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چکیده
هاي صورت محركستند که بههمیکروبی ذرات عوامل ضدنانو. باشدمیدنیادربرنجهايبیماريترینمخربوترینمهمازبلاست

تأثیرات نانو. وامل بیمارگر شوندمقاومت در گیاه در برابر عيتوانند موجب القامیزیستی مورد استفاده قرار گرفته و زیستی و غیر
هاي قارچی مختلف گیاهان از جمله قارچ عامل بیماري بلاستمختلف در بازدارندگی بیمارگربیولوژیکذرات بیولوژیک و غیر
هاي دفاعی اومت و بیان ژنبیماري از طریق القاء مقاما در مورد تاثیر نانوذره بیولوژیک بر کنترل این.به اثبات رسیده است

Trichodermaاز قارچسنتز شدهمطالعه، علاوه بر تأثیر مستقیم نانوذره نقره بیولوژیک ایندر. اي صورت نگرفته استمطالعه

harzianumمقاومت سیستمیک در رقم حساس طارم محلی بر قارچ يمستقیم آن از طریق القاتأثیر غیرآزمایشگاه، در شرایط
نانوذره باگیاه تیمارشدهدردفاعیمهمژنچندبیانبدین منظور،. بررسی شددر شرایط گلخانهMagnaporthe oryzaeبیمارگر

روش بابا بیمارگرقیحتلازپسمختلفهايزماندر) تیمار فاقد نانوذره نقره بیولوژیک(گیاهان شاهد بادر مقایسهبیولوژیک
Real–time qPCRهاي مختلف نانوذره بیولوژیک در نتایج بررسی مستقیم حاکی از تأثیر مثبت غلظت.قرارگرفتبررسیمورد

و 27، 18، 9، 5/4هاي میزان بازدارندگی از رشد بیمارگر در غلظتکه طوريدر مقایسه با تیمار شاهد بود، بهکاهش رشد بیمارگر
برنجگیاهبرهمکنشفنوتیپیبررسی.درصد بود92و 81، 56، 28، 7به ترتیب در مقایسه با تیمار شاهد لیتر گرم در میلیمیکرو36

شدهتیمارداري بین شدت بیماري در گیاهاناختلاف معنیکهدادنانوذره بیولوژیک نشانحضوردربیماري بلاستعاملقارچو
بین دو LOXوNPR1 ،PR2 ،PR3هاي ژنتجمع ترانوشتهمچنین.وجود نداردشاهدگیاهانباایسهمقدرنانوذره بیولوژیکبا

مستقیم نانوذره نقره بیولوژیک سنتز شده بر بیمارگر ثیر غیرأبنابراین، ت.ندادنشانراداريملاحظه و معنیقابلتیمار مذکور، افزایش
.باشدقابل توجه نمیهاي دفاعی گیاه برنج از طریق القاء مقاومت و افزایش بیان ژن

، تریکودرماه، نیترات نقرمقاومت القایی،PRهاي القاگر، بیمارگر، ژن: هاي کلیديواژه

مقدمه
Oryza sativa(برنج L.(دنیازراعیگیاهانترینمهماز

بهکشت راقابلزراعیاراضیازوسیعیسطحکهباشدمی
با توجه به افزایش رشد جمعیت، و دادهاختصاصخود

عنوان دومین غله پرمصرف جهان رو به میزان مصرف آن به

Lin)د باشافزایش می et al., 1995; Singh et al., 2012)

هاي زیستی هستند که ترین تنشهاي گیاهی از مهمبیمارگر
Singh)را تهدید نمودهحیات گیاهان et al., و (2012

ترین عوامل اتلاف ها از مهمهاي ناشی از آنبیماري
.(Agrios, 2005)شوند محصولات کشاورزي محسوب می
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محصول برنج نیز از این قاعده مستثنی نبوده و تولید آن 
.باشدمیهمراهغیر زندهوزندهمختلفهايتنشباهمواره

قارچدر این میان، بیماري بلاست برنج که توسط
Magnaporthe oryzae Couchترین ، از مهمشودایجاد می

رشديةدورطولدرقارچیهايبیماريو مخرب ترین
باشد که تأثیر منفی قابل توجهی بر روي تولید میبرنجگیاه

که کاهش محصول ناشی از آن طوريبرنج در جهان دارد، به
Singh)درصد برسد65تواند به بیش از در ارقام حساس می

et al., هاي ها قبل در استاندر ایران، بیماري از سال(2012.
مازندران و گیلان وجود داشته است و از نظر گسترش و 
میزان خسارت وارده، نخستین بیماري برنج محسوب شده و 

بیماري، ۀتحت شرایط مطلوب براي بیمارگر و توسع
دکنی را به ارقام محلی برنج وارد میخسارت قابل توجه

(Padasht Dehkaei & Izadyar, 2007). بیمارگر، برنج را
هاي اي آلوده نموده و موجب نشانهدر تمام مراحل توسعه

& Howard)شودبلاست برگ، طوقه، گردن و خوشه می

Valent, 1996) .زا و در نتیجه با کنترل عوامل بیماري
توان علاوه بر افزایش ها میکاهش خسارت ناشی از آن

عملکرد، کیفیت محصولات تولیدي را نیز ارتقا داد 
(Agrios, 2005) .ازناشیمحیطیزیستهايآلودگی

ها، بیماريکنترلجهتشیمیاییسمومرویۀمصرف بی
و کاهش تحمل بسیاري هاکشقارچبهمقاومهاينژادظهور

شکست مقاومت در مواجهه با تنوع ۀاز ارقام مقاوم در نتیج
وجدیدهايروشۀارایبالاي جمعیت بیمارگر، سبب

& Song)استشدههابا بیمارگرمقابلهجهتمتفاوت

Goodman, 2001; Grover & Gowthaman, 2003).
را ) basal resistance(شان گیاهان قادرند سطح مقاومت پایه

اي به نام مقاومت بیمارگر از طریق پدیدهۀدر برابر حمل
زیستی هاي زیستی و غیرتواند از طریق محركالقایی که می

ذرات از جمله عوامل ضدنانو.حاصل شود، افزایش دهند
هاي صورت محركکه بهشوند میکروبی محسوب می

توانند زیستی مورد استفاده قرار گرفته و میزیستی و غیر
در گیاه در برابر عوامل بیمارگر شوند موجب القاء مقاومت

(Imada et al., 2016; Anusuya & Sathiyabama,

ومحیطیزیستهاينگرانیرشدبهتوجهبا.(2015

سنتزشیمیاییوفیزیکیهايروشازناشیجانبیعوارض
سنتزهايروشدنبالبهمحققانازبسیاريذرات،نانو

شاملبیولوژیکیهاي سنتزپروتکل.آن هستندبیولوژیکی
سنتزبرايتوانندمیکهاندبیولوژیکیعواملاززیاديانواع

بیولوژیکی، عواملمیاناز.استفاده شوندفلزيذراتنانو
وهاها، مخمرها، قارچهایی مانند باکتريارگانیسممیکرو

Rai)شوند میاستفادهتريعمدهطوربههااکتینومیست et

al., هاي آنزیمزیادمقادیرتولیددلیلبههاقارچ.(2013
نیازفلزيذراتنانوسنتز بیولوژیکبرايکهخارج سلولی

راحتی قابل کشت و جداسازي هستند،که بهاست و این
کارآمدترسلولیتکموجوداتوهابه باکترينسبت

Mandal).اند شده et al., غیرهايقارچبیندر(2006
شود،میاستفادهفلزيذراتنانوبیوسنتزبرايکهزابیماري

Trichodermaهايگونه spp.خطر بیزیستمحیطبراي
در مقیاسذرات رانانوبیوسنتز خارج سلولیتواناییبوده و

Vahabi(بالایی دارند et al., 2014.(Trichoderma

کنترل ۀمشهورترین و مؤثرترین جنس قارچی در زمین
چندین گونه از .هاي گیاهی استزیستی بیمارگر

، عوامل کنترل زیستی مؤثري هستند Trichodermaجنس
ها علاوه بر واکنش که فعالیت آنتاگونیستی آن

قیم، شامل پاسخ دفاعی سیستمیک مایکوپارازیتی مست
شود شود که توسط کلونیزاسیون ریشه در گیاه القاء میمی

(Harman et al., ذراتنانونیزذراتبین نانودر. (2004
بوده میکروبیضدخاصیتلحاظازهاآنترینمحبوبنقره

باشند هاي قارچی گیاهی را دارا میپتانسیل کنترل بیمارگرو
(Mahdizadeh et al., ازاستفادهبه مزایايبا توجه.(2015

برزیستیهايکشوجود آفتشکبدونها،مولکولنانو
بخشدرانقلابیتواندمیشدهبیوسنتزذراتنانوۀپای

نتایج نشان داد . (Mishra & Singh, 2015)باشد کشاورزي
بر بیولوژیک سیلیکاي غیر–نانوذره نقرهکه نانوذره نقره و 

بیماري کاهش و جلوگیري از رشد میسلیوم قارچ عامل 
,Akter)باشد میمؤثر در شرایط آزمایشگاهی بلاست برنج 

2019; Elamawi & El–Shafey, 2013; Park et al.,

2006).Jo et al. هاي نیز کاهش تشکیل اسپور(2009)
.Mقارچ oryzaeدر محیط کشت حاوي نانوذره نقره غیر-
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همچنین تیمار این نانوذره قبل .بیولوژیک را گزارش نمودند
از تلقیح قارچ مذکور، سبب کاهش شدت بیماري لکه 

Jo(شد )turfgrass(گراس چمن ترفبرگی خاکستري در 

et al., بیولوژیک کیتوزان نیز بر روي نانوذره غیر). 2009
-تأثیر گذاشته و ترکیب آن با غلظتM. oryzaeرشد قارچ 

)protocatechuic acid(هاي مختلف اسید پروتوکاتکویک
Inhibition(سبب افزایش بیشتر قطر ناحیه بازدارندگی

zone( نسبت به نانوکیتوزان تنها شد)Pham et al., 2019(.
بیولوژیک موجب کاهش تولید سختینه نانوذره نقره غیر

Rhizoctoniaو کاهش رشد میسلیوم قارچ) اسکلروت(

solani Kühn،در شرایط عامل سوختگی غلاف برنج
و کاهش شدت بیماري در شرایط گلخانهآزمایشگاهی

Soltani Nejad)گردید et al., نانوذره نقره .(2017
Trichodermaبیولوژیک سنتز شده از قارچ  viride موجب

.Rبازدارندگی رشد قارچ solani گردید)Motalebi et al.,

Rifaiنانوذره بیولوژیک سنتز شده از قارچ).2016

Trichoderma harzianumپژمردگی فوزاریومی فلفل
(Fusarium oxysporum f. sp. capsici)را کنترل(Al

Abboud, 2018) و از رشد میسلیوم و تشکیل سختینه جدید
Sclerotiniaقارچ  sclerotiorum Lib. (de Bary)) عامل

Guilger(جلوگیري نمود ) کپک سفید سویا et al., 2017 .(
سنتز شده از بیولوژیکذرات نقره ی دیگر نیز نانودر تحقیق

موجب جلوگیري از رشد Trichodermaهاي مختلف گونه
.Sزنی سختینه در قارچقارچ، تشکیل و جوانه

sclerotiorum شد)Tomah et al., 2020 .( نانوذره نقره
Trichodermaبیولوژیک سنتز شده از قارچ

longibrachiatum Rifai ًدرصد از تشکیل 100تقریبا
–زمینیدر محیط کشت سیبM. oryzaeکلنی قارچ

) PDA=potatoto dextrose agar(آگار –دکستروز
Elamawi(جلوگیري نمود  et al., 2018 .(Song و

تولید شده بیولوژیکنشان دادند نانوذره )2018(همکاران 
Chaetomiumاز قارچ  elatum Kunze در جلوگیري از

باشدمؤثر میM. oryzaeرشد میسلیوم و تولید اسپور قارچ 
)Song et al., تولید شده بیولوژیکذرات نانو). 2018

موجب کاهش Chaetomiumهاي مختلف توسط گونه

و همچنین موجب تولید M. oryzaeتولید اسپور قارچ 
ر ر برابها در گیاه برنج و محافظت از آن دفیتوآلکسین

Song)بیماري بلاست برنج گردید et al., 2020) . کاربرد
هاي مختلف قارچ ذرات نقره بیولوژیک حاصل از جدایهنانو

Trichodermaقارچی موجب ۀ، به تنهایی و یا همراه با جدای
یداز سپراکهاي دفاعیمقاومت و افزایش فعالیت آنزیميالقا

)(POD ،لیازآلانین آمونیافنیل)PAL ( پلی فنل اکسیدازو
)PPO ( و کاهش شدت بیماري پوسیدگی ریشه خیار ناشی

تیمار ).Zare, 2017(گردیدF. oxysporumاز قارچ
Pythiumنانوذره بیولوژیک سنتز شده از قارچ

aphanidermatum Fitzp. (Edson)هاي آنزیميسبب القا
ر عامل پوسیدگی ریزوم زردچوبه دفاعی و مقاومت در براب

تیمار ریشه .(Anusuya & Sathiyabama, 2015)شد
سید منیزیم موجب بیولوژیک اکگوجه فرنگی با نانوذره غیر

PR1،(Pathogenesis related geneهاي افزایش بیان ژن

Salicylic acid–inducibleالقاء شده با سالیسیلیک اسید(1

PR1)(،ژناز آلبپوکسی(LoxA)القاء شده با جاسمونیک
3و1–و بتا(jasmonic acid–inducib LoxA)اسید

در ریشه و طوقه و القاء مقاومت سیستمیک در گلوکاناز
Ralstonia solanacearumبرابر باکتري Smith عامل ،

Imada)پژمردگی باکتریایی گوجه فرنگی شدبیماري  et

al., مستقیم نانوذره این تحقیق، تأثیر غیردر .(2016
مقاومت ياز طریق القابر بیماري بلاست برنج بیولوژیک 

و تعیین میزان بیان بیماري بررسی شد در مقابلگیاه میزبان 
از قبیل هاي دخیل در مقاومت به بیماريتعدادي از ژن

NPR1)Nonexpressor of pathogenesis related genes

1( ،PR2 ،PR3 وLOX با استفاده از روشReal–time

qPCR در شرایطin vivo)و تأثیر مستقیم آن از )گلخانه
بازدارندگی رشد کلنی قارچ بیمارگر در طریق ارزیابی 

.مورد مطالعه قرار گرفت) دیشدرون پتري(in vitroشرایط
هاي هایی است که در برابر تنشاولین ژنءجزNPR1ژن 

در گیاه بیان شده و افزایش ) غیرهبیمارگر وۀحمل(مختلف 
زایی هاي مرتبط با بیماريیان آن در افزایش بیان دیگر ژنب

(PR genes= Pathogenesis related genes)نقش دارد .
جاسمونیک –سالیسیلیک اسیداثر متقابل ۀواسطNPR1ژن 
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مقاومت اکتسابی رسانهاي پیاممسیرةکنندو تنظیماسید
SAR)Systemicسیستمیک acquired resistance ( و

ISR،(Induced systemicومت سیستمیک القایی مقا

resistance)هاي ژن.باشدمیPR2 وPR3 بابه ترتیب
سید و جاسمونیک اسید و همچنین از طریق اسالیسیلیک 

شوند و در القاء میختلف در گیاه هاي ممحركها و بیمارگر
–بتاهايآنزیم.ها نقش دارندمقاومت گیاه در برابر بیمارگر

به (Class I basic chitinase)و کیتیناز گلوکاناز3و1
شوندها در گیاه تولید میبیان این ژنۀترتیب در نتیج

(Dong et al., 1998; Reymond & Farmer, 1998;
Pieterse et al., 2014; Edreva, 2005; Golshani et al.,

2015) .PRهاي عنوان مارکرها بهSARشوندشناخته می .
هاي ، بیانگر تنوع استراتژيISRها در PRنقش عدم ایفاي 

ها فقط یکی از PRدهد که دفاعی گیاه بوده و نشان می
.Mقارچ . (Edreva, 2005)باشد چندین ابزار دفاعی گیاه می

oryzaeهایی که در بیمارگر. باشدمیبیوتروف همی
ي بیوتروفی و در ادامهبیوتروف بوده و داراي چرخههمی

هاي تنظیم شده با سالسیلیک دفاعباشند،نکروتروفی می
در مقاومت پایه در برابر اتیلن–جاسمونیک اسیداسید و 

Van Loon(بیمارگر مشارکت دارند  et al., 2006.(

هامواد و روش

قارچ بیمارگر ۀمواد گیاهی و جدای
عنوان رقم در این تحقیق بذر برنج طارم محلی، به

بیماري بلاست، از بخش تحقیقات اصلاح و تهیه حساس به 
) آمل(معاونت مازندران –بذر مؤسسه تحقیقات برنج کشور

.Mقارچ KBHۀو جدای oryzae با درجه بیماریزایی بالا
ین اها از بخش تحقیقات گیاهپزشکی جهت تلقیح گیاهچه

.)Khosravi, 2006(مؤسسه تهیه و مورد استفاده قرار گرفت 

تعیین مشخصات نانوذره نقره بیولوژیکبیوسنتز و
قارچ جهت سنتز بیولوژیک نانوذره نقره، تعداد هشت جدایه 

Trichodermaۀمتعلق به گونT. harzianum s. l.) جداشده
از کلکسیون ) 1385از خاك مزارع برنج استان مازندران در 

شناسی پردیس شناسی بخش بیماريآزمایشگاه قارچ

و در تهران تهیه گردیددانشگاه کشاورزي و منابع طبیعی 
براي سنتز نانوذره ) C.P.K 4499(نهایت تنها یک جدایه 
از قارچ سنتز نانوذره بیولوژیک. بیولوژیک انتخاب شد

Trichoderma ،طبق روش دوي و همکاران(Devi et al.,

ابتدا پنج عدد بلوك . با اندکی تغییرات انجام شد(2013
متري از حاشیه کشت جوان پرگنه قارچ لیومی پنج میلیمیس

لیتر محیط کشت میلی50ارلن حاوي فلاسکبرداشته و به
(potato broth dextrose)براثدکستروزمایع سیب زمینی

مدت چهار روز درون شیکر ها بهسپس نمونه. منتقل شد
درجه 25–27دماي دور در دقیقه و 150سرعتانکوباتور با 

زیست توده حاصل سه مرتبه با آب . سلسیوس نگهداري شد
لیتر میلی50سپس با دیونیزه سترون بخوبی شستشو شده و

مدت سه روز درون شیکر آب مقطر سترون مخلوط و به
درجه25–27و دماي دور در دقیقه 200سرعتانکوباتور با 

سوسپانسیون از کاغذ فیلتر واتمن . سلسیوس نگهداري شد
-میلی50آمده با بدستةعبور داده شده و عصار1شماره 

مدت مولار ترکیب شد و بهیک میلیلیتر محلول نیترات نقره
پنج روز در شرایط تاریکی قرار گرفت تا واکنش انجام شده 

براي مانیتور کردن . سنتز گرددبیولوژیکو نانوذره نقره 
هاي به نانوذره نقره و تعیین ویژگی) +Ag(کاهش یون نقره 

ذرات در محلول نانو)optical characteristics(نوري 
ها در دستگاه طیف سنج مولار، نمونهیک میلینیترات نقره

در (UV–Vis Spectrophotometer)فرابنفش –مرئی
هاي متر اسکن و نمودارنانو300–800طول موج ةمحدود

اندازه و مشخصات ساختاري نانوذره . طیف جذبی رسم شد
سنتز شده، از طریق میکروسکوپ الکترونی بیولوژیکنقره 

=SEM(روبشی  Scanning Electron Microscopy ( تعیین
ها به گیري غلظت نانوذره سنتز شده، نمونهبراي اندازه. شد

ع آزمایشگاه مرکزي دانشگاه علوم کشاورزي ساري و مناب
طبیعی فرستاده و با استفاده از دستگاه نشر اتمی پلاسماي 

. تعیین غلظت شد(MP–AES)مایکروویو 

هاي برنج با نانونقره بیولوژیک و تیمار گیاهچه
تلقیح توسط بیمارگر 
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زنی و بذور رقم طارم محلی پس از ضدعفونی، جوانه
هاي پلاستیکی حاوي چه، به گلدانچه و ساقهتولید ریشه

با اك سترون شدة شالیزار منتقل شده و در شرایط گلخانهخ
ساعت تاریکی و دماي 8ساعت روشنایی و 16تناوب نوري 

درصد نگهداري 70درجه سلسیوس و رطوبت نسبی 2±25
ها چهار هفته پس از کاشت در گلدان، از گیاهچه. شدند

عامل بیماري پاشی سوسپانسیون اسپور قارچطریق افشانه
هاي بالایی بر روي برگ) لیتراسپور در میلی105غلظت (

قبل از تلقیح بیمارگر، ساعت24. گیاه، تلقیح شدند
. قرار گرفتند) <٪90(ها در رطوبت نسبی بالا گیاهچه

هاي مورد بررسی شامل تیمار نانوذره نقره بیولوژیک و تیمار
در تیمار نانوذره نقره . بود) فقط بیمارگر(تیمار شاهد 

Sena)ساعت قبل از تلقیح بیمارگر48ک، ژیبیولو et al.,

پاشی صورت افشانهبهنانوذره بیولوژیک، محلول(2013
. ها تلقیح شدهاي پایینی گیاهچهبرگی بر روي برگ

، )قبل از تلقیح بیمارگر(هاي زمانی صفر برداري در بازهنمونه
عت پس از تلقیح بیمارگر و از سا96و 72، 48، 24

. ها صورت گرفتگیاهچه)اول و دوم(بالایی هايبرگ
و تا شروع ندها بلافاصله در ازت مایع قرار گرفتنمونه

درجه سلسیوس نگهداري –80هاي مولکولی در فریزرکار
. شدند

توسعۀ بیماري
هاي بیماري بلاست روي برگۀبراي بررسی توسع

بیماري با معیار صفر تا نه بر اساس ، شاخص شدتگیاهچه
(Standard Evaluation System)سیستم ارزیابی استاندارد

مورد ) IRRI, 2013(المللی تحقیقات برنج مؤسسه بین
هاي حاصل با تجزیه واریانس داده.ارزیابی قرار گرفت

Soltani)1.9نسخه SASافزار و در نرمtاستفاده از آزمون

& Torabi, 2014)انجام شد.

هاي دفاعی گیاهبیان ژن
cDNAو ساخت RNAاستخراج 

RNXTMاز کیتRNAمنظور استخراجبه Plusشرکت
ها با برگ. استفاده گردید(Cat. No: RN77BC)سیناژن

مطابق با کل RNAشده و ازت مایع در هاون سترون، پودر
RNAکیفیت . دستورالعمل شرکت سازنده استخراج شد

درصد2/1اسـتخراج شده، توسط الکتروفورز در ژل آگارز 
از DNAهاي احتمالی منظور حذف آلودگیارزیابی و به

RNA استخراج شده، از کیتDNaseI RNase–free

) Fermentas, Cat. No: EN0525(ساخت شرکت فرمنتاز
مربوط به هر نمونه با استفاده از کیتcDNA.استفاده شد

Revert Aid™ first strand cDNA Synthesis شرکت
الیگومر تیمیدینمنظور از آغازگردینب. فرمنتاز، ساخته شد

(oligodT)آنزیموReverse Transcriptase استفاده
گردید و تمامی مراحل طبق دستورالعمل کیت صورت 

شده با سنتزcDNAهاي صحت عملکرد نمونه.گرفت
، بر اساس ژن GAPDHو آغازگر RT–PCRاستفاده از 

بررسی و ارزیابی برنج،)Housekeeping gene(داريخانه
درصد انجام 2/1بر روي ژل آگارز PCRمحصول واکنش 

.شد

هامحاسبه سطح بیان ژنوReal time PCRواکنش 
Quantitativeهاي مورد مطالعه با روشسطح بیان ژن

real–time PCRو استفاده از دستگاهStepOnePlus Real–

Time PCRشرکتApplied biosystems و طبق
Maxima SYBR Green/ROX qPCRدستورالعمل کیت 

Master Mix (2X))،شرکت فرمنتازCat. No: K0221 (
سنتز شده براي انجام تمام DNAنمونه . بررسی شد

در حجمPCRهر واکنش. رقیق شد1:4ها در حجم واکنش
لیتر مخلوط سایبرگرین، میکرو5/7میکرولیتر و شامل 15

مولار از هر میکرو10لیتر آب عاري از نوکلئاز، میکرو5/4
Reverse)برگشتو) Forward primer(رفت آغازگر

primer)لیتر از و یک میکروcDNAرقیق شده بودي الگو .
سازي اولیه اي پلیمراز شامل مرحله واسرشتواکنش زنجیره

چرخه 40دقیقه و سپس 10مدت بهسلسیوس درجه 95در 
مدت بهسلسیوس درجه 95سازي در شامل مرحله واسرشت

سلسیوس درجه 60ها درثانیه و مرحله اتصال آغازگر15
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ها، منظور استاندارد نمودن دادهبه.مدت یک دقیقه بودبه
در ادامه، با .نرمال گردیدندداريها بوسیله ژن خانهنمونه
،Real timeحاصل از دستگاه ) ct(چرخه آستانه هاي داده

با مطابقبرداريژن در ساعات مختلف نمونههر میزان بیان 
و ) Livak & Schmittgen, 2001(روش لیواك و همکاران 

میزان بیان قبل از تلقیح . محاسبه شدΔΔCt–2بر اساس فرمول
. عنوان کالیبراتور در نظر گرفته شدقارچ به

و داريان ژن خانهعنوبهGAPDHدر این بررسی ژن 
هاي هدف عنوان ژنبهLOXو NPR1 ،PR2 ،PR3هاي ژن

).1جدول(مورد استفاده قرار گرفتند 
ΔΔCt= ΔCT –نمونه ΔCT CT) =کالیبراتور –ژن هدف

CT داريژن خانه ) نمونه – (CT CT–ژن هدف -ژن خانه

(داري کالیبراتور

شده هاي استفاده نوکلئوتیدي آغازگرتوالی -1جدول 
Table1. Nucleotide sequence of primers used in this study

ReferenceSequenceAccession
numberPrimer

Jain et al., 2018
5'–AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT–3'

5'– CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT–3'
AK064960OsGAPDH

The present study
5'–AGTTGCTTTGGCGAGGATTATG–3'
5'– TGTCTTTCAGGAGGTGGATTTG–3'

DQ450947OsNPR1

Heidarinejad et al., 2015
5' AAGATTGTTCTGAGAAGAGATCGATCGA–3'
5'–GCTACGCGAAAATAGGTCTGGTAAACTT–3'

AK070677OsPR2

Sayari et al., 2014
5'–TACTGTGTCCAGAGCTCGCAGTGG–3'
5'–TCTGGTTGTAGCAGTCCAAGTTGG–3'

D16221OsPR3

The present study
5'–GGTGGAGCCATACATCATCG–3'
5'–GTTGATCCGCATCGTGTAGC–3'

XM–015795231OsLOX

قارچی نانوذره نقره بیولوژیک ارزیابی فعالیت ضد
M. oryzaeعلیه قارچ 

قارچی نانوذره بیولوژیک و ضدبراي ارزیابی فعالیت 
8قطر (هایی تعیین درصد کاهش رشد قارچ بیمارگر، بلوك

پرگنه جوان و در حال رشد قارچ ۀاز حاشی) مترمیلی
هاي حاوي محیط دیشبیمارگر برداشته و به مرکز پتري

هاي مختلف نانوذره بیولوژیک که با غلظتPDAکشت 
اصلاح شده ) لیترمیلیگرم در میکرو36و 27، 18، 9، 5/4(

تیمار شاهد شامل محیط کشت فاقد نانوذره . بود، منتقل شد
27روز در دماي 10مدت ها بهدیشپتري. بیولوژیک بود

رشد شعاعی . سلسیوس در انکوباتور نگهداري شدنددرجه
دیش پرشدن پتري(11و 8، 5، 3، 2کلنی قارچ پس از 

Growth)دروز ثبت و درصد جلوگیري از رش) شاهد

inhibition)آزمایش در قالب . طبق معادله زیر محاسبه شد
با با سه تکرار، آنالیز واریانس) CRD(طرح کاملاً تصادفی 

Soltani)،1.9نسخهSASافزار استفاده از نرم & Torabi,

دار و مقایسه میانگین به روش حداقل تفاوت معنی(2014
)LSD (انجام شد.

×100=درصد جلوگیري از رشد
شاهد شعاعی رشد نمونه شعاعی رشد

شاهد شعاعی رشد

و بحثنتایج
بیولوژیکسنتز نانوذره نقره 

.Tقارچةزمانی که عصار harzianum) جدایه
C.P.K.4499 (مولار اضافه یک میلیبه محلول نیترات نقره

شد، رنگ محلول در شرایط تاریکی و نگهداري در دماي 
هاي که در نمونهپیدا کرد، در حالیاي تغییر اتاق به قهوه
فقط (و شاهد مثبت ) محلول نیترات نقره خالص(شاهد منفی 

).1شکل(گونه تغییر رنگی مشاهده نشدهیچ) قارچیةعصار
ذرات نقره در تشکیل نانوة اي، نشان دهندظهور رنگ قهوه

نوسانات : SPR(برانگیختگی رزونانس پلاسمون سطح ۀنتیج
ذرات نقره نانو) هاي سطحالکترونۀپیوستگروهی و بهم 
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Saha)باشد می et al., 2010; Devi et al., 2013; Roy et

al., 2013).

محلول نیترات (شاهد منفی : به ترتیبCو A ،B–1شکل 
قارچی ة، ترکیب عصار)قارچیة عصار(، شاهد مثبت)نقره

ایط با محلول نیترات نقره بعد از پنج روز نگهداري در شر
تاریکی

Fig. 1. A, B and C, respectively: negative control
(silver nitrate solution), positive control (fungal
extract), combination of fungal extract with silver
nitrate solution after five days incubation at
darkness condition

بیولوژیکتعیین مشخصات نانوذره نقره 
بنفش، بیشترین –دستگاه اسپکتروفتومتر جذب مرئی

شده را در طول ذرات نقره بیولوژیک سنتزطیف جذبی نانو
متر نشان نانو420متر با حداکثر جذب نانو450تا 390موج 
کروي ةذرات نقرطیف جذبی نانوکه با)A–2شکل (داد 

). Abdelmalek & Salaheldin, 2016(شکل مطابقت دارد 
بیولوژیک ذرات نقرهمطالعات انجام شده طیف جذبی نانو

و (Shelar & Chavan, 2015)متر نانو450تا 420کروي را 
Mishra(متر نانو420تا 390 et al., . بیان کردند) 2014

مترکه بر اثر رزونانس پلاسمون سطح نانو420پیک جذب 
Saha(محلول بوجود آید ذرات نقره درنانو et al., 2010 (

2–100ي ذرات فلزي از جمله نقره با اندازهشاخص نانو
Ali)باشد متر مینانو et al., اسپکتروسکوپی مرئی. (2015

از مفیدترین و )UV–visible spectroscopy(فرابنفش
ذرات نقره و ها براي تعیین تشکیل نانوترین روشمحبوب

باشد هاي ساختاري آن میو ویژگیبررسی خصوصیات
)Roy et al., سطح فلز شبیه به پلاسما بوده و داراي ). 2013

جمعی ) برانگیختگی(تحریک . باشدهاي آزاد میالکترون
ذرات موجب رزونانس ها نزدیک سطح نانوالکترون

پلاسماي سطح شده که توسط دستگاه اسپکتروسکوپی 
ها و در نتیجه اش الکترونارتع. شودفرابنفش ثبت می–مرئی

اندازه، شکل، تعاملات بین ۀواسطهذرات بنانوSPRطیف 
ذرات، چگالی الکترون آزاد و محیط اطراف تحت تأثیر 

ذرات فلزي مختلف طیف جذبی گیرد، در نتیجه نانوقرار می
منظور تعیین به. فرابنفش دارند–مشخصی در ناحیه مرئی

بیولوژیک سنتز شده، از میکروسکوپ اندازه و شکل نانوذره 
نتایج حاصل از این دستگاه با . الکترونی روبشی استفاده شد
فرابنفش مطابقت داشته و –دستگاه طیف سنجی مرئی

ذرات نقره نشان داد که قطر نانوSEMگراف میکرو
متر، کروي شکل و نانو100بیولوژیک سنتز شده کمتر از 

غلظت نانونقره ). B–2شکل (باشد صورت همگن میبه
لیتر گرم در میلیمیکروMP–AES ،45سنتز شده با دستگاه 

دیش و درون پتريتعیین شده که در آزمایشات گلخانه
. مورد استفاده قرار گرفت

A

B

نانوذره نقره فرابنفش–نمودار طیف جذب مرئی: A–2شکل 
ذرات نقره بیولوژیک تصویر نانو: Bبیولوژیک سنتز شده؛ 

سنتز شده با میکروسکوپ الکترونی روبشی
Fig. 2. A: UV–Visible absorption spectrum graph
of synthesized silver nanoparticles; B: picture of
synthesized silver nanoparticles by scanning
electron microscopy
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ایط با محلول نیترات نقره بعد از پنج روز نگهداري در شر
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شده را در طول ذرات نقره بیولوژیک سنتزطیف جذبی نانو
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بیولوژیک ذرات نقرهمطالعات انجام شده طیف جذبی نانو

و (Shelar & Chavan, 2015)متر نانو450تا 420کروي را 
Mishra(متر نانو420تا 390 et al., . بیان کردند) 2014

مترکه بر اثر رزونانس پلاسمون سطح نانو420پیک جذب 
Saha(محلول بوجود آید ذرات نقره درنانو et al., 2010 (

2–100ي ذرات فلزي از جمله نقره با اندازهشاخص نانو
Ali)باشد متر مینانو et al., اسپکتروسکوپی مرئی. (2015

از مفیدترین و )UV–visible spectroscopy(فرابنفش
ذرات نقره و ها براي تعیین تشکیل نانوترین روشمحبوب

باشد هاي ساختاري آن میو ویژگیبررسی خصوصیات
)Roy et al., سطح فلز شبیه به پلاسما بوده و داراي ). 2013

جمعی ) برانگیختگی(تحریک . باشدهاي آزاد میالکترون
ذرات موجب رزونانس ها نزدیک سطح نانوالکترون

پلاسماي سطح شده که توسط دستگاه اسپکتروسکوپی 
ها و در نتیجه اش الکترونارتع. شودفرابنفش ثبت می–مرئی

اندازه، شکل، تعاملات بین ۀواسطهذرات بنانوSPRطیف 
ذرات، چگالی الکترون آزاد و محیط اطراف تحت تأثیر 

ذرات فلزي مختلف طیف جذبی گیرد، در نتیجه نانوقرار می
منظور تعیین به. فرابنفش دارند–مشخصی در ناحیه مرئی

بیولوژیک سنتز شده، از میکروسکوپ اندازه و شکل نانوذره 
نتایج حاصل از این دستگاه با . الکترونی روبشی استفاده شد
فرابنفش مطابقت داشته و –دستگاه طیف سنجی مرئی

ذرات نقره نشان داد که قطر نانوSEMگراف میکرو
متر، کروي شکل و نانو100بیولوژیک سنتز شده کمتر از 

غلظت نانونقره ). B–2شکل (باشد صورت همگن میبه
لیتر گرم در میلیمیکروMP–AES ،45سنتز شده با دستگاه 

دیش و درون پتريتعیین شده که در آزمایشات گلخانه
. مورد استفاده قرار گرفت

A

B

نانوذره نقره فرابنفش–نمودار طیف جذب مرئی: A–2شکل 
ذرات نقره بیولوژیک تصویر نانو: Bبیولوژیک سنتز شده؛ 

سنتز شده با میکروسکوپ الکترونی روبشی
Fig. 2. A: UV–Visible absorption spectrum graph
of synthesized silver nanoparticles; B: picture of
synthesized silver nanoparticles by scanning
electron microscopy
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قارچی نانوذره نقره بیولوژیکارزیابی فعالیت ضد

هاي مختلف نانوذره نقره بیولوژیک بر تأثیر غلظت
گیري از رشد قارچ بیمارگررشد و جلو

بر اساس نتایج بدست آمده، میزان رشد قارچ بیمارگر با 
که معکوس داشته، طوريۀرابطغلظت نانوذره بیولوژیک

با افزایش غلظت نانوذره، روند نزولی در رشد مشاهده شده 
لیتر، تا پنج گرم در میلیمیکرو36و 27هاي در غلظت. است

در . هیچ رشدي مشاهده نشده استروز پس از تلقیح قارچ،
لیتر بعد از گذشت سه روز، گرم در میلیمیکرو18غلظت 

ه قارچ کمی شروع به رشد کرد که این امر براي غلظت نُ
در مورد . لیتر در روز سوم اتفاق افتادگرم در میلیمیکرو

ترین غلظت، قارچ روز دوم پس از تلقیح شروع به رشد کم
رشد تفاوت زیادي با تیمار شاهد کرد که از نظر سرعت 

).3شکل (نداشت 

.Mرشد قارچ –3شکل  oryzaeهاي در طول زمان با غلظت
مختلف نانوذره بیولوژیک

Fig. 3. Growth of M. oryzae fungus during the time
with different concentration of silver nanoparticle

هاي در غلظتیکتأثیر بازدارندگی نانوذره بیولوژ
درصد جلوگیري . نشان داده شده است4مختلف در شکل 

ۀاز رشد قارچ بیمارگر با غلظت نانوذره بیولوژیک رابط
ترین درصد جلوگیري از رشد در غلظت مستقیم داشته و کم

، در )حدود هفت درصد(لیتر بوده گرم در میلیمیکرو5/4
گرم در میکرو36و 27، 18، 9هاي که براي غلظتصورتی

درصد ثبت شده است 92و 81، 56، 28لیتر به ترتیب میلی
).2جدول (

در هاي مختلف نانوذره بیولوژیکدر کل، بین غلظت
بیماري بلاست، تفاوت جلوگیري از رشد قارچ عامل

بندي که از در گروه). 3جدول (داري وجود داشت معنی
صورت گرفت هر LSDطریق مقایسه میانگین به روش 

در یک ) هاي مختلف بیولوژیکغلظت(ها کدام از تیمار
).4جدول (قرار گرفتند گروه جداگانه

هاي با غلظتM. oryzaeبازدارندگی رشد قارچ –2جدول 
مختلف نانوذره بیولوژیک

Table 2. Growth inhibition of M. oryzae fungus
with different concentration of silver nanoparticle

تجزیه واریانس درصد جلوگیري از رشد در –3جدول 
و بیولوژیکهاي مختلف نانوذره هاي حاوي غلظتتیمار
پس از تلقیح با ) بیولوژیکفاقد نانوذره(شاهد تیمار
.Mقارچ oryzae

Table 3. Analysis of variance for percentage of
growth inhibition at different concentrations of
silver nanoparticle and control treatment after
inoculation with M. oryzae fungus

Mean square

Source of variance
Growth

inhibition (%)
DF

Treatment ٭٭4443.08 5
Error 5.5007 12

Coefficient of
Variance (%)

5.32

دار در سطح احتمال یک درصدمعنی:٭٭
**: Significant at 1% probability level (P≤0.01)

Nanosilver
concentration

(µg/ml)
4.5 9 18 27 36

Growth
inhibition (%)

7 28 56 81 92
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.Mقارچ بازدارندگی–4شکل  oryzaeهاي با غلظت
مختلف نانوذره بیولوژیک

Fig. 4. Inhibition of M. oryzae fungus with different
concentrations of silver nanoparticle

جلوگیري از رشد در مقایسه میانگین درصد–4جدول 
بیولوژیک هاي مختلف نانوذره نقره هاي حاوي غلظتتیمار

.Mشاهد پس از تلقیح با قارچتیمارو  oryzae

Table 4. Means comparisons for growth inhibition
percentage at different concentrations of silver
nanoparticle and control treatment after inoculation
with M. oryzae fungus

Treatment (ppm) Growth inhibition (%)
Control 0.00f

4.5 6.97e

9 27.86d

18 56.39c

27 81.09b

36 92.04a

باشدمیداراختلاف آماري معنیبیانگر مشابه، غیرحروف 
Different letters means there is significant
difference

هاي مختلف بر اساس نتایج این پژوهش، بین غلظت
.Mدر جلوگیري از رشد قارچ نانوذره بیولوژیک oryzae

. وجود داشتداري هاي معنینسبت به تیمار شاهد تفاوت
50لیتر کمتر از گرم در میلیمیکرو9و 5/4هاي براي غلظت

گرم در میکرو36و 27، 18هاي درصد و براي غلظت

.درصد جلوگیري از رشد مشاهده شد50لیتر بیشتر از میلی
.Mجلوگیري از رشد هیف و تشکیل کلنی جدید قارچ

oryzae25،50(هاي مختلف نانوذره بیولوژیکبا غلظت ،
نسبت به تیمار شاهد ) لیترگرم در میلیمیکرو200و 100

در شرایط آزمایشگاهی توسط ) بیولوژیکفاقد نانوذره(
Elamawi وEl–Shafey)2013(گزارش شد(Elamawi &

El–Shafey, 2013).Jo نیزکاهش ) 2009(و همکاران
.Mهاي پخش شده قارچتشکیل اسپور oryzae در محیط
بیولوژیکهاي مختلف نانوذره نقره غیرغلظتکشت حاوي 

را گزارش ) لیترگرم در میلیمیکرو200و 100، 50، 25(
Jo(نمودند  et al., ) 2006(و همکاران Parkاگرچه).2009

سیلیکا –نقرهبیولوژیکغیرگزارش نمودند با تولید نانوذره
.Mرشد قارچ oryzae3، 3/0(هاي کمتر نانوذره در غلظت ،

که طوريکاهش یافت، به) لیترگرم در میلیمیکرو100و 10
درصد و در غلظت 27لیتر ، گرم در میلیمیکرو3در غلظت 

درصد از رشد قارچ 100لیتر، گرم در میلیمیکرو10
Park(جلوگیري شد  et al., 2006 .(بیولوژیکنانوذره غیر

شته و تأثیر گذاM. oryzaeکیتوزان نیز بر روي رشد قارچ 
هاي مختلف اسید پروتوکاتکویکترکیب آن با غلظت

نسبت به سبب افزایش بیشتر قطر ناحیه بازدارندگی
Pham(نانوکیتوزان تنها شد  et al., تحقیقات .)2019

ذرات بیولوژیک بر رشد صورت گرفته درمورد تأثیر نانو
-زاي گیاهی نیز نشان از تأثیر مثبت این نانوهاي بیماريقارچ

و Elamawi. ها داردات بر جلوگیري از رشد آنذر
سنتز شده از (نانوذره نقره بیولوژیک تأثیر) 2018(همکاران 

M. oryzaeرا بر روي قارچ ) .longibrachiatumTقارچ

ساعت با 24مدت سوسپانسیون اسپور قارچ به. مطالعه کردند
مخلوط و سپس مولار نانوذره بیولوژیکمیلی5/0محلول 

شمارش تعداد . پخش شدPDAروي محیط کشت بر 
ساعت نشان داد که 48و 24هاي تشکیل شده بعد از کلنی

درصد از تشکیل کلنی 9/98بیولوژیک، در تیمار نانوذره
محلول (که در تیمار شاهد قارچ جلوگیري شد، در حالی

درصد جلوگیري از 5/81، )مولار نیترات نقرهیک میلی
Elamawi(تشکیل کلنی ثبت شد  et al., رشد ). 2018

.Sمیسلیوم و تشکیل سختینه جدید قارچ Sclerotiorum
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لیتر در میلی31/0×1012با غلظت ) عامل کپک سفید سویا(
جلوگیري T. harzianumنانوذره بیولوژیک سنتز شده از

Guilger(شد  et al., دهد که بین مطالعات نشان می).2017
درصد جلوگیري از رشد قارچ و باغلظت نانوذره بیولوژیک

Song)مستقیمی وجود دارد ۀزنی اسپور رابطیا جوانه et al.,

2018, 2020; Kim et al., 2009; Jo et al., 2009; Ali et

al., 2015) .Songنشان دادند نانوذره )2018(و همکاران
.Cاز قارچ (بیولوژیک elatum (و 10، 7، 5، 3هاي با غلظت

لیتر در جلوگیري از رشد میسلیوم و گرم در میلیمیکرو15
نسبت به تیمار شاهد مؤثر بوده M. oryzaeتولید اسپور قارچ 

ترین تعداد تولید و بیشترین درصد جلوگیري از رشد، کم
زنی اسپور مربوط اسپور و بیشترین درصد جلوگیري از جوانه

Song)لیتر بودگرم در میلیمیکرو15به غلظت  et al.,

نانوذره بیولوژیک سنتز شده از بیوسورفاکتانت. (2018
)Biosurfactant( ،هاي فعال سطح که توسط مولکول

تولید عنوان متابولیت تولید می شوند،ها بهارگانیسممیکرو
هاي با غلظتBacillus vallismortisشده توسط باکتري 

گرم بر میکرو5و 5/4، 4، 5/3، 3، 5/2، 2، 5/1، 5/0، 1/0
.Mلیتر بر قارچ میلی oryzae اعمال شده و ناحیه بازدارنده

بازدارنده به ترتیب ۀترین و بیشترین ناحیکم. ارزیابی شد
لیتر بود گرم بر میلیمیکرو3و 1/0هاي براي غلظت

)Kanmani, 2018 .( نتایج بررسی حاضر با نتایجAkter

د که نانوذره او نشان دا. در بنگلادش متفاوت بود) 2019(
-میکرو800و 400، 200هاي بیولوژیک با غلظتنقره غیر

لیتر بر کاهش رشد میسلیوم قارچ و در نتیجه گرم در میلی
افزایش جلوگیري از رشد قارچ عامل بیماري بلاست برنج 

لیتر گرم در میلیمیکرو800باشد، که غلظت مؤثر می
شتر، پس از تلقیح روز و بی12اما . بیشترین اثر را نشان داد

قارچ، حتی این غلظت نیز نتوانست از رشد میسلیوم قارچ 
ذرات جود، تأثیر نانوذره نقره از نانوبا این و. جلوگیري کند

تواند با علت این تفاوت می. روي، مس و سیلیکون بیشتر بود
، استرین قارچ )بیولوژیکی یا شیمیایی(نوع نانوذره نقره 

و Akter, 2019.(Kim(باشدبیمارگر و غیره مرتبط 
قارچی سه فرم مختلف نانوذره فعالیت ضد) 2009(همکاران 
Raffaeleaرا در برابر قارچ بیولوژیکنقره غیر sp. عامل ،

رشد قارچ در حضور . مرگ درختان بلوط، مطالعه کردند
داري طور معنیهاي مختلف بهذرات نقره در غلظتنانو

هاي مختلف تأثیر ترکیب فرمها همچنین آن. جلوگیري شد
مشاهدات . را بررسی نمودندبیولوژیکذرات غیرنانو

نه بیولوژیکذرات نقره غیرمیکروسکوپی نشان داد که نانو
زنی اسپور نیز تنها بر روي میسلیوم، بلکه بر روي جوانه

Kim(تأثیرات مخرب دارد  et al., 2009 .(همچنین ها آن
را در بیولوژیکره نقره غیرتأثیر سه فرم مختلف نانوذ

گرم در میکرو10و 25، 50، 100(هاي مختلف غلظت
قارچ بیمارگر گیاهی در سه محیط 18بر روي ) لیترمیلی

آگار –، عصارة مالت)CMA(آگار –آرد ذرتکشت
)MEA (وPDAنتایج نشان داد که عوامل .بررسی کردند

مختلفی چون نوع محیط کشت و فرم نانوذره بر میزان 
هاي مختلف در قارچی نانوذره با غلظتفعالیت ضد

در اکثر . رگر تأثیرگذار استجلوگیري از رشد بیما
هاي مورد مطالعه، جلوگیري از رشد در محیط کشت قارچ

PDAد افزایشی ، رونبیولوژیکبا افزایش غلظت نانوذره غیر
که بیشترین درصد جلوگیري از رشد در صورتیداشته، به

که لیتر مشاهده شد، در حالیگرم در میلیمیکرو100غلظت 
50در غلظت CMAو MEAهاي در محیط کشت

در کل، بیشترین . لیتر مشاهده و ثبت شدگرم در میلیمیکرو
ها در محیط کشت درصد جلوگیري از رشد این بیمارگر

PDA نانوذره غیرلیترگرم در میلیمیکرو100و غلظت
Kim(مشاهده شد بیولوژیک et al., کنترل ).2012

.F)پژمردگی فوزاریومی فلفل oxysporum f. sp. capsici)

.Tاز طریق نانوذره نقره بیولوژیک سنتز شده از قارچ

harzianum)گرم در میکرو100و 80، 40، 20هاي غلظت
هاي جداسازي شده و قارچ(Al Abboud, 2018)) لیترمیلی

و 50، 25، 10هاي غلظت(از ریزوسفر گیاه سالم این گیاه 
El–Eraky) (لیترگرم در میلیمیکرو100 et al., 2017 (

صورت گرفت که با افزایش غلظت نانوذره، تشکیل کلنی 
قارچ کاهش و درصد جلوگیري از رشد قارچ افزایش یافته

لیتر بیشترین درصد گرم در میلیمیکرو50و 100و غلظت 
به ترتیب (جلوگیري از رشد قارچ بیمارگر را نشان دادند 

، هر چند که در شرایط )درصد90در صد و بالاي 100
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100لیتر بیشتر از گرم در میلیمیکرو50گلخانه غلظت 
–El)لیتر سبب کاهش شدت بیماري شد گرم در میلیمیکرو

Eraky et al., سنتز نانوذره نقره بیولوژیک از . (2017
Aspergillus versicolorقارچ (Vuillemin) Tiraboschi

گرم میکرو150و 100، 50، 25هاي و کاربرد آن با غلظت
S. sclerotiorumلیتر بر روي دو قارچ بیمارگردر میلی

Botrytis cinereaو Pers.فرنگی حاکی جدا شده از توت
لوگیري از رشد با افزایش غلظت نانوذره از افزایش درصد ج

لیتر گرم در میلیمیکرو150بوده که غلظت بیولوژیک
دو بیمارگر بیشترین درصد جلوگیري از رشد را براي هر 

Elgorban(همراه داشت به et al., نتایج این پژوهش ). 2016
بر اساس محدوده غلظت تا حدودي مشابه نتایج 

Mahdizadehکه در است، طوري)2015(و همکاران
لیتر، درصد گرم در میلیمیکرو16و 12، 8، 6هاي غلظت

.Rجلوگیري از رشد قارچ  solani AG1 80، 75به ترتیب ،
Mahdizadeh(بود100و 90 et al., 2015 .( همچنین بر

و Abdelmalekاساس مطالعات انجام شده توسط
Salaheldin)2016(ذره نقره ، نانو) با ) شیمیاییسنتز

لیتر به ترتیب گرم در میلیمیکرو150و 100، 50هاي غلظت
هاي درصد سبب جلوگیري از رشد قارچ80و 70، 60

Alternaria alternata)زاي مرکباتبیماري (Fr.) Keissl,

Alternaria citri Ellis & N. Pierce, Penicillium

digitatum (Pers.) Sacc.) گردید آزمایشگاه در شرایط
)Abdelmalek & Salaheldin, 2016.(

واکنش گیاهان به بیماري
روز بعد از تلقیح 10بلاست برگ، شدت بیماري

ارائه شده با ارزیابی استانداردسیستمبر اساس بیمارگر و
طبق المللی تحقیقات برنجمعیار صفر تا نه توسط مؤسسه بین
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تیمار شده بیولوژیککه قبل از تلقیح بیمارگر، با نانوذره 

بودند در مقایسه با گیاهان شاهد که فقط با بیمارگر تلقیح 
) درصد53و 31به ترتیب (درصد کمتر بود 7/1شده بودند،

، اختلاف tها با آزمون تجزیه واریانس تیماراما ) 5شکل (
و 5جدول (تیمار ذکر شده نشان ندادداري را بین دو معنی

6.(

∑)= Disease severity(شدت بیماري  ×× × 100%
n=هاي آلوده به بلاست؛ تعداد برگv =ۀعدد معیار هر نمون

بالاترین = Vهاي مشاهده شده؛ تعداد برگ= Nبرگی آلوده؛ 
عدد معیار

هاي برنج تلقیح هاي ایجاد شده در برگنمونه لکه–5شکل 
گیاهان تیمارشده با . شده با قارچ عامل بیماري بلاست

)B(و گیاهان شاهد) A(نانوذره بیولوژیک
Fig. 5. Disease development in rice leaves
inoculated with M. oryzae. Left, treated with silver
nanoparticle; right, not treated

گیاه برنج تجزیه واریانس سنجش بیماري در –5جدول 
هاي و گیاه شاهد در زمانتیمارشده با نانوذره بیولوژیک

M. oryzaeزنی با قارچ مختلف پس از مایه

Table 5. Analysis of variance for disease evaluation
parameters in rice plant treated with silver
nanoparticle and control plant at various times after
inoculation with the M. oryzae

Disease severity
t value 0.2898ns

:nsدارمعنیغیرns: Non significant

مقایسه میانگین شدت بیماري درگیاه برنج –6جدول 
هاي و تیمار شاهد در زمانتیمارشده با نانوذره بیولوژیک

M. oryzaeزنی با قارچمایهمختلف پس از 

Table 6. Analysis of variance for disease evaluation
parameters in rice plant treated with silver
nanoparticle and control plant at various times after
inoculation with the M. oryzae

Disease severity
Treatment 30.863a

Control 53.083a

دار وجود نداردیعنی  اختلاف معنیمشابهحروف 
Similar letters means there is no significant
difference
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هاي دفاعی در گیاهالگوي بیان ژن
NPR1 ،PR2،PR3هايدر این تحقیق، الگوي بیان ژن
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Yuan)نام داردOSNR1/NH1در برنج، NPR1همولوگ 
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Li)شودسازگار بیان میدادند این ژن در تعامل سازگار و نا

et al., 2006).Yuan بیان ژن )2007(و همکاران
OsNPR1هاي را در لاینnear–isogenic برنجH7R
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در تعامل OsNPR1. بررسی نمودند) Pir1ژن مقاومت 
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Yuan(القاء شد et al., اگرچه بیان ساختاري ژن ). 2007

NPR1هاي قارچی و باکتریایی را در ، مقاومت به بیمارگر
Cao)دهدو گندم افزایش میآرابیدوپسیسگیاه  et al.,

1998; Friedrich et al., 2001; Makandar et al., 2006)

Xanthomonasبرنج به باکتريۀ و در افزایش مقاومت پای

oryzae pv. oryzaeداردنیز نقش(Yuan et al., 2007;

Chern et al., 2005, 2001; Fitzgerald et al., ، اما (2004
ۀهاي تراریختافزایش مقاومت به بلاست برنج در لاین

OsNPR1مشاهده نشد.Quilis نشان ) 2008(و همکاران
در برنج، آرابیدوپسیسNPR1دادند که بیان ساختاري ژن 

افزایش مقاومت در مقابل قارچ عامل بیماري بلاست برنج، 
M. oryzae،همراه داشته و مدرکی براي نقش احتمالی را به
OsNPR1برنج به قارچ عامل بیماري ۀدر مقاومت پای

ها ثابت نمودند در همین مطالعه، آن. کندبلاست فراهم می
یگر ج همچنین مقاومت به ددر برنNPR1که بیان 
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را Verticilliumو Fusariumهاي قارچی همانند بیمارگر
Quilis(همراه داردبه et al., 2008.(Suganoو همکاران
در OsNPR1مشاهده کردند که بیان بیش از حد )2010(

آنالوگ (بنزوتیادیازول شده با هاي برنج القاء لاین
نقشی اساسی در مقاومت به بیماري ) سالیسیلیک اسید
Sugano(کندبلاست بازي می et al., برخلاف ).2010

در OsNPR1گونه تأثیراتی از گزارشات قبلی که هیچ
برنج به قارچ عامل بیماري بلاست مشاهده نشد ۀمقاومت پای

)Yuan et al., 2007; Sugano et al., 2010( ،Feng و
ساسی انقشOsNPR1ثابت کردند که )2011(همکاران

بازي M. oryzaeبرنج به بیمارگر قارچی ۀیدر مقاومت پا
3و1–بتا، کیتیناز، OsNPR1 ،PR–1aهاي ژن.کندمی

از ) Wild–type(در گیاهان تیپ وحشیPALو گلوکاناز
لقاء شدند، اما سطوح بیان این اM. oryzaeطریق تلقیح 

–OsNPR1و OsNPR1–RNAiهاي ها در لاینژن

overexpressing به ترتیب کمتر و بیشتر از سطح داخلی
. بودهاي مختلف بعد از تلقیح گیاهان تیپ وحشی در زمان

طور مهمی افزایش در برنج بهOsNPR1بیان بیش از حد 
و در نتیجه افزایش مقاومت به بیماري PRهاي بیان ژن

و Quilisاین نتایج با گزارش .همراه داشترا بهبلاست برنج
که ارتباط بین افزایش مقاومت لاین برنج )2008(همکاران

NPR1ژنبا بیان بیش از حدM. oryzaeتلقیح شده به 

هاي دفاعی تر ژنتر و قويآرابیدوپسیس و فعالیت سریع
PR–1b ،OsPR10وTLP(thaumatin–like protein;

PR5)را نشان دادند، مطابقت دارد(Feng et al., 2011;

Quilis et al., )Microarray(مطالعات ریزآرایه . (2008
را در PRهاي طور مثبت بیان ژنبهNPR1که نشان داد

Wang(نماید تنظیم میآرابیدوپسیس et al., 2005 .( بیان
در برنج منجر به افزایش بیان OsNPR1بیش از حد ژن 

Chern)شدPODو PR–1b ،PALهاي دفاعی ژن et al.,

2005; Yuan et al., 2007) .

در گیاهان تیمار شده باNPR1سطح بیان ژن–6شکل 
.Mقارچو گیاهان شاهد تلقیح شده بانانوذره بیولوژیک

oryzae
Fig. 6. Expression level of NPR1 gene in silver
nanoparticle–treated plants and control plants under
infection with M. oryzae fungus

PR2ژنالگوي بیان

درگیاهان تیمار شده با نانوذره PR2میزان بیان ژن
.Mساعت پس از تلقیح با قارچ24در بیولوژیک oryzae

برابر نسبت 1/2که گیاهان تیمار شده افزایش یافت، طوري
این در حالی است که . به زمان صفر افزایش بیان نشان دادند

ان مشاهده صفر افزایش بیدر گیاهان شاهد نسبت به زمان 
نانوذره بیان در گیاهان تیمار شده بـاۀبیشین. نشده بود

و در گیاهان سـاعت پـس از تلقیح بیمارگر72بیولوژیک، 
نرخ بیان ژن در این . ساعت پس از تلقیح بود48شاهد، 

فاصله زمانی در گیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک، 
بر نسبت بـه زمان برا77/2برابر و در گیاهان شاهد، 51/2

درگیاهان PR2میزان رونوشت ژن . صفر افـزایش یافت
ساعت بعد از تلقیح 48تیمار شده با نانوذره بیولوژیک، 

ساعت 72ساعت روند کاهشی نشان داد، اما در 24نسبت به 
پس از تلقیح روند افزایشی شده و میزان بیان به حداکثر 

48تلقیح نسبت به ساعت بعد از72در گیاهان شاهد، . رسید
هايپروتئین). 7شکل (ساعت، روند کاهشی مشاهده شد 

PR2ها شهرت دارند، معمولاً بعد گلوکاناز3و1–که به بتا
هاي زیستی یا غیره و یا تحت تنشبیمارگر به گیاۀاز حمل

اومت به زیستی مختلف در گیاه القاء شده و در مق
،تحقیقات مختلفدر .هاي مختلف نقش دارندبیماري

هاي این گروه به همراه گروهخاصیت سینرژیستی پروتئین
PR3این آنزیم از طریق شکستن .اثبات شده است
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139961سال،دوهشمار،تمشهجلد،پزشکیگیاهدرزیستیمهار

را Verticilliumو Fusariumهاي قارچی همانند بیمارگر
Quilis(همراه داردبه et al., 2008.(Suganoو همکاران
در OsNPR1مشاهده کردند که بیان بیش از حد )2010(

آنالوگ (بنزوتیادیازول شده با هاي برنج القاء لاین
نقشی اساسی در مقاومت به بیماري ) سالیسیلیک اسید
Sugano(کندبلاست بازي می et al., برخلاف ).2010

در OsNPR1گونه تأثیراتی از گزارشات قبلی که هیچ
برنج به قارچ عامل بیماري بلاست مشاهده نشد ۀمقاومت پای

)Yuan et al., 2007; Sugano et al., 2010( ،Feng و
ساسی انقشOsNPR1ثابت کردند که )2011(همکاران

بازي M. oryzaeبرنج به بیمارگر قارچی ۀیدر مقاومت پا
3و1–بتا، کیتیناز، OsNPR1 ،PR–1aهاي ژن.کندمی

از ) Wild–type(در گیاهان تیپ وحشیPALو گلوکاناز
لقاء شدند، اما سطوح بیان این اM. oryzaeطریق تلقیح 

–OsNPR1و OsNPR1–RNAiهاي ها در لاینژن

overexpressing به ترتیب کمتر و بیشتر از سطح داخلی
. بودهاي مختلف بعد از تلقیح گیاهان تیپ وحشی در زمان

طور مهمی افزایش در برنج بهOsNPR1بیان بیش از حد 
و در نتیجه افزایش مقاومت به بیماري PRهاي بیان ژن

و Quilisاین نتایج با گزارش .همراه داشترا بهبلاست برنج
که ارتباط بین افزایش مقاومت لاین برنج )2008(همکاران

NPR1ژنبا بیان بیش از حدM. oryzaeتلقیح شده به 

هاي دفاعی تر ژنتر و قويآرابیدوپسیس و فعالیت سریع
PR–1b ،OsPR10وTLP(thaumatin–like protein;

PR5)را نشان دادند، مطابقت دارد(Feng et al., 2011;

Quilis et al., )Microarray(مطالعات ریزآرایه . (2008
را در PRهاي طور مثبت بیان ژنبهNPR1که نشان داد

Wang(نماید تنظیم میآرابیدوپسیس et al., 2005 .( بیان
در برنج منجر به افزایش بیان OsNPR1بیش از حد ژن 

Chern)شدPODو PR–1b ،PALهاي دفاعی ژن et al.,

2005; Yuan et al., 2007) .

در گیاهان تیمار شده باNPR1سطح بیان ژن–6شکل 
.Mقارچو گیاهان شاهد تلقیح شده بانانوذره بیولوژیک

oryzae
Fig. 6. Expression level of NPR1 gene in silver
nanoparticle–treated plants and control plants under
infection with M. oryzae fungus

PR2ژنالگوي بیان

درگیاهان تیمار شده با نانوذره PR2میزان بیان ژن
.Mساعت پس از تلقیح با قارچ24در بیولوژیک oryzae

برابر نسبت 1/2که گیاهان تیمار شده افزایش یافت، طوري
این در حالی است که . به زمان صفر افزایش بیان نشان دادند

ان مشاهده صفر افزایش بیدر گیاهان شاهد نسبت به زمان 
نانوذره بیان در گیاهان تیمار شده بـاۀبیشین. نشده بود

و در گیاهان سـاعت پـس از تلقیح بیمارگر72بیولوژیک، 
نرخ بیان ژن در این . ساعت پس از تلقیح بود48شاهد، 

فاصله زمانی در گیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک، 
بر نسبت بـه زمان برا77/2برابر و در گیاهان شاهد، 51/2

درگیاهان PR2میزان رونوشت ژن . صفر افـزایش یافت
ساعت بعد از تلقیح 48تیمار شده با نانوذره بیولوژیک، 

ساعت 72ساعت روند کاهشی نشان داد، اما در 24نسبت به 
پس از تلقیح روند افزایشی شده و میزان بیان به حداکثر 

48تلقیح نسبت به ساعت بعد از72در گیاهان شاهد، . رسید
هايپروتئین). 7شکل (ساعت، روند کاهشی مشاهده شد 

PR2ها شهرت دارند، معمولاً بعد گلوکاناز3و1–که به بتا
هاي زیستی یا غیره و یا تحت تنشبیمارگر به گیاۀاز حمل

اومت به زیستی مختلف در گیاه القاء شده و در مق
،تحقیقات مختلفدر .هاي مختلف نقش دارندبیماري

هاي این گروه به همراه گروهخاصیت سینرژیستی پروتئین
PR3این آنزیم از طریق شکستن .اثبات شده است
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3و1–دي گلوکوزیدي در بتا–بتا–3و1واحدهاي 
ها، که همراه با کیتین ساختمان اصلی دیواره سلولی گلوکان

ساکاریددهند، سبب تخریب این پلیها را تشکیل میقارچ
Van Loon &Van)شودها میو در نهایت از بین رفتن قارچ

Strien, 1999) . در تحقیقات تکمیلی نشان داده شد که در
هاي بعضی موارد این پروتئین در آزاد کردن مولکول
ها و الیسیتور گیاهی از جمله ترکیبات فنولی، فیتوالکسین

ها نقش دارد و افزایش مقاومت به علت عمل PRسایر
Vidhyasekaran, 2002).(باشد مستقیم این پروتئین نمی

بررسی نتایج الگوي بیان این ژن حاکی از آن است که در 
24گیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک، میزان بیان در 

ساعت روند 48ساعت پس از تلقیح افزایش یافت، اما بعد از 
رسید و ساعت پس از تلقیح به حداکثر بیان72کاهشی و در 

. ساعت حدود دو برابر افزایش داشت48نسبت به زمان 
بیان ژن در گیاهان تیمار شده با نانوذره ۀاگرچه میزان بیشین

بیولوژیک در مقایسه با گیاهان شاهد تقریباً برابر بود، اما 
تر از گیاهان تیمار شده زمان بیان آن در گیاهان شاهد سریع

ساعت بعد از 72در PR2افزایش بالاي ژن دفاعی.بود
از تلقیح با بیمارگر، جهت مقابله با گسترش هیف مهاجم

Ribot)باشد هاي مجاور میاولین سلول گیاه به سلول et al.,

از قبیل گلوکاناز و کیتیناز PRهاي افزایش بیان ژن.(2008
در برنج، سبب افزایش OsNPR1خاطر بیان بیش از حد به

Feng)گردید برنجمقاومت به بیماري بلاست et al., 2011;

Kim et al., ةدر گیاهان برنج تراریخته بیان کنند.(2004
ناز، این ژن به تنهایی و یا در ترکیب با اگلوک3و1–ژن بتا

ژن کیتیناز موجب کاهش حساسیت این گیاهان به تلقیح 
Jwa(هاي معینی شدتوسط قارچ et al., افزایش ). 2006

گلوکاناز و کیتیناز در ارقام برنج که در هايفعالیت آنزیم
پرآزارۀساعت قبل از تلقیح جدای48شرایط گلخانه، 

)virulent isolate ( قارچM. oryzaeپرآزارغیرۀبا جدای
)Avirulent isolate( همین قارچ تیمار شده بودند، مشاهده

Filippi(گردید et al., همچنین در آزمایشی دیگر، ). 2014
تیمار و M. oryzaeپرآزار غیرۀهاي پایینی گیاه با جدایبرگ

. پرآزار این قارچ تلقیح شدۀسپس برگ بالایی با جدای
نشان داد پرآزارۀارزیابی بیماري نه روز بعد از تلقیح جدای

DLA= Disease Leaf)که درصد سطح برگ آلوده

Area)پرآزار غیرۀهایی که قبل از تلقیح، با جدایدر تیمار
پرآزار ۀهایی که فقط با جدایتیمار شدند نسبت به تیمار

این مطالعه علاوه بر کاهش . تلقیح شده بودند کاهش یافت
شدت بیماري، همچنین فعالیت سیستمیک و القاء مقاومت را 

تر پرآزار بر روي برگ پایینغیرۀدر پاسخ به تیمار جدای
Filippi(نشان داد et al., جاسمونیک اسید و تیمار.)2014

.Mساعت قبل از تلقیح 48اتیلن،  oryzae موجب القاء
هاي دفاعی شامل مقاومت از طریق افزایش فعالیت آنزیم

گلوکاناز و کیتیناز و در نتیجه کاهش علائم بلاست در رقم 
Rios(گندم حساس به بیماري گردید  et al., 2014.(

Epicoccumقارچ)Crude extract(خام ةکاربرد عصار sp.

ساعت قبل از 48) لیترگرم در میلیمیکرو4000غلظت (
موجب القاء مقاومت و جلوگیري از ،M. oryzaeتلقیح 

فعالیت آنزیم . بیماري بلاست برگ در شرایط گلخانه شد
ة، دوربیمارگرساعت پس از تلقیح 24ناز، اگلوک3و1–بتا

قارچ ی آنطآلودگی کهجلوگیري از بحرانی و مهم براي 
عصاره .کند، در گیاه افزایش یافتفرآیند نفوذ را شروع می

زیرا .گذار نبودآلودگی تأثیرۀهاي اولیبر روي فاز
هاي بیمارگر جوانه زده و آپرسوریوم اسپور

)Appressorium (تشکیل دادند، ولی قادر به نفوذ نبودند .

نانوذره در گیاهان تیمار شده باPR2سطح بیان ژن–7شکل 
.Mو گیاهان شاهد تلقیح شده با قارچ بیولوژیک oryzae

Fig. 7. Expression level of PR2 gene in silver
nanoparticle–treated plants and control plants under
infection with M. oryzae fungus

PR3الگوي بیان ژن 

تیمار شاهد درگیاهان تیمار شده و PR3میزان بیان ژن
.Mساعت پس از تلقیح با قارچ24در با نانوذره بیولوژیک

...دفاعی برنجهايبررسی الگوي بیان ژن:نظري و همکاران62

3و1–دي گلوکوزیدي در بتا–بتا–3و1واحدهاي 
ها، که همراه با کیتین ساختمان اصلی دیواره سلولی گلوکان

ساکاریددهند، سبب تخریب این پلیها را تشکیل میقارچ
Van Loon &Van)شودها میو در نهایت از بین رفتن قارچ

Strien, 1999) . در تحقیقات تکمیلی نشان داده شد که در
هاي بعضی موارد این پروتئین در آزاد کردن مولکول
ها و الیسیتور گیاهی از جمله ترکیبات فنولی، فیتوالکسین

ها نقش دارد و افزایش مقاومت به علت عمل PRسایر
Vidhyasekaran, 2002).(باشد مستقیم این پروتئین نمی

بررسی نتایج الگوي بیان این ژن حاکی از آن است که در 
24گیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک، میزان بیان در 

ساعت روند 48ساعت پس از تلقیح افزایش یافت، اما بعد از 
رسید و ساعت پس از تلقیح به حداکثر بیان72کاهشی و در 

. ساعت حدود دو برابر افزایش داشت48نسبت به زمان 
بیان ژن در گیاهان تیمار شده با نانوذره ۀاگرچه میزان بیشین

بیولوژیک در مقایسه با گیاهان شاهد تقریباً برابر بود، اما 
تر از گیاهان تیمار شده زمان بیان آن در گیاهان شاهد سریع

ساعت بعد از 72در PR2افزایش بالاي ژن دفاعی.بود
از تلقیح با بیمارگر، جهت مقابله با گسترش هیف مهاجم

Ribot)باشد هاي مجاور میاولین سلول گیاه به سلول et al.,

از قبیل گلوکاناز و کیتیناز PRهاي افزایش بیان ژن.(2008
در برنج، سبب افزایش OsNPR1خاطر بیان بیش از حد به

Feng)گردید برنجمقاومت به بیماري بلاست et al., 2011;

Kim et al., ةدر گیاهان برنج تراریخته بیان کنند.(2004
ناز، این ژن به تنهایی و یا در ترکیب با اگلوک3و1–ژن بتا

ژن کیتیناز موجب کاهش حساسیت این گیاهان به تلقیح 
Jwa(هاي معینی شدتوسط قارچ et al., افزایش ). 2006

گلوکاناز و کیتیناز در ارقام برنج که در هايفعالیت آنزیم
پرآزارۀساعت قبل از تلقیح جدای48شرایط گلخانه، 

)virulent isolate ( قارچM. oryzaeپرآزارغیرۀبا جدای
)Avirulent isolate( همین قارچ تیمار شده بودند، مشاهده

Filippi(گردید et al., همچنین در آزمایشی دیگر، ). 2014
تیمار و M. oryzaeپرآزار غیرۀهاي پایینی گیاه با جدایبرگ

. پرآزار این قارچ تلقیح شدۀسپس برگ بالایی با جدای
نشان داد پرآزارۀارزیابی بیماري نه روز بعد از تلقیح جدای

DLA= Disease Leaf)که درصد سطح برگ آلوده

Area)پرآزار غیرۀهایی که قبل از تلقیح، با جدایدر تیمار
پرآزار ۀهایی که فقط با جدایتیمار شدند نسبت به تیمار

این مطالعه علاوه بر کاهش . تلقیح شده بودند کاهش یافت
شدت بیماري، همچنین فعالیت سیستمیک و القاء مقاومت را 

تر پرآزار بر روي برگ پایینغیرۀدر پاسخ به تیمار جدای
Filippi(نشان داد et al., جاسمونیک اسید و تیمار.)2014

.Mساعت قبل از تلقیح 48اتیلن،  oryzae موجب القاء
هاي دفاعی شامل مقاومت از طریق افزایش فعالیت آنزیم

گلوکاناز و کیتیناز و در نتیجه کاهش علائم بلاست در رقم 
Rios(گندم حساس به بیماري گردید  et al., 2014.(

Epicoccumقارچ)Crude extract(خام ةکاربرد عصار sp.

ساعت قبل از 48) لیترگرم در میلیمیکرو4000غلظت (
موجب القاء مقاومت و جلوگیري از ،M. oryzaeتلقیح 

فعالیت آنزیم . بیماري بلاست برگ در شرایط گلخانه شد
ة، دوربیمارگرساعت پس از تلقیح 24ناز، اگلوک3و1–بتا

قارچ ی آنطآلودگی کهجلوگیري از بحرانی و مهم براي 
عصاره .کند، در گیاه افزایش یافتفرآیند نفوذ را شروع می

زیرا .گذار نبودآلودگی تأثیرۀهاي اولیبر روي فاز
هاي بیمارگر جوانه زده و آپرسوریوم اسپور

)Appressorium (تشکیل دادند، ولی قادر به نفوذ نبودند .

نانوذره در گیاهان تیمار شده باPR2سطح بیان ژن–7شکل 
.Mو گیاهان شاهد تلقیح شده با قارچ بیولوژیک oryzae

Fig. 7. Expression level of PR2 gene in silver
nanoparticle–treated plants and control plants under
infection with M. oryzae fungus
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تیمار شاهد درگیاهان تیمار شده و PR3میزان بیان ژن
.Mساعت پس از تلقیح با قارچ24در با نانوذره بیولوژیک
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3و1–دي گلوکوزیدي در بتا–بتا–3و1واحدهاي 
ها، که همراه با کیتین ساختمان اصلی دیواره سلولی گلوکان

ساکاریددهند، سبب تخریب این پلیها را تشکیل میقارچ
Van Loon &Van)شودها میو در نهایت از بین رفتن قارچ

Strien, 1999) . در تحقیقات تکمیلی نشان داده شد که در
هاي بعضی موارد این پروتئین در آزاد کردن مولکول
ها و الیسیتور گیاهی از جمله ترکیبات فنولی، فیتوالکسین

ها نقش دارد و افزایش مقاومت به علت عمل PRسایر
Vidhyasekaran, 2002).(باشد مستقیم این پروتئین نمی

بررسی نتایج الگوي بیان این ژن حاکی از آن است که در 
24گیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک، میزان بیان در 

ساعت روند 48ساعت پس از تلقیح افزایش یافت، اما بعد از 
رسید و ساعت پس از تلقیح به حداکثر بیان72کاهشی و در 

. ساعت حدود دو برابر افزایش داشت48نسبت به زمان 
بیان ژن در گیاهان تیمار شده با نانوذره ۀاگرچه میزان بیشین

بیولوژیک در مقایسه با گیاهان شاهد تقریباً برابر بود، اما 
تر از گیاهان تیمار شده زمان بیان آن در گیاهان شاهد سریع

ساعت بعد از 72در PR2افزایش بالاي ژن دفاعی.بود
از تلقیح با بیمارگر، جهت مقابله با گسترش هیف مهاجم

Ribot)باشد هاي مجاور میاولین سلول گیاه به سلول et al.,

از قبیل گلوکاناز و کیتیناز PRهاي افزایش بیان ژن.(2008
در برنج، سبب افزایش OsNPR1خاطر بیان بیش از حد به

Feng)گردید برنجمقاومت به بیماري بلاست et al., 2011;

Kim et al., ةدر گیاهان برنج تراریخته بیان کنند.(2004
ناز، این ژن به تنهایی و یا در ترکیب با اگلوک3و1–ژن بتا

ژن کیتیناز موجب کاهش حساسیت این گیاهان به تلقیح 
Jwa(هاي معینی شدتوسط قارچ et al., افزایش ). 2006

گلوکاناز و کیتیناز در ارقام برنج که در هايفعالیت آنزیم
پرآزارۀساعت قبل از تلقیح جدای48شرایط گلخانه، 

)virulent isolate ( قارچM. oryzaeپرآزارغیرۀبا جدای
)Avirulent isolate( همین قارچ تیمار شده بودند، مشاهده

Filippi(گردید et al., همچنین در آزمایشی دیگر، ). 2014
تیمار و M. oryzaeپرآزار غیرۀهاي پایینی گیاه با جدایبرگ

. پرآزار این قارچ تلقیح شدۀسپس برگ بالایی با جدای
نشان داد پرآزارۀارزیابی بیماري نه روز بعد از تلقیح جدای

DLA= Disease Leaf)که درصد سطح برگ آلوده

Area)پرآزار غیرۀهایی که قبل از تلقیح، با جدایدر تیمار
پرآزار ۀهایی که فقط با جدایتیمار شدند نسبت به تیمار

این مطالعه علاوه بر کاهش . تلقیح شده بودند کاهش یافت
شدت بیماري، همچنین فعالیت سیستمیک و القاء مقاومت را 

تر پرآزار بر روي برگ پایینغیرۀدر پاسخ به تیمار جدای
Filippi(نشان داد et al., جاسمونیک اسید و تیمار.)2014

.Mساعت قبل از تلقیح 48اتیلن،  oryzae موجب القاء
هاي دفاعی شامل مقاومت از طریق افزایش فعالیت آنزیم

گلوکاناز و کیتیناز و در نتیجه کاهش علائم بلاست در رقم 
Rios(گندم حساس به بیماري گردید  et al., 2014.(

Epicoccumقارچ)Crude extract(خام ةکاربرد عصار sp.

ساعت قبل از 48) لیترگرم در میلیمیکرو4000غلظت (
موجب القاء مقاومت و جلوگیري از ،M. oryzaeتلقیح 

فعالیت آنزیم . بیماري بلاست برگ در شرایط گلخانه شد
ة، دوربیمارگرساعت پس از تلقیح 24ناز، اگلوک3و1–بتا

قارچ ی آنطآلودگی کهجلوگیري از بحرانی و مهم براي 
عصاره .کند، در گیاه افزایش یافتفرآیند نفوذ را شروع می

زیرا .گذار نبودآلودگی تأثیرۀهاي اولیبر روي فاز
هاي بیمارگر جوانه زده و آپرسوریوم اسپور

)Appressorium (تشکیل دادند، ولی قادر به نفوذ نبودند .

نانوذره در گیاهان تیمار شده باPR2سطح بیان ژن–7شکل 
.Mو گیاهان شاهد تلقیح شده با قارچ بیولوژیک oryzae

Fig. 7. Expression level of PR2 gene in silver
nanoparticle–treated plants and control plants under
infection with M. oryzae fungus

PR3الگوي بیان ژن 

تیمار شاهد درگیاهان تیمار شده و PR3میزان بیان ژن
.Mساعت پس از تلقیح با قارچ24در با نانوذره بیولوژیک
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oryzae24/7که گیاهان تیمار شده افزایش یافت، طوري
برابر نسبت به زمان صفر افزایش بیان نشان دادند که این 

بیشینه بیان . برابر بود32/4افزایش رونوشت در گیاهان شاهد
ساعت پس از 24بیولوژیک، نانوذرهدر گیاهان تیمار شده با

ساعت پس از تلقیح بوده 48تلقیح و در گیاهان شاهد، 
ترانوشت این ژن در گیاهان تیمار شده با ۀمیزان بیشین.اسـت

45/4برابر و در گیاهان شاهد، 24/7نانوذره بیولوژیک، 
میزان ترانوشت ژن. برابر نسبت بـه زمان صفر افزایش یافت

PR3برابر 63/1نانوذره بیولوژیک، شده بادر گیاهان تیمار
میزان . بیشتر از گیاهان شاهد در زمان حداکثر بیان بود

ساعت بعد از 48درگیاهان تیمار شدهPR3رونوشت ژن 
ساعت روند کاهشی را نشان داد و در 24تلقیح نسبت به 

ساعت بعد از تلقیح 72گیاهان شاهد با نانوذره بیولوژیک، 
).8شکل (روند کاهشی مشاهده شد ساعت48نسبت به 

PR3باشد کهها میجزئی از خانواده بزرگ کیتینازها
بیمارگر، سطح بیان آن توسط ۀمعمولاً پس از حمل

سلولی ةها دیوارکیتیناز. یابدگیاهی افزایش میهاي سلول
قارچ را از طریق هیدرولیز کیتین موجود در دیواره، تجزیه 

توانند نقش بسیار مهمی در مقاومت علیه نموده و بنابراین می
;Van Loon & Van Strien, 1999)ها ایفا کنندبیمارگر

Collinge et al., بررسی الگوي بیان این ژن در .(1993
افزایش ةگیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک، نشان دهند

ساعت پس از تلقیح بودکه میزان رونوشت در 24بیان در 
بیان ژن در ۀبیشین. حداکثر میزان خود رسیداین ساعت به

گیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک هم از نظر مقدار و 
.تر از گیاهان شاهد اتفاق افتادهم از نظر زمان، بیشتر و سریع

تواند بیانگر نقش میPR3سریع و بالاي ژن دفاعیافزایش
بیمارگر قارچی بسیار مؤثر آن در مکانیسم دفاعی گیاه علیه 

قارچ در بافت پارانشیمی و همچنین القاء ۀباشدکه مانع توسع
مطالعات نشان داد که گیاهان .شودمقاومت در گیاه می

کیتیناز به تنهایی و یا همراه با سایر تراریخت با بیان بالاي
، سطوح بالایی از مقاومت را به آلودگی PRهايپروتئین

Jwa)دهندي نشان میعلائم بیمارۀقارچی یا توسع et al.,

2006; Feng et al., 2011) . تولید بالاي پروتئین تراریخت
مستقیم سبب مقاومت طور مستقیم یا غیرتواند بهکیتیناز می

در روش مستقیم کیتیناز، کیتین . هاي قارچی شودبه بیمارگر
کند در هاي در حال رشد را تجزیه میموجود در هیف

سازي رمستقیم، کیتیناز سبب آزادروش غیکه در حالی
هايعنوان محركتوانند بههاي کیتین شده که میالیگومر

Collinge)مکانیسم دفاعی در گیاه عمل کنند et al.,

Epicoccumخام قارچةکاربرد عصار.(1993 sp.) غلظت
ساعت قبل از تلقیح 48) لیترگرم در میلیمیکرو4000

موجب القاء مقاومت و کاهش بیماري ،M. oryzaeبیمارگر 
72فعالیت آنزیم کیتیناز .شدبلاست برگ در شرایط گلخانه

بنابراین امکان . ساعت بعد از تلقیح بیمارگر افزایش یافت
که براي ایجاد آلودگی موفق مهم است، ) PR3(دارد کیتیناز 

Sena(در دفاع آغازین شرکت نداشته باشند  et al., 2013 .(

LOXي بیان ژن الگو

درگیاهان تیمار شده با نانوذره LOXمیزان بیان ژن
ساعت پس از تلقیح با قارچ24بیولوژیک و تیمار شاهد در 

M. oryzaeکه میزان رونوشت طوريافزایش یافت، به
حدود نه برابر نسبت به درگیاهان تیمار شده وگیاهان شاهد

گیاهان تیمار شده بابیشینه بیان در . زمان صفر افزایش یافت
ساعت پس از تلقیح و در گیاهان 24نانوذره بیولوژیک، 

میزان .ساعت پس از تلقیح با بیمارگر بوده است48شاهد، 
در گیاهان تیمار شده با نانوذره LOXرونوشت ژن ۀبیشین

برابر نسبت 92/9برابر و در گیاهان شاهد،94/8بیولوژیک، 
میزان رونوشت در زمان ۀمقایس.بـه زمان صفر افـزایش یافت

برابر گیاهان 11/1حداکثر بیان ژن در گیاهان شاهد، حدود 
ساعت بعد از LOX ،72میزان رونوشت ژن . تیمار شده بود

ساعت روند کاهشی را نشان داد، ولی در 48تلقیح نسبت به 
ساعت پس از تلقیح دوباره روند 96گیاهان شاهد در 
، اکسیژن رسانی LOXژن ). 9شکل(افزایشی پیدا کرد 

ها را کند تا هیدروپروکسیدهاي چرب را تسریع میاسید
Hao(تولید کنند  et al., آغازگر LOXدر واقع). 2009

حلقوي موسوم به سنتز گروهی از ترکیبات حلقوي و غیر
هاي چرب ها،که محصولات اکسیداسیون اسیدلیپیناکسی

مسیر ).Porta & Rocha–Sosa, 2002(باشد هستند، می
ژناز منجر به تولید محصولات مختلفی از جمله لیپوکسی
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شود که نقش مهمی در فعالیت ضدمیجاسمونیک اسید 
میزبان، موجب القاء –میکروبی داشته و در تعامل بیمارگر

& Thakur)شودمیبیمارگرمکانیسم دفاعی در برابر 

Udayashankar, 2019).

نانوذره در گیاهان تیمار شده باPR3سطح بیان ژن–8شکل 
.Mو گیاهان شاهد تلقیح شده با قارچبیولوژیک oryzae

Fig. 8. Expression level of PR3 gene in silver
nanoparticle–treated plants and control plants under
infection with M. oryzae fungus

یمار شده با بررسی الگوي بیان این ژن در گیاهان ت
ساعت 24افزایش بیان در ةنانوذره بیولوژیک، نشان دهند

پس از تلقیح با بیمارگر بود که به حداکثر میزان خود رسید 
ساعت بعد از تلقیح نسبت به زمان 48و میزان رونوشت در 

بیان ژن در گیاهان ۀمیزان بیشین. ساعت تغییري نداشت24
.شاهد بیشتر از گیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک بود

ساعت 48و 24در LOXافزایش سریع و بالاي ژن دفاعی
بعد از تلقیح بیمارگر، جهت مقابله با حمله و گسترش هیف 

Ribot)باشد میقارچ به اولین سلول گیاهیمهاجم et al.,

ذرات نقره با مسیر متقابل نانوگزارشات مختلفی اثر. (2008
عنوان مثال در به. دهی گیاه را نشان دادندعلامت

هایی شد آرابیدوپسیس،  نانوذره نقره موجب کاهش بیان ژن
هاي هورمونی از قبیل ها و سیگنالکه در پاسخ به بیمارگر

نانوذره نقره، یک بازدارندة شناخته شدة . اتیلن نقش دارند
Syu(باشد اتیلن می et al., 2014(. با توجه به اینکه مسیر

در گیاه LOXاتیلن در بیان ژن /دهی جاسموناتعلامت
Shoresh)نقش دارد  et al., 2005) این امکان وجود دارد

که نانوذره نقره از طریق بازدارندگی اتیلن موجب کاهش 
در طول LOXهاي بیان ژن.بیان این ژن در گیاه شده باشد

گیاهی گزارش شده ۀگیاه در چندین گون–تعامل بیمارگر

و همکارانPorta, 2002Rocha–Sosa &.(Hao(است 
مقاوم به (Jiajing3768رقم بعد از تلقیح برنج)2009(

.Mبا قارچ) بلاست برگ اما حساس به بلاست گردن

oryzae دریافتند که ژنLOX در مقاومت به بلاست برگ
هاي برنج تلقیح در برگLOXفعالیت آنزیم . داردنقش

ساعت بعد از 36تا M. oryzae ،24سازگار شده با نژاد نا
سرعت افزایش یافت هاي سالم بهتلقیح در مقایسه با برگ

سازگار هاي قارچ در ترکیب ناکه با جلوگیري از رشد هیف
هاي تلقیح شده با نژاداگرچه فعالیت در برگ. مواجه بود

فت، اما این افزایش، در واکنش ناسازگار نیز افزایش یا
نتایج بیان . واکنش سازگار بودسازگار بسیار بیشتر از 

با پاسخ مقاومت LOXدارد که افزایش سریع بیان ژن می
ارقام برنج به تلقیح توسط قارچ عامل بیماري بلاست برنج، 

Hao).بسیار مرتبط است et al., 2009)

BTP1استرین فرنگی تیمار شده با وجهدرگیاهان گ

Pseudomonasباکتري putida میزان بیان ژنLOX بعد از
نسبت به گیاهان شاهد که با B. cinereaتلقیح قارچ بیمارگر 

Akram)نشده بودند، افزایش بیشتري داشتباکتري تیمار et

al., داري در میزان فعالیت آنزیم اختلاف معنی. (2008
LOX بعد از تلقیح قارچM. oryzae بین گندم تیمار شده با

اما بین . جاسمونیک اسید، اتیلن و تیمار شاهد، مشاهده نشد
، ASM)Acibenzolar–S–Methylگیاهان تیمار شده با

میزان . دار بودو تیمار شاهد، اختلاف معنی) SAآنالوگی از 
کاهش و ساعت بعد از تلقیح،48تولید یا فعالیت این آنزیم 

Rios(ساعت بعد از آن به حداکثر رسید 72 et al., 2014.(

در گیاهان تیمار شده باLOXسطح بیان ژن–9شکل 
.Mنانوذره بیولوژیک و گیاهان شاهد تلقیح شده با قارچ 

oryzae
Fig. 9. Expression level of LOX gene in silver
nanoparticle–treated plants and control plants under
infection with M. oryzae fungus
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یمار شده با بررسی الگوي بیان این ژن در گیاهان ت
ساعت 24افزایش بیان در ةنانوذره بیولوژیک، نشان دهند

پس از تلقیح با بیمارگر بود که به حداکثر میزان خود رسید 
ساعت بعد از تلقیح نسبت به زمان 48و میزان رونوشت در 

بیان ژن در گیاهان ۀمیزان بیشین. ساعت تغییري نداشت24
.شاهد بیشتر از گیاهان تیمار شده با نانوذره بیولوژیک بود

ساعت 48و 24در LOXافزایش سریع و بالاي ژن دفاعی
بعد از تلقیح بیمارگر، جهت مقابله با حمله و گسترش هیف 

Ribot)باشد میقارچ به اولین سلول گیاهیمهاجم et al.,

ذرات نقره با مسیر متقابل نانوگزارشات مختلفی اثر. (2008
عنوان مثال در به. دهی گیاه را نشان دادندعلامت

هایی شد آرابیدوپسیس،  نانوذره نقره موجب کاهش بیان ژن
هاي هورمونی از قبیل ها و سیگنالکه در پاسخ به بیمارگر

نانوذره نقره، یک بازدارندة شناخته شدة . اتیلن نقش دارند
Syu(باشد اتیلن می et al., 2014(. با توجه به اینکه مسیر
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Shoresh)نقش دارد  et al., 2005) این امکان وجود دارد

که نانوذره نقره از طریق بازدارندگی اتیلن موجب کاهش 
در طول LOXهاي بیان ژن.بیان این ژن در گیاه شده باشد

گیاهی گزارش شده ۀگیاه در چندین گون–تعامل بیمارگر

و همکارانPorta, 2002Rocha–Sosa &.(Hao(است 
مقاوم به (Jiajing3768رقم بعد از تلقیح برنج)2009(

.Mبا قارچ) بلاست برگ اما حساس به بلاست گردن

oryzae دریافتند که ژنLOX در مقاومت به بلاست برگ
هاي برنج تلقیح در برگLOXفعالیت آنزیم . داردنقش

ساعت بعد از 36تا M. oryzae ،24سازگار شده با نژاد نا
سرعت افزایش یافت هاي سالم بهتلقیح در مقایسه با برگ
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شود که نقش مهمی در فعالیت ضدمیجاسمونیک اسید 
میزبان، موجب القاء –میکروبی داشته و در تعامل بیمارگر

& Thakur)شودمیبیمارگرمکانیسم دفاعی در برابر 

Udayashankar, 2019).

نانوذره در گیاهان تیمار شده باPR3سطح بیان ژن–8شکل 
.Mو گیاهان شاهد تلقیح شده با قارچبیولوژیک oryzae

Fig. 8. Expression level of PR3 gene in silver
nanoparticle–treated plants and control plants under
infection with M. oryzae fungus
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Ribot)باشد میقارچ به اولین سلول گیاهیمهاجم et al.,

ذرات نقره با مسیر متقابل نانوگزارشات مختلفی اثر. (2008
عنوان مثال در به. دهی گیاه را نشان دادندعلامت
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Syu(باشد اتیلن می et al., 2014(. با توجه به اینکه مسیر

در گیاه LOXاتیلن در بیان ژن /دهی جاسموناتعلامت
Shoresh)نقش دارد  et al., 2005) این امکان وجود دارد

که نانوذره نقره از طریق بازدارندگی اتیلن موجب کاهش 
در طول LOXهاي بیان ژن.بیان این ژن در گیاه شده باشد

گیاهی گزارش شده ۀگیاه در چندین گون–تعامل بیمارگر

و همکارانPorta, 2002Rocha–Sosa &.(Hao(است 
مقاوم به (Jiajing3768رقم بعد از تلقیح برنج)2009(

.Mبا قارچ) بلاست برگ اما حساس به بلاست گردن

oryzae دریافتند که ژنLOX در مقاومت به بلاست برگ
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سازگار هاي قارچ در ترکیب ناکه با جلوگیري از رشد هیف
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از بین رفتن فعالیت غشاي سلول قارچی در اثر تشکیل 
هاي آزاد تولید شده توسط نانوذره بیولوژیک، از رادیکال

قارچی نانوذره بیولوژیک اي ضدهترین مکانیسممهم
Kim(باشد می et al., 2007 .( در این مطالعه، نانوذره

بر روي رشد قارچ عامل in vitroدر شرایط بیولوژیک 
که درصد جلوگیري طوريبیماري بلاست تأثیر گذاشته، به

هاي مورد آزمایش ین تیماراز رشد قارچ بیمارگر ب
فاقد (و تیمار شاهد ) بیولوژیکهاي مختلف نانوذره غلظت(

این داري را نشان داد که اختلاف معنی) بیولوژیکنانوذره 
و در نتیجهس مستقیم نانوذره با قارچ بیمارگردر اثر تماامر 

،از طرفی.باشداز بین رفتن فعالیت غشاي سلول قارچی می
زایی هاي مرتبط با بیماريتولید و یا تجمع پروتئین

)pathogenesis–related  proteins (ۀدر پاسخ به حمل
هاي مرتبط با تنش، از اجزاي مهم و یا موقعیتیمارگرب

Jwa(باشد القایی در گیاهان میمکانیسم دفاعی et al.,

هاي زایی در واکنشماريهاي مرتبط با بیژن). 2006
شوند، اما القاء می) حساس(و سازگار ) مقاوم(سازگار نا

نیز در این مطالعه . باشدها متفاوت میسرعت و میزان بیان آن
زایی در واکنش سازگار بیان چند ژن دفاعی مرتبط با بیماري

در گیاهان تیمار ) قبل از تلقیح بیمارگر(نسبت به زمان صفر 
فاقد (و همچنین در تیمار شاهد بیولوژیکشده با نانوذره 

ها بین افزایش یافت، اما سرعت و میزان بیان این ژن) نانوذره
گرچه شدت بیماري در ا. دو تیمار تفاوت چندانی نداشت

تا حدودي کمتر از بیولوژیکگیاهان تیمار شده با نانوذره 
داري را تیمار شاهد بود، اما از نظر آماري اختلاف معنی

در گیاه بیولوژیکبنابراین نقش نانوذره نقره . نشان نداد
هاي دفاعی و مستقیم از طریق افزایش بیان ژنصورت غیربه

القاء مقاومت سیستمیک و در نهایت کاهش شدت بیماري، 
.نبودقابل توجه

ذرات تاکنون مطالعات زیادي در مورد بررسی تاثیر نانو
صورت مستقیم به) بیولوژیکبیولوژیک و یا غیر(نقره 

;Akter, 2019)بر روي بیمارگر صورت گرفت) تماسی(

Elamawi & El–Shafey, 2013; Park et al., 2006;

Elamawi et al., 2018; Song et al., 2020) . از آنجایی
که نقره خاصیت حفاظتی بالایی دارد، بنابراین تاثیر مستقیم 

inذرات نقره بیولوژیک بر روي بیمارگر در شرایط نانو

vitroاز طرفی در مطالعۀ انجام شده در گلخانه از . ، مثبت شد
مستقیم نانوذره بر بیمارگر غیرتاثیرکه هدف، بررسی آنجایی

هیچ تماسی بین واز طریق القاء مقاومت سیستمیک بود 
و بیمارگر صورت نگرفت به عبارتی بیولوژیک نانوذره 

هاي پایینی گیاهچه و محل محل تلقیح نانوذره بر روي برگ
هاي بالایی گیاهچه بود، بنابراین تلقیح بیمارگر بر روي برگ

تر و بیشتر بیان سریع(مثبت ۀ آزمایشنتیجرفتانتظار می
ها و همچنین کاهش شدت بیماري در تیمار تلقیح شده ژن
. و یا منفی باشد) در مقایسه با تیمار شاهدTrichodermaبا 

شد غیراي که استفاده میه نقرهدر صورتی که نانوذر
شد، چون نتیجه مثبت نمیاین بیولوژیک بود، به احتمال زیاد 

کش حفاظتی بوده و مرتبط با ایجاد مقاومت ره یک قارچنق
ولی در این پژوهش از نانوذره نقره . باشددر گیاه نمی

از (exudate)بیولوژیک استفاده شد که حاوي ماده مترشحه 
تواند در القاء مقاومت باشد که میمیTrichodermaقارچ 

فاعی هاي ددر این آزمایش، بیان ژن. نقش داشته باشدگیاه
گیاه نسبت به تیمار شاهد افزایش نشان داد و شدت بیماري 

داري یا عدم نیز نسبت به تیمار شاهد کاهش یافت اما معنی
ها مشخص نشد که براي اثبات آن، ضروري داري آنمعنی

است آزمایش در شرایط کنترل شده در گلخانه مجددا 
.تکرار شود
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Abstract

Blast is one of the most important and destructive rice diseases in the world. Nanoparticles are antimicrobial
agents used as biological and non–biological stimulants and can induce resistance in plant against pathogens.
Effects of different biological and non–biological nanoparticles on inhibition of various plant fungal pathogens
has been proved. However, no study has been done about the effect of biological nanoparticles on control of this
disease through induction of resistance and expression of defense genes. In this study, in addition to direct effect
of biological silver nanoparticles synthesized using Trichoderma harzianum fungus in vitro, its indirect effect
was investigated by inducing systemic resistance in susceptible local Tarom cultivar on pathogenic fungus
Magnaporthe oryzae under greenhouse conditions. For this purpose, expression of several important defense
genes investigated in biological silver nanoparticle–treated plants in comparison with control plant (without
biological silver nanoparticle) using real–time qPCR technique at different times after pathogen inoculation. The
results showed a positive effect of different concentrations of biological nanoparticles in reduction of pathogen
growth in comparison with the control treatment so that the amount of inhibition of pathogen growth in different
concentrations (36, 27, 18, 9, 4.5 ppm) was 92, 81, 56, 28 and 7 percent compared to the control treatment,
respectively. Phenotypic study of rice plant interaction with the fungus causing blast disease in presence of
biological nanoparticle showed that there was no significant difference between the disease severities in
biological nanoparticle–treated plants compared to control plants. Also, accumulation of transcripts of NPR1,
PR2, PR3 and LOX genes between two mentioned treatments did not show significant increase. Therefore,
indirect effect of biological silver nanoparticle on pathogenic fungus by induced resistance and increasing the
rice plant defense genes is not considerable.
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