاکتري  

Pseudomonasآنتاگونیست و القاءگر  sp. بر کاهش علایم
.بیماري بود

هامواد و روش
تیماراعمالوگیاهیمواد

R. solaniدر این تحقیـق از عامـل قـارچی     RBL1  بـه
در پایگاه مرکز اطلاعات ملی HM211085شماره دسترسی 

زایـی در  بـا تـوان بـالاي بیمـاري    ، )NCBI( آوري زیست فن
2غلظـت  (ت پتاسـیم  یکاها، سیلزنی گیاهچهبرنج جهت مایه

کننده شیمیایی مقاومت، یک جدایه عنوان القاءبه) مولارمیلی
Pseudomonas ــتی ــیت آنتاگونیسـ ــه از داراي خاصـ جدایـ

و جدایه ) 275(ریزوسفر برنج رقم طارم از روستاي میله آمل
جدایه از ریزوسفر برنج رقـم هاشـمی   Pseudomonasدیگر 

) 243(کننـدگی  صیت القاءبا خااز روستاي اجوارکلاي آمل 
ابتدا بذور رقم پرمحصول فجر، حساس به قـارچ  . استفاده شد

عامل بیمـاري سـوختگی غـلاف ضـدعفونی شـده و پـس از       
ساعت در 24مدت طحی با آب مقطر سترون، بهشستشوي س

قــرار Pseudomonasهــاي سوسپانســیون بــاکتري جدایــه  
وي خـاك  هـاي حـا  دار شـده در گلـدان  بذور جوانه. گرفتند

زنـی بـا   روزه براي مایه28هاي سترون کاشته شده و گیاهچه
قارچ و سایر تیمارها در نظر گرفته شده و تیمارهاي آزمایش 

).1جدول (شرح ذیل اعمال شدند انه بهدر شرایط گلخ
بــرگ موضــعی گیاهچــه در -بــرداري از غــلافنمونــه

نی با زساعت بعد از مایه72و 48، 24، 12، 6هاي صفر، زمان
قارچ عامل بیماري انجام و در هاون چینی محتوي ازت مـایع  

. منتقل شدندسلسیوسدرجه -80خرد و بلافاصله به فریزر 
Real timeبررسی تغییرات بیان ژن با روش  –PCR

در محاسبه میزان بیان مرجععنوان ژن بهUbiquitinژن 
ه ها انتخاب و آغازگرهاي رفت و برگشت مربوط بنسبی ژن

primer 3وVector NTIهر ژن با استفاده از نرم افزارهـاي  

(Rozen and Skaletsky, 2000) وOligo (Rychlik,

).2جدول (طراحی شد (2007
ــتخراج  ــتفاده از    RNAاس ــا اس ــاه ب ــرگ گی ــت ب از باف

کیفیت و . انجام گرفت) شرکت سیناکلون(RNX-Plusبافر
گارز یک درصد استخراجی با استفاده از ژل آRNAکمیت 

ــپکت ــتگاه اسـ ــدرو دسـ ــی شـ ــذف . وفتومتر بررسـ ــراي حـ بـ
RNase-free DNase I)ThermoازDNAآلـــودگی

Scientific (   استفاده شد و سـنتز رشـتهcDNA   بـا اسـتفاده از
شرکت (SinaClon First Strand cDNA Synthesisکیت 

cDNAنمونـه  . و طبق دسـتورالعمل آن انجـام گرفـت   ) سیناکلون

. رقیق شـد 1:3ها در حجم ده براي انجام تمام واکنشسنتز ش
C1000™ Thermalدسـتگاه اسـتفاده از بـا ژنبیـان مطالعه
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Cycler (Bio-Rad, USA)کیـت وSYBR Green I PCR

Master Mix (Termo Scientific, USA)تکرار مستقلسهدر
10واکنش در حجـم  شرایط بهینه براي اجراي.گرفتانجام

ــر شــ ــهSYBR Greenاملمیکرولیت ــر، 5مقــدار ب میکرولیت
ــازگر ــت آغ ــت و برگش ــه 3/0رف ــر، نمون cDNA2میکرولیت

. گردیـد میکرولیتر فراهم7/2میکرولیتر و آب عاري از نوکلئاز 
شـد  اسـتفاده ترتیـب به اینهانمونهتکثیربرايدماییچرخه

سلسـیوس درجـه 95،دقیقـه 5برايسلسیوسدرجه95که
درجـه  72وثانیه30برايسلسیوسدرجه60ه،ثانی15براي 

. چرخـه تکـرار شـد   سـیکل 40ثانیـه در 15بـراي سلسـیوس 
هــا بررســی شــده و آنــالیز کمــی آنــالیز منحنــی ذوب نمونــه

هاي مـورد مطالعـه بـا    هاي مربوط به میزان بیان نسبی ژنداده
) CT)Livak & Schmittgen, 2001△△−2اسـتفاده از روش  

.تانجام گرفMicrosoft Excel 2010در نرم افزار 
مطالعات آنزیمی و بیوشیمیایی مرتبط با مسـیرهاي  

دفاعی گیاه
جهت محاسـبه فعالیـت اختصاصـی آنـزیم هـاي مـورد      

پـروتئین  ابتـدا  گـرم،  ون و تعمیم فعالیت آنـزیم بـه میلـی   آزم
استخراج شـد ) 1976(ها به روش برادفورد موجود در نمونه

)Bradford, 1976 .(نمونه سه بار قرائـت شـده و منحنـی    هر
استاندارد پروتئین با استفاده از محیط اکسـل رسـم و فرمـول    

اکسـیدانت  یمطالعـه بررسـی آنـزیم آنت ـ   . دست آمدهمنحنی ب
آمونیالیاز در دو تکرار بیولوژیک انجـام  ژناز و فنیللیپوکسی

و Dodererارزیابی فعالیت آنزیم لیپوکسیژناز بـه روش  . شد
انجام شد که در آن کارایی آنزیم بسـتگی  ) 1992(همکاران

محلـول  جذب . دارد) اسید لینولئیک(به تفکیک اسید چرب 
دقیقه هر یک دقیقه بـه  10مدت نانومتر به234در طول موج 

دقیقه ثبت و فعالیت آنـزیم بـر حسـب یـک واحـد      10مدت 
گرم به ازاى میلى) کسید شده در دقیقهمیکرومول سوبسترا ا(

ارزیــابی فعالیــت . (Doderer, 1992)ین محاســبه شــدپــروتئ
و همکـاران  Polancoآمونیالیـاز بـه روش   آلانـین آنزیم فنیل

انجــام شــد ) 1984(و همکــاران Dickersonو) 2012(
)Polanco et al., 2012; Dickerson et al., 1984.( جذب

ضریب اکسیداسیون . گیري شدنانومتر اندازه290محلول در 
M-1انس سـینامیک اسـید  براي تـر  cm-19630  محاسـبه شـد .

برحسب نانو مـول تـرانس   آمونیالیاز آلانینفنیلمیزان فعالیت 
. گرم پروتئین محاسبه شدیسینامیک اسید بر دقیقه بر میل

هابر روي گیاهچهگلخانهطیدر شراشدهاعماليمارهایت-1جدول 
Table 1. Applied treatments on seedlings under greenhouse condition

CodeTreatments

Code 15
Seed inoculation with antagonist bacteria (Isolate 275) and spraying of seedlings with the
mention isolate suspension (275), 24 and 48 hours before inoculation with the R. solani.

Code 17
Seed inoculation with antagonist bacteria (Isolate 275) and spraying of seedlings with Potassium
silicate (2 Mm) 3 days before inoculation with the R. solani and spraying of seedlings with the
mention isolate suspension (275), 24 and 48 hours before inoculation with the R. solani.

Code 19
Seed inoculation with Inducer bacteria (Isolate 243) and soil drench with suspension of the
Isolate 243, 2 and 5 days before inoculation with the R. solani.

Code 21
Seed inoculation with inducer bacteria (Isolate 243) and spraying of seedlings with Potassium
silicate (2 Mm) 3 days before inoculation with R. solani and soil drench with suspension of the
Isolate 243, 2 and 5 days before inoculation with R. solani.

Code 22Seedlings inoculated with R. solani.

Code 24
Sparing of seedlings with Potassium silicate (2 Mm) as a chemical inducers 3 days before
inoculation with R. solani.

Code 26
Seedlings without any spraying or inoculation seedlings with antagonistic/inducers bacteria or
chemical inducers.
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اطلاعات مربوط به پرایمرهاهاي مرجع براي برنج وژن-2جدول 
Table 2. Reference genes for rice and the primer information

PrimerGenePrimer sequenceAmplicon length (bp)

UbqUbiquitin
5'-CTACCCCTTCAAGCCTCCAA-3'
5'-GCAGATCGAAAGCAACACCT-3'

145

LoxLipoxygenase
5'-GAAGAGGCTGTTCATGCTCG -3'
5'-TCGTCGGTGAGGAAGAAGAC -3'

117

PalPhenylamonialyse
5'-ACATCGGCAAGCTCATGTTC-3'
5'-TTGAACCCGTAGTCCAAGCT-3'

115

تعیین شدت بیماري و شاخص کنترل بیماري
ــس از    ــه پ ــاري روي گیاهچ ــه بیم ــول لک روز در 7ط

سپس ارتفاع نسبی لکه به . گیري شدتیمارهاي مختلف اندازه
گیـري و شـاخص اثربخشــی   انــدازه) RLH(یاهچـه  ارتفـاع گ 

محاسبه ) effectiveness control(تیمار روي کنترل بیماري 
Sharma(شد  et al., 1990 .(

هادادهتجزیه و تحلیل آماري
4/9نسـخه SASمحاسبات آمـاري از نـرم افـزار جهت

در اي دانکـن  چند دامنههـا از آزمـون براي مقایسه میانگینو 
.درصد استفاده شد5طح احتمـال سـ

نتایج
آنزیمـی لیپوکسـی ژنـاز    بررسی بیان ژن و فعالیت

زنی با قـارچ عامـل بیمـاري سـوختگی     پس از مایه
(R. solani)غلاف 

) 22تیمـار (بت کنترل مثژناز درمیزان بیان ژن لیپوکسی
زنـی بـا بیمـارگر افـزایش یافتـه و بـه       ساعت پـس از مایـه  72

6، )24تیمـار  (ت بـا اسـتفاده از سـیلیکا   . سیدحداکثر مقدار ر
زنی با قارچ عامـل بیمـاري شـاهد کـاهش     ساعت پس از مایه
ساعت بعد از مایه زنـی، رونـد افـزایش    24بیان بوده ولی در 

ساعت پس 72و بعد از ) 22برابر تیمار 30/10(بیان ژن آغاز 
. سـید زنی با بیمارگر این میزان بیان به حداکثر مقدار راز مایه

ساعت زودتر از 48قادر بود ) استفاده از سیلیکات(این تیمار 
.کنترل مثبت، بیان ژن لیپوکسی ژناز در گیاه را افزایش داد

ترکیب تیماري باکتري آنتاگونیست همراه با ماده القاء 
6شـدید بیـان ژن   سـبب افـزایش   ) سـیلیکات پتاسـیم  (کننده 

اگرچـه ). ترل مثبـت برابر کن164(زنی شد ساعت بعد از مایه

کاهش یافت ولـی مجـددا بعـد از    24میزان بیان ژن در زمان 
سـاعت  6ساعت، افزایش بیان بیشتري در مقایسه با زمـان  72

این در حالی است که استفاده تنهـا  . مشاهده شد) برابر67/1(
ایش بیان اگرچه باعث افز) 15تیمار (از باکتري آنتاگونیست 
) مثبتبرابر کنترل88/17(زنی شده ژن در ساعات اولیه مایه

زنی به حداکثر مقدار خود رسـید  ساعت بعد از مایه72و در 
ولی این افزایش بیان ژن، کمتر از افزایش بیان ژن نسـبت بـه   

. کننـده بـود  ي باکتري آنتاگونیست و مـاده القـا  ترکیب تیمار
رچـه باعـث   تیمار گیاهان فقط با استفاده از سـیلیکات نیـز اگ  

ر ژناز شد ولی ایـن افـزایش بیـان د   ش بیان ژن لیپوکسیافزای
ــه72و 24ســاعات  ــر از ســاعت پــس از مای زنــی بســیار کمت

ترکیب تیمـاري بـاکتري آنتاگونیسـت همـراه بـا مـاده القـاء        
کننــده ق بــاکتري آنتاگونیســت و مــاده القاتلفیــ. کننــده بــود
ژنــاز در عــث افــزایش بــالاي بیــان ژن لیپوکســیســیلیکات با

رسانی گیـاه را فعـال و   اولیه آلودگی شده و مسیر پیامحل مرا
. دهدوگیري از توسعه بیماري افزایش میتوان گیاه را در جل

، )15تیمار (میزان بیان ژن در استفاده از باکتري آنتاگونیست 
برابر 54/1ساعت، 24برابر، در زمان 161ساعت، 6در زمان 

ــان  ــا72و در زم ــا 51/3عت، س ــار م ــر تیم ــده ده القابراب کنن
).1شکل (بود) 24تیمار ) (سیلیکات پتاسیم(

صـورت مجـزا و نیـز در    استفاده از باکتري القاکننده بـه 
کسـی  ترکیب با ماده القاکننـده، باعـث افـزایش بیـان ژن لیپو    

ایش در کاربرد این افز. زنی شدساعت بعد از مایه72ژناز در 
ب آن بـا مـاده   کننده بسیار بیشـتر از ترکی ـ مجزاي باکتري القا

و ) 22تیمار (القاکننده بوده و همچنین نسبت به کنترل مثبت 
افزایش چشـمگیري را نشـان   ) 24تیمار (تیمار ماده القاکننده 

).2شکل (داد 
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و 24، 6زمـانی  فواصـل بیان ژن لیپوکسی ژنـاز در  -1شکل 
با قـارچ عامـل بیمـاري سـوختگی     زنیمایهساعت پس از 72

بر اسـاس آزمـون   26و 24، 22، 17، 15غلاف در تیمارهاي
به در هـاي داراي حـروف مشـا   اي دانکن، میـانگین چند دامنه

. داري ندارنداختلاف معنی% 5سطح احتمال 
Fig. 1. Gene expression of Lipoxygenase at the time

points of 6, 24, and 72 hours after inoculation with

R. solani, the causal agent of sheath blight disease

in treatments 15, 17, 22, 24 and 26. The means with

the same letters are not significant at 5% level

according to Duncan’s test.

و 24، 6زمـانی  فواصـل بیان ژن لیپوکسی ژنـاز در  -2شکل 
وختگی با قـارچ عامـل بیمـاري س ـ   زنیمایهساعت پس از 72

بر اسـاس آزمـون   26و 24، 22، 21، 19غلاف در تیمارهاي 
به در هـاي داراي حـروف مشـا   چند دامنه اي دانکن، میانگین

. داري ندارنداختلاف معنی% 5سطح احتمال 
Fig. 2. Gene expression of Lipoxygenase at the

time points of 6, 24, and 72 hours after inoculation

with R. solani, the causal agent of sheath blight

disease in treatments 19, 21, 22, 24 and 26. The

means with the same letters are not significant at

5% level according to Duncan’s test.

ژناز نیـز هماننـد بیـان ایـن ژن در     تولید آنزیم لیپوکسی
میزان این آنزیم . مختلف، تغییر نمودگیاه با اعمال تیمارهاي 

در گیاهان تیمار شده با عامل قارچ، نسبت به گیاهـان شـاهد   
رونـد  . داشـت ) برابـر 74/2(افزایش بیان ) بدون اعمال تیمار(

فاصـله سـاعت شـروع و در   6افزایشی تولید آنـزیم از زمـان   
زنی بیمارگر بـه حـداکثر مقـدار    ساعت پس از مایه12زمانی 

پس از آن روند کاهشـی تولیـد آنـزیم در زمـان     . خود رسید
72ساعت ادامه داشته و نهایتاً در نقطـه زمـانی   48و 24هاي 

). برابـر شـاهد منفـی   11/4(ساعت مجدداً افزایش پیدا نمـود  
ــزیم در دو   ــد آن ــزایش ســطح تولی ــانی فاصــلهاف 72و 12زم

تیمار گیاهـان بـا   .ساعت از لحاظ آماري معنی داري نداشتند
ژنـاز در  باعث افزایش تولید آنزیم لیپوکسیلیکات پتاسیمسی

22/6(زنی گیاه در مقایسه بـا گیاهـان شـاهد منفـی     آغاز مایه
دار که این افزایش مقـدار از لحـاظ آمـاري معنـی    . شد) برابر
سـاعت  12زمانی فواصلروند افزایشی تولید آنزیم در . نبود

48و ) هد مثبـت برابـر شـا  20/1(زنی بـا بیمـارگر   پس از مایه
ه حـداکثر مقـدار خـود    ب ـ) برابـر کنتـرل مثبـت   78/2(ساعت 

ژناز دهنده امکان افزایش تولید آنزیم لیپوکسیرسید که نشان
.با استفاده از سیلیکات پتاسیم می باشد

گیاهـان بـا بـاکتري آنتاگونیسـت در ترکیـب بـا       افشانه
ارچ زنـی بـا ق ـ  سیم سطح تولید آنزیم قبل از مایـه سیلیکات پتا

داري داشت که نشان بیماري افزایش قابل توجه و معنیعامل
هاي دفاعی توجه این ترکیب در افزایش واکنشاز تاثیر قابل

ژنـاز، در  تولید آنزیم لیپوکسی. گیاه داردو القاء مقاومت در
) گیاه بدون اعمـال تیمـار  (برابر شاهد منفی79/15زمان صفر 

12زمـانی  فواصـل نـزیم در  بوده و این روند افزایشی تولید آ
برابـر  13/5(سـاعت  72و ) برابـر شـاهد مثبـت   58/3(ساعت 

ایـن افـزایش   . بـه حـداکثر مقـدار خـود رسـید     ) شاهد مثبـت 
مقدار، اختلاف آماري معنی داري با دیگر ترکیبات تیمـاري  

ــاکتري . داشــت نتاگونیســت نیــز باعــث آاســتفاده از تیمــار ب
ژناز در ساعات اولیـه  کسییش معنی دار مقدار آنزیم لیپوافزا

ایـن افـزایش   . اعمال بیماري نسـبت بـه تمارهـاي شـاهد شـد     
سـاعت بـه   72مقدار در ساعات دیگر نیـز ادامـه داشـته و در    

).3شکل (حداکثر مقدار خود رسید 
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قـارچ عامـل بیمـاري    بـا زنـی مایهساعت پس از 72و 48، 24، 12، 6زمانی صفر، فواصلژناز در فعالیت آنزیمی لیپوکسی-3شکل 
هاي داراي حروف مشابه در اي دانکن، میانگینبر اساس آزمون چند دامنه،26و 24، 22، 17، 15سوختگی غلاف در تیمارهاي 

. اختلاف معنی داري ندارنددرصد5سطح احتمال 
Fig. 3. Enzymatic activity of Lipoxygenase at the time points of 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after inoculation with

R. solani, the causal agent of sheath blight disease of rice in treatments 15, 17, 22, 24 and 26. The means with

the same letters are not significant at 5% level according to Duncan’s test.

بـا قـارچ عامـل بیمـاري     زنیمایهساعت پس از 72و 48، 24، 12، 6زمانی صفر، فواصلی ژناز در فعالیت آنزیمی لیپوکس-4شکل 
به در هـاي داراي حـروف مشـا   اي دانکن، میـانگین بر اساس آزمون چند دامنه،26و 24، 22، 21، 19سوختگی غلاف در تیمارهاي 

. داري ندارنداختلاف معنی% 5سطح احتمال 
Fig. 4. Enzymatic activity of Lipoxygenase at the time points of 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after inoculation

with R. solani, the causal agent of sheath blight disease of rice in treatments 19, 21, 22, 24 and 26. The

means with the same letters are not significant at 5% level according to Duncan’s test.
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در گیـاه بـا کـاربرد بـاکتري     ژنازتولید آنزیم لیپوکسی
فـزایش  اکننده و ترکیب تیماري آن بـا سـیلیکات پتاسـیم    القا

اي که با شروع اعمال تنش، به گونه. قابل ملاحظه اي داشت
و در کاربرد تیمار باکتري مقدار آنزیم در گیاه افزایش یافته

حـداکثر مقـدار   زنـی بـه   ساعت بعد از مایـه 48القاکننده، در 
کننـده در  بـاکتري القا . رسـید ) کنترل مثبتبرابر 52/2(خود 

دار یم توانست باعـث افـزایش معنـی   ترکیب با سیلیکات پتاس
ایـن افـزایش  . ژناز در گیـاه شـود  سطح تولید آنزیم لیپوکسی

برابر شاهد 30/14(زنی آغاز قابل توجه، از ساعات اولیه مایه
ــی و   ــ30/2منف ــار س ــر  تیم ــاعت ) یلیکاتبراب ــه 72و در س ب

ــود  ــید) برابرشـــاهد مثبـــت03/3(حـــداکثر مقـــدار خـ رسـ
).4شکل (

زیمی فنیـل آمونیالیـاز   بیان ژن و فعالیت آنبررسی
زنی با قـارچ عامـل بیمـاري سـوختگی     پس از مایه

)R. solani(غلاف 
آمونیالیاز نشان دهنده تغییـر میـزان   بررسی بیان ژن فنیل

در تیمـار گیـاه بـا    . باشدي مختلف میبیان در ترکیبات تیمار
72سـاعت تـا   6، رونـد افزایشـی از   )22تیمـار (عامل بیماري 

دهنـده انجـام   زنـی مشـاهده شـد کـه نشـان     عت بعد از مایهسا
سیرهاي فرآیند مقابله گیاه با عامل بیماري و علایم ناشی از م

بـا اسـتفاده از سـیلیکات    . باشـد پیام رسانی درك بیماري مـی 
، فرآیند درك و مقابله با بیماري در مـدت  )24تیمار (پتاسیم 

بعـد از  سـاعت  24زمان کمتري صـورت گرفتـه و در زمـان    
. رسـد مـی ) 22برابـر تیمـار   85/1(مقـدار  زنی به حداکثرمایه

د تـا  استفاده از باکتري آنتاگونیست بر روي گیاهان باعث ش
یـاز  زنـی، بیـان ژن فنیـل آمونیال   در ساعات اولیـه بعـد از مایـه   

افزایش یافته که در قیاس بـا تیمـار مـاده القاکننـده مقاومـت      
. باشـد ت اولیه قابل توجه مـی این افزایش در ساعا) 24تیمار (

ساعت کاهش یافته و سـپس در  24این افزایش بیان در زمان 
ترکیـب  . رسـد ساعت بـه حـداکثر مقـدار بیـان مـی     72زمان 

در قیـاس بـا   تیماري باکتري آنتاگونیست و سیلیکات پتاسیم
دیگــر تیمارهــا، ســبب افــزایش بســیار بــالاي بیــان ژن فنیــل  

ساعت 6بیمارگر یعنی آمونیالیاز در مراحل اولیه آلودگی به
که ) برابر کنترل مثبت26/16(زنی با بیمارگر شد پس از مایه

ثر ؤتواند بسـیار م ـ جلوگیري از توسعه عامل بیماري میبراي 

ورد بـا تـنش زیسـتی، مشـابه بـا      این رفتار گیاه در برخ ـ. باشد
شرایط گیاه در برخورد با تنش در بیان ژن لیپوکسی ژناز بود 

).5شکل (
ــروز      ــث ب ــت باع ــده مقاوم ــاکتري القاکنن ــتفاده از ب اس

شابه بـا تغییـرات   تغییراتی در بیان ژن فنیل آمونیالیاز شد که م
زنی، بیـان ژن  ساعت بعد از مایه6. ژناز بودبیان ژن لیپوکسی

ساعت پس از 72و در ) ر شاهدبرابر تیما57/5(زایش یافته اف
برابـر تیمـار   56/2(زنی با بیمارگر به حداکثر مقدار خود مایه

ان دهنـده مـوثر بـودن بـاکتري     این تغییرات نش. رسید) شاهد
شـکل  (باشـد  آمونیالیاز میالقاکننده مقاومت در بیان ژن فنیل

6 .(
آمونیالیـاز نشـان داد کـه    آلانینبررسی تولید آنزیم فنیل

. گـردد تیمارهاي مختلف باعث بـروز تغییـر در بیـان ژن مـی    
داري پتاسیم در زمان صفر اختلاف معنیاستفاده از سیلیکات

مونیالیــاز در مقایسـه بـا شـاهد منفــی    آدر تولیـد آنـزیم فنیـل    
سـاعت، تولیـد   6کـه در نقطـه زمـانی    مشاهده نشد در حـالی 

قابل توجهی نسبت به شـاهد مثبـت   دار وآنزیم افزایش معنی
و به حداکثر مقدار خـود در  ) 22برابر تیمار 52/1(نشان داده 

سـاعت از  72زمـان  در حداکثر مقدار آنزیم . تیمار رسیداین
ــده      ــاده القاکنن ــت و م ــاکتري آنتاگونیس ــاري ب ــب تیم ترکی

سـاعت از تیمـار   6و صـفر سیلیکات پتاسـیم و نیـز در زمـان    
داري از ت مشاهده شد که اخـتلاف معنـی  باکتري آنتاگونیس

ــا یکــدیگر نداشــته در حــالی  ــا دیگــر لحــاظ آمــاري ب کــه ب
اعمال این . داري داشتندتیمارهاي مورد مطالعه اختلاف معنی

سـاعت  6در نقطـه زمـانی   PALتیمارها باعث تولیـد آنـزیم   
عنوان محرك سیستم دفـاعی گیـاه و القـاء    تواند بهشده و می

هاي دفـاعی  در واکنشPALبه نقش آنزیم مقاومت با توجه
).7شکل (گیاه در ساعات اولیه آلودگی به بیمارگر باشد 

تنهـایی نتوانسـت اخـتلاف    اگرچه باکتري القاکننـده بـه  
مونیالیاز نسـبت بـه تیمـار    آداري را در میزان آنزیم فنیلعنیم

هاي مختلف ایجـاد کنـد ولـی ترکیـب آن بـا      شاهد در زمان
زنـی  ساعت بعد از مایه12و 6هاي یم در زمانسیلیکات پتاس

باعث بروز افزایش قابل توجهی در مقدار آنزیم شده که این 
داري بــا دیگــر تیمارهــا داشــت   افــزایش اخــتلاف معنــی  

).8شکل (
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و 24، 6زمـانی  فواصـل بیان ژن فنیل آمونیالیـاز در  -5شکل 
با قـارچ عامـل بیمـاري سـوختگی    زنیاز مایهساعت پس 72

، بر اساس آزمـون  26و 24، 22، 17، 15غلاف در تیمارهاي 
هـاي داراي حـروف مشـابه در    اي دانکن، میـانگین چند دامنه

.اختلاف معنی داري ندارند% 5سطح احتمال 
Fig. 5. Gene expression of phenylalanine ammonia

lyase at the time points of 6, 24, and 72 hours after

inoculation with R. solani, the causal agent of

sheath blight disease in treatments 15, 17, 22, 24

and 26. The means with the same letters are not

significant at 5% level according to Duncan’s test.

و 24، 6زمـانی  فواصـل بیان ژن فنیل آمونیالیـاز در  -6شکل 
سـوختگی  زنی با قـارچ عامـل بیمـاري   مایهس از ساعت پ72

، بر اساس آزمـون  26و 24، 22، 21، 19غلاف در تیمارهاي 
هـاي داراي حـروف مشـابه در    اي دانکن، میـانگین دامنهچند

. اختلاف معنی داري ندارند% 5سطح احتمال 
Fig. 6. Gene expression of phenylalanine ammonia

lyase at the time points of 6, 24, and 72 hours after

inoculation with R. solani, the causal agent of

sheath blight disease in treatments 19, 21, 22, 24

and 26. The means with the same letters are not

significant at 5% level according to Duncan’s test.

با قـارچ عامـل   زنیمایهساعت پس از 72و 48، 24، 12، 6زمانی صفر، فواصلآمونیالیاز در ت آنزیمی فنیلنمودار فعالی--7شکل 
هاي داراي حـروف  اي دانکن، میانگین، بر اساس آزمون چند دامنه26و 24، 22، 17، 15بیماري سوختگی غلاف در تیمارهاي 

. داري ندارنداختلاف معنی% 5به در سطح احتمال مشا
Fig. 7. Enzymatic activity of phenylalanine ammonia lyase at the time points of 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours

after inoculation with R. solani the causal agent of sheath blight disease of rice in treatments 15, 17, 22, 24

and 26. The means with the same letters are not significant at 5% level according to Duncan’s test.
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بـا قـارچ عامـل بیمـاري     زنیمایهساعت پس از 72و 48، 24، 12، 6زمانی صفر، فواصلآمونیالیاز در فعالیت آنزیمی فنیل-8شکل 
به در هاي داراي حروف مشااي دانکن، میانگین، بر اساس آزمون چند دامنه26و 24، 22، 21، 19سوختگی غلاف در تیمارهاي 

. ي ندارندداراختلاف معنی% 5سطح احتمال 
Fig. 8. Enzymatic activity of phenylalanine ammonia lyase at the time points of 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours

after inoculation with R. solani, the causal agent of sheath blight disease of rice in treatments 19, 21, 22, 24

and 26. The means with the same letters are not significant at 5% level according to Duncan’s test.

در کنتـرل  یا شاخص اثربخشی تیمارهـا ) EI(و ارزیابی شاخص کنترل بیماري ) RLH(ارتفاع نسبی لکه به ارتفاع گیاهچه -9شکل 
ايماري سوختگی غلاف در مرحله گیاهچهبی

Fig 9. Relative lesion height (RLH) and evaluation of effectiveness index (EI) on control of sheath blight disease

in seedling stage

ظهور علایم بیماري و اندازه گیري میانگین طـول  
لکه در تیمارهاي مختلف

زنـی قـارچ   سـاعت پـس از مایـه   24اولیه بیماري علائم 
گزیـده شـروع و   اي اولیه آبعامل بیماري به صورت لکه ه

هـا در ابتـدا   لکه. ن مشاهده شداي روشرنگ قهوهتدریج بهبه
. اي تیـره شـدند  روشن و بـه تـدریج قهـوه   ايصورت قهوهبه

هـاي ناشـی از قـارچ عامـل بیمـاري در تیمارهـاي       طول لکـه 
48، 24هـاي  در زمان. گیري شدروز اندازه7ز مختلف پس ا

بین تیمارها بـه لحـاظ انـدازه    اريدساعت تفاوت معنی72و 
روز تیمارهــا تفــاوت 7پــس از هــا مشــاهده نشــد، ولــیلکــه
.داري از لحاظ تفاوت در طول لکه داشتندمعنی
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ثیر تیمارها در کاهش علائم بیماريأت
پـس از قـارچکش تیلـت،    19و 17ترتیب تیمارهاي به

ي اداري را در کنتـرل بیمـاري در مرحلـه گیاهچـه    تاثیر معنی
15و 21و سپس تیمارهـاي  24س از آن تیمار پ. نشان دادند

ی غلاف در مرحله بیشترین تاثیر را در کنترل بیماري سوختگ
اي تیمار شاهد نیز در گروه جداگانـه . اي نشان دادندگیاهچه

).9شکل (قرار گرفت 

بحث
هـاي  گیري میـزان بیـان ژن و مقـدار آنـزیم    نتایج اندازه

دهنــده میــزان آمونیالیــاز نشــانآلانــینیــلژنــاز و فنلیپوکســی
ــن ژن  ــان ای ــاوت بی ــا در ســطح متف ــروتئین در mRNAه و پ

با توجه بـه نتـایج، بـین وجـود و     . تیمارهاي مورد بررسی بود
و نیز عدم وجود بیمارگر، وجود و عدم وجود ماده القاکننده

ري، تفاوت کننده در ترکیبات تیماباکتري آنتاگونیست و القا
تـوان گفـت کـه    عبارت دیگر میمشاهده شد، بهچشمگیري

وجود بیمارگر در تعامل با میزبان و کاربرد سیلیکات پتاسـیم  
با توجه به . ها شداکتري، باعث القاي افزایش بیان این ژنو ب

ها در گیاه بعد از تنش زیستی و نیز بالا رفتن زیاد بیان این ژن
ها در دفاع گیـاه علیـه بیمـارگر، ایـن نکتـه      نقش مهم این ژن

شود که با حملـه عامـل بیمـارگر، گیـاه میـزان ایـن       تاکید می
پذیر ها نسبتاً القاءی این ژناز طرف. دهدها را افزایش میآنزیم

بوده و با کاربرد سیلیکات پتاسـیم و بـاکتري آنتاگونیسـت و    
. توان میزان بیان آنها را افزایش دادالقاکننده روي گیاه می

عامل بیماري سـوختگی غـلاف توانـایی افـزایش بیـان      
هـاي  این دو ژن کدکننـده آنـزیم  . ا داردرloxو palهاي ژن

ــی در مســیر فنیـ ـ  و ) phenylpropanoid(ل پروپانوییــد مهم
نــرخ بیــان ژن. باشــندمــی) octadecanoid(اوکتادکانوییــد 

lox    ــش دارد، در ــمونیک نق ــید جاس ــنتز اس ــیر س ــه در مس ک
بـه شـدت افـزایش    R. solaniگیاهـان بـرنج تلقـیح شـده بـا      

نتز اسـید سالیسـیلیک   نخستین آنزیمی که در مسیر س. یابدمی
افزایش بیان ایـن ژن  . استPALم باشد، آنزیمورد توجه می

دهد که مسیرهاي وابسته به در گیاهان برنج آلوده پیشنهاد می
ماري قـرار گرفتـه بـا    اسیدسالیسیک در گیاهان مورد حمله بی

توانـد در  هاي دفـاعی تـداخل داشـته کـه مـی     برخی مکانیسم

رسـد کـه   نظر میاز این رو، به. موثر باشدR. solaniمقابله با 
در گیاهـان  )SA(سالسـیلیک اسـید  ايدن سـطح پایـه  بالا بـو 

جاسـمونیک اسـید  برنج ممکن است منجر به افـزایش سـطح  
)JA(هاي وابسته بـه شده و در نتیجه موجب افزایش بیان ژن

ــک اســید ــد جایمونی ــودمــیPR-12و PR-3 ،PR-4مانن . ش
با نتایج طـاهري  PALهاي تحقیق حاضر در مورد آنزیم داده

در palکــه دریافتنــد کــه میــزان بیــان ژن ) 2009(و طریقــی 
.Rگیاهان بـرنج تحـت تیمـار ریبـوفلاوین پـس از تلقـیح بـا       

solaniهـاي مـرتبط بـه    آنزیم. یابد، مطابقت داردافزایش می
آمونیالیـاز و دیگـر   پراکسـیداز، فنیـل آلانـین   بیمارگر شـامل 

بیـان  ي بیمارگر افـزایش  هایی است که پس از حملهپروتئین
ت گیاه بـه  ها منجر به افزایش مقاوماین آنزیم. دهندمینشان

آمونیالیــازفنیــل آلانــین.شــوندحمــلات بعــدي بیمــارگر مــی
(PAL)آنــزیم مســیر فنیــل پروپانوئیــد تــریناولــین و مهــم

باشد، که سنتز بنزوئیک اسید، اسـید سالیسـیلیک و دیگـر    می
–تبـدیل  PAL.شودوابسته به دفاع گیاه را منجر میهايفنل

Lسـینامیک  . کندن به سینامیک اسید را کاتالیز میفنیل آلانی
نـین و  هـا، لیگ عنوان یـک پـیش مـاده بـراي فنولیـک     اسید به

هـاي پـایین   ها و دیگر متابولیـت فورانوکومارین، فیتوآلکسین
مـل زنـده و   بـا عوا PALفعالیـت آنـزیم  . کنددست عمل می

جـه تجمـع ترکیبـات    شود کـه در نتی غیرزندة مختلف القا می
. شـود ي فنلی و فلاونوئیدها را موجـب مـی  فنلی مانند اسیدها

بــا تنظــیم متابولیســم ترکیبــات مختلــف فنلــی PALآنــزیم
Wen(شود گیاهان نسبت به تنش ها را سبب میمقاومت  et

al., 2005 .( ــت ــاه  PALدر فعالی ــل گی ــر متقاب ــی اث -در ط
یط محیطـی القـاء   ر شـرا زا نظی ـعوامل غیر بیمـاري بیمارگر و

هـا و  به سـرعت تحـت تـاثیر محـرك    PALفعالیت. شودمی
در R. solaniدر پاسـخ بـه  . یابدبیمارگر افزایش میيحمله

فعالیـت  ) SA(سالسـیلیک اسـید  شده بالوبیا چشم بلبلی تیمار
PAL   افـزایش نشـان داد)Chandra et al., 2007 .(  افـزایش

دنبـال افـزایش بیـان ژن    ز بهونیالیاآمفعالیت آنزیم فنیل آلانین
ساعت 10آن پس از آلودگی با عامل بیماري در گیاه توتون 

Pseudomonasپس از آلودگی با  syringae)Denslow et

al., 2005(هاي گیاه گنـدم آلـوده شـده بـا    ، برگBotrytis

cinerea)Huang et al., 2010 (   و گیاه گنـدم در پاسـخ بـه
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ــه   ــودگی بـــــ Mycosphaerellaآلـــــ graminicola

)Gholamnejad et al., 2016 (بنابر نتـایج ایـن  . مشاهده شد
شـدت تحـت   بهPALتحقیق، سطح بیان ژن کدکننده آنزیم 

این افزایش بیـان  . تاثیر ترکیبات تیماري مختلف قرار گرفت
. در سطح رونوشت ژن، در سطح تولید آنزیم نیز مشاهده شد

، تیمار 21و 17ارهاي یمبا مقایسه تولید سطوح آنزیمی، بین ت
ت، باعث افزایش ساع72و 48، 6زمانی فواصلدر 21و 17

آمونیالیاز در گیاه شدند که از این جهت بـا  تولید آنزیم فنیل
آمونیالیـاز در  داشتند ولی سطح تولیـد آنـزیم فنیـل   هم تشابه 

. بود21بالاتر از تیمار 17تیمار 
امـل بیمـاري   در برابر عPALفعالیت ضد قارچی آنزیم

Zeighaminejad & Sharifi(قارچ سفیدك پـودري کـدو   

Sirchi, 2013(فرنگی آلوده به، گیاه گوجهF. oxysporum

f. sp. lycopersici)He & wolyn, 2005 (   و عامـل بیمـاري
R. solani    در لوبیـا چشـم بلبلـی)Chandra et al., 2007 (

بـا  ) 2014(همچنین، سیاري و همکـاران  . گزارش شده است
هـا و نیـز   هاي مقاومت به بیمـاري بررسی سطوح بیان پروتئین

هاي دخیل در مسیر مقاومت، گزارش نمودند که بیـان  آنزیم
سـاعت بعـد از   12در ارقام حساس و مقاوم برنج در palژن 

48القا توسـط بیمـارگر، افـزایش قابـل تـوجهی داشـته و تـا        
. خود رسید) يبرابر15(ساعت بعداز القا به حداکثر مقدار 

صـورت  کـه بـاکتري بـه   تحقیـق نشـان داد زمـانی   نتایج
شـود،  زنی ریشـه بـه گیـاه افـزوده مـی     خیساندن خاك یا مایه

تــري تولیــد مقــدار آنــزیم در مــدت زمــان طــولانیحــداکثر
ــی ــودم ــاکتري القاء  .ش ــال دارد ب ــه احتم ــدهالبت ــدلیل کنن ب

ت تـر، پتانسـیل لازم را جه ـ  نتاگونیستی ضعیفآخصوصیات 
نتاگونیسـت  آنزیمـی در مقایسـه بـا بـاکتري     آافـزایش تولیـد   

با این حال در مقایسه . نداشته باشد و یا ضعیف تر عمل نماید
در 17، تیمـار  21و 17وح آنزیمی، بین تیمارهـاي  تولید سط

72و 24در نقـاط زمـانی  21و تیمـار  72و 12نقاط زمـانی 
در گیـاه  ژنـاز یساعت باعـث افـزایش تولیـد آنـزیم لیپوکس ـ    

یشه، زنی ریشه و تماس باکتري از طریق ربه دلیل مایه. شدند
و در 17ژنـاز دیرتـر از تیمـار    افزایش تولید آنـزیم لیپوکسـی  

زنی با بیمـارگر، اتفـاق   ساعت پس از مایه72و 24هاي زمان
پاشـی مسـتقیم   افشـانه جهـت  بـه 17عبـارتی تیمـار   بـه . افتدمی

بـاکتري  زنـی به جهـت مایـه  21مار باکتري آنتاگونیست و تی
و تاخیر در تولیـد  سریعترتیب باعث تالقاءگر به ریشه گیاه به

ممکـن اسـت در زمـان    . نـاز در گیـاه شـدند   ژآنزیم لیپوکسی
هاي رویشـی گیـاه، القـاء    تماس مستقیم باکتري با سطح اندام

در 17عـلاوه بـر ایـن، در تیمـار     . مقاومت زودتر اتفاق بیافتد
، مقدار بیـان و مقـدار آنـزیم تولیـدي بیشـتر از      هاانتمامی زم

توانست گیاه را قبل از 17از این رو، تیمار . دیگر تیمارها بود
زایی و پس از مراحل اولیه آلودگی بـه  بیماريیندآفرشروع 

قارچ عامل بیماري، از وجود بیمـارگر آگـاه نمـوده و باعـث     
. شودژناز در گیاه لا رفتن سطح تولید آنزیم لیپوکسیبا

سم دفـاعی گیاهـان   ژناز با مکانیفعالیت آنزیم لیپوکسی
تواند در اثر کاربرد مواد ها مرتبط بوده و میبیمارگردر برابر 

(dichloroisonicotinic acid-2,6)شیمیایی مختلـف ماننـد  

INA)Schaffrath et al., 2000 (ــرنج و BABAدر ب

aminobutyric)(β-   پاسـخ  کننـده در انگور کـه نقـش فعـال
ــد، بـــــه  ــزایشدفـــــاعی گیاهـــــان را دارنـــ شـــــدت افـــ

Hamiduzzaman)یابند et al., loxافزایش بیان ژن . (2005

هـــا ماننـــد توانـــد منجـــر بـــه تولیـــد برخـــی مولکـــولمـــی
رکیبات ضد میکروبـی  هاي آزاد، تهیدروپروکسید، رادیکال

جاســمونیک اســیدرســان ماننــدهــاي پیــامو برخــی مولکــول
Croft(شــود مــی et al., 1993 .( ــزیم اصــلی در مســیر آن

ه منجر به سنتز جاسمونیک ک)octadecanoid(اکتادکانوئید
جاسمونات بعد از تولید . باشدمیLOXشود، آنزیم اسید می

، سریعاً بعد از تیمار گیاهان با برخـی مـواد   LOXاولیه توسط 
شیمیایی و یا آلودگی گیاهان با عامل بیماري، تجمع یافتـه و  

شـــود ایـــت باعـــث افـــزایش مقاومـــت گیاهـــان مـــی در نه
)Creelman & Mullet, 1997 .(    در نتـایج مطالعـه سـیاري و

رســانی اســید بــه امکــان نقــش مســیر پیــام) 2014(ن همکــارا
جاسمونیک در القا پاسخ دفاعی در برنج بعد از حملـه عامـل   

Sayari)بیماري سوختگی غـلاف اشـاره شـده اسـت     et al.,

سـاعت بعـد از   24تـا  12داشـتند کـه در   ایشان بیـان  . (2014
LOX، سـطح تولیـدي   R. solaniبـا  آلودگی گیاهـان بـرنج   

هـاي  نگر مداخلـه ایـن آنـزیم در مکانیسـم    یافته و بیـا افزایش
) 2000(دونـگ و بیـر   . باشـد مقاومت برنج به این بیماري می

ــایج مشــابه در خصــوص نقــش   ــه نت ــز ب ــزایش LOXنی در اف
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نتـایج  (Dong & Beer, 2000).ندمقاومت گیاه اشاره داشـت 
تحقیق نشان داد که باکتري القاءگر در ترکیب بـا سـیلیکات   

یــد ســطح بــالاتري از آنــزیم    پتاســیم توانســت باعــث تول  
مـار بـاکتري القـاء گـر شـود کـه       ژناز در قیاس با تیلیپوکسی

دهنده تاثیر مثبت باکتري القـاءگر در افـزایش مقاومـت    نشان
زا و نیز افزایش کارایی اسـتفاده از  یماريعامل بگیاه در برابر 

سـیلیکات  ، گفـت تـوان مـی در نتیجه. استسیلیکات پتاسیم 
قادر است گیاه را وارد مسیرهاي مقاومت نموده و پتاسیم نیز 

در هـر صـورت  .باعث القاء مقاومت و تحمل در گیـاه شـود  
مـاده القاءکننـده مقاومـت،    در مقایسه باباکتري آنتاگونیست 

. نشان دادی بالاتري در افزایش بیان ژن لیپوکسی ژناز توانای
برابـر شـاهد   26/1، 17صـفر تیمـار   زمـان  همچنین، در 

آمونیالیاز تولید نمود که مبین آن اسـت کـه   منفی آنزیم فنیل
کننـده مقاومـت   تاگونیست در ترکیب با مـاده القاء باکتري آن

نـی بـا   زز مایـه توانست سطوح تولید آنـزیم مـذکور را قبـل ا   
صـفر و در  زمـان این مهـم در  . بیمارگر در گیاه افزایش دهد

دهنـده افـزایش   برابر با شاهد منفـی بـود کـه نشـان    ،21تیمار 
در مقایسـه بـا   )17تیمار (275کنندگی باکتري خاصیت القاء

275بـاکتري  اسـترین  که مضافاً این. باشدمی) 21تیمار (243
بـاکتري  اسـترین  ي گیاهچـه ولـی  پاشـی رو افشانهبه صورت 

زنـی  ضافه نمودن بـه خـاك روي گیـاه مایـه    صورت ابه243
عوامــل کنتــرل بیولوژیــک، کنتــرل بیمارگرهــاي . شــده بــود

کیبـات شـیمیایی مسـتقل کـرده و     گیاهی را از وابستگی به تر
هـا از بـاکتري   برخـی گونـه  . دار محیط زیست هسـتند دوست
ــوژیک Pseudomonasجــنس  ــرل بیول ــین عوامــل کنت ی در ب

مشـاهده شـده اسـت، ایـن     . موثر علیه بیمارگرها قـرار دارنـد  
رشد گیاه را با تولید مواد بهبوددهنـده رشـد گیـاهی    باکتري 

ــی  ــت م ــن رو  تقوی ــد و از ای PGPR)plantکنن growth

promoting rhizobacteria (شــوندنامیــده مــی .PGPR هــا
هاي دفاعی نهفته گیاهیطور سیستمیک مکانیسمتوانند بهمی

ISR)induced systemicرا که مقاومت سیستمیک القـایی  

resistance (شود، فعال کنند نامیده می)Hammerschmdit,

انــد کــه تیمــار عــلاوه بــر ایــن، مطالعــات نشــان داده). 1995
توانـد باعـث القـا    گیاهان با برخی مواد شیمیایی مـی خارجی

هـــاي مــرتبط بـــا  جمـــع پــروتئین مقاومــت سیســتمیک و ت  

زایی شده و منجر به کاهش خسارت ناشی از چنـدین  ريبیما
ــف گــردد   ــل بیمــارگر در محصــولات مختل ,Gozzo(عام

هــاي عصــاره(ترکیبــات طبیعــی از ایــن رو کــاربرد). 2003
تواننــد و شــیمیایی نظیــر ســیلیکات پتاســیم کــه مــی) گیــاهی

صـورت سیسـتمیک درگیاهـان القـا نماینـد، از      مقاومت را به
Hammerschmidt(دارنــد اهمیــت خاصــی برخور et al.,

2001.(
هش علایم بیمـاري در  نتایج بررسی تاثیر تیمارها بر کا

بیشـترین تـاثیر و تیمـار    17اي نشان داد، تیمار مرحله گیاهچه
کمترین تاثیر در کاهش علایم بیماري سوختگی غـلاف  15

را نشان دادند که مبین تاثیر مثبت استفاده ترکیبـی از جدایـه   
در واقـع ایـن تـاثیر    . باشدبا سیلیکات پتاسیم مییستآنتاگون

آنتاگونیسـت یـا سـیلیکات    بیشتر از زمـانی بـود کـه بـاکتري     
نتایج این تحقیـق  . صورت منفرد استفاده شده بودندپتاسیم به

ــل از ارز  ــایج حاص ــا نت ــاهش   ب ــابه در ک ــاي مش ــابی تیماره ی
نشـان داد کـه   ) booting(هاي بیمـاري در مرحلـه شـکم    لکه

ا سـیلیکات پتاسـیم   کیب استفاده از باکتري آنتاگونیست ب ـتر
داري در کنترل بیمـاري در مقایسـه بـا اسـتفاده     نیز تاثیر معنی

تنها از باکتري آنتاگونیست یا سـیلیکات پتاسـیم داشـته بـود    
)unpublished data .(De Souza Cortesکـــاران و هم
یبی سیلیس اي به لحاظ استفاده ترکنیز به نتایج مشابه) 2015(

Burkholderiaبا سه گونـه   pyrrocinia ،P. fluorescens و
Trichoderma asperellumــه ــاهش لک ــاري و ک ــاي بیم ه

De Souza).درصـد رسـیده بودنـد   96میزان بلاست برنج به

Cortes et al., 2015)

دستیابی به راهکارهاي مناسب با هدف مدیریت مبارزه 
. باشدمله اهداف محققان میگیاهان از جهايتلفیقی بیماري

ها، کاهش خسـارت  ها، کنترل بیماريهدف نهایی این روش
از ایـن رو  . باشـد ادي آنها و نیز حفظ محیط زیست مـی اقتص
توان گفت که القا مقاومت یک پدیده امید بخش بـوده و  می

بــا هــدف دســتیابی بــه توجــه بــه ترکیبــات تیمــاري مختلــف
رزه تلفیقــی در تحقیقــات وري در سیســتم مبــابیشــترین بهــره

کیـب تیمـاري   تر. کشاورزي مورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت    
و 24پاشـی افشـانه صورت بذرمالی و باکتري آنتاگونیست به

پاشیافشانهزنی با قارچ عامل بیماري و ساعت قبل از مایه48
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زنـی گیاهچـه بـا    و مایـه ) سیلیکات پتاسیم(کننده با ماده القاء
سبت به سایر ترکیبات تیماري توانسـت  قارچ عامل بیماري، ن

افـزایش سـطح بیـانی و تولیـدي     تـري، سـبب   در زمان کوتاه
هاي دخیل در مکانیسم مقاومت گیاه بـرنج بـه بیمـاري    آنزیم

سوختگی غلاف برنج شده و از ایـن طریـق امکـان دریافـت     
تر پیام تـنش و افـزایش مقاومـت بـه بیمـاري را فـراهم       سریع
تواند گیـاه را  ده از سیلیکات پتاسیم میهمچنین، استفا. نماید

زودتر وارد مسیرهاي مقاومتی نموده و باعث القاء مقاومت و 

تحمل در مقابل تنش زنده و قارچ عامـل بیمـاري سـوختگی    
.  غلاف برنج گردد

سپاسگزاري
آوري وسیله از پژوهشـکده ژنتیـک و زیسـت فـن    بدین

طـی  ه در علوم کشاورزي و منـابع طبیعـی سـاري ک ـ   دانشگاه
مین امکانات پژوهشی، ضمن تأ،فرصت مطالعاتیمدت زمان 

.شـود میرا در انجام تحقیق یاري نمودند، صمیمانه تقدیر ما
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Abstract

Induced resistance is one of the ways by which plants cope with the biotic stress. Phenylalanine ammonia-

lyase (PAL) and lipoxygenase (LOX) as inducible defense enzymes, are synthesized by plant in response to

biotic stress. This research was carried out with the aim of investigating the effect of Pseudomonas sp. isolates

(antagonistic and inducer bacteria) and potassium silicate treatment on expression changes and production of

enzymes at 0, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after rice seedling contamination of Fajr cultivar to R. solani, the causal

agent of rice sheath blight disease. Analysis of gene expression showed that the maximum expression was

observed in 72 hours after plant inoculation, and the combination of antagonistic bacteria and potassium silicate

as an inducer had the highest expression during the first 6 hours of infection. Analysis of enzyme content showed

that the use of treatment compounds in the initial time interval of zero to 6 hours were caused a significant

increase in protein content, which was more than the phenylalanine ammonia-lyase in the combination of the

antagonistic bacteria and the potassium silicate as an inducing agent for the lipoxygenase enzyme. In general, by

attacking the pathogens, the plant increases the amount of these enzymes due to the important role of these genes

in defense against the pathogen. Increasing the expression level of these genes directly increases the activity of

the enzymes which indicate direct role of these gens in plant defense system, that, it is possible to increase their

expression by applying potassium silicate and antagonistic and inducer bacteria on the plant.
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