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  دهيچك
موجـب   Piriformospora indicaت يقـارچ انـدوف  . باشديران ميبرنج در ا يهايماريترين بن و مخربيتر مهماز  يکيبلاست برنج  يماريب

اهـان  يدر گ يمهـم دفـاع   يهـا ژن يان برخير بييزان تغين مطالعه ميادر . شوديم ياهيگ يزايماريه عوامل بيک عليستميک مقاومت سيتحر
از  يبلاسـت بـرنج ناش ـ   يماريبه ب يمختلف پس از آلودگ يهاز در زمانيکورياهان بدون ميو گ P. indicaز يکوريمارشده توسط قارچ ميت

Magnaporthe oryzae ک يبا استفاده از تکن Real-time qPCRاه برنج و قـارچ عامـل   يکنش گبرهم يپيفنوت يبررس. قرارگرفت يمورد بررس
 ـ. از خـود بـروز داده اسـت    يماريدر برابر ب يت کمترياه حساسيز نشان داد که گيکوريبلاست در حضور قارچ م يماريب ن تجمـع  يهمچن

ز در اثـر  يکـور ياهـان بـدون م  يسه بـا گ يز در مقايرکويقارچ م مار شده باياهان تيدر گ WRKY85و  Pr1b ،NPR1 ،LOX يهاترانوشت ژن
اه برنج در يدر حفاظـت از گ P. indicaاز نقش فعال قارچ  يج حاکينتا. را نشان داد يا ش قابل ملاحظهيبلاست برنج افزا يماريبه ب يآلودگ
  .باشديمذکور م يهاان ژنيش بيبلاسـت در اثر افزا يماريمقابل ب

  
  
  
  
  

  Real-time qPCR ز،يکوريم ک،يستميمقاومت س ،يدفاع يهالاست برنج، ژنب:  يديكل  يها واژه
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  طبرستان يکشاورز يفناور ستيز و کيکارشناس ارشد پژوهشکده ژنت. ٣
  مقدمه

حدود نيمـي از جمعيـت    برنج محصول عمدة غذايي براي
اين گيـاه زراعـي در ايـران بعـد از گنـدم در      . باشددنيا مي

برنج همـواره بـا انـواع     ديتول. درجه دوم اهميت قرار دارد
از  يک ـيکـه   باشـد يزنـده مواجـه م ـ   ريزنده و غ يهاتنش
 بـاً يتقر. باشـند يم ياهيگ يمارگرهايها بتنش نيا نيتر مهم
 ـباکتر ،يبا عوامل قـارچ  يمارينوع ب ۷۰ و  يروس ـيو ،يياي

 يهـا يماريب انيدر م. در برنج گزارش شده است ينماتود
بــرنج  يهـا يمـار يب نيتـر  مهــمبلاسـت از   يمـار يبـرنج، ب 

ــ  & Zhang et al 2009, Song( شــوديمحســوب م

Goodman 2001 ( تـرين  ترين و مخـرب از گسترده كييو
و نيمـه گرمسـيري    گرمسـيري برنج در مناطق  يهابيماري

ــه امر ــطــوب از جمل ــمــي راني ــم. اشدـب ط ـوســـمت زانـي
ــ ـــخســارت سالان ـــلاست بـة ب  يهانـطح جـــج در ســـرن

  ).Torres & Teng 1993( درصد است ٣٠تا  ١١دود ـح
   Magnaporthe oryzae Couchبيمـاري قـارچ    عامـل 

  يرجنســــيبــــا فــــرم غ  کوتاياز شــــاخه آســــکوم 
 Pyricularia oryzae Cavara بــراي كنتــرل . باشــديمــ

. شـود بيماري از ارقام مقاوم و سموم شيميايي اسـتفاده مـي  
شکسـته شـدن    دهيبا اين وجود استفاده از ارقام مقاوم با پد

مواجـه   مـارگر يجمعيـت ب  لايمقاومت در مقابله با تنوع با
استفاده از سموم هم پر هزينه است و هـم اثـر سـوء    . است

ــت دارد  ــيط زيسـ ــعه   . روي محـ ــه توسـ ــن رو بـ از ايـ
دهند، نيـاز  هايي كه مقاومت پايدار را گسترش مي استراتژي

 ـاز ا يک ـيمقاومت القايي . است  ـپا يهـا ياسـتراتژ  ني  داري
  ).(Song & Goodman 2001است 
مقاومــت در مقابــل عوامــل  يالقــا يهــااز روش يکــي

بـه   دي ـمف يهاسميکروارگانياستفاده از م اهانيگ يزايماريب
). Kogel et al. 2006( باشديم اهانيدر گ ستيزعنوان هم

 ,Piriformospora indica Sav. Verma تيقـارچ انـدوف  

Aj. Varma, Rexer, G. Kost & P. Franken  شـه ياز ر 
 ـا. گزارش شده اسـت  اهانياز گ ياديتعداد ز قـارچ در   ني

 کنـد يرشد م ـ اهيگ شهير يو داخل سلول يسلول نيب يفضا
ــب تحر ــو موج ــت س کي ــتميمقاوم ــعل کيس ــل  هي عوام

 ـا. گـردد يم ـ اهي ـسـاقه و بـرگ در گ   شه،ير يزا يماريب  ني
عملکــرد  شيه افــزاـمنجــر بــ اهـيــگ کيســتميحفاظــت س

توسـط   ۱۹۹۸بار در سـال   نياول P. indicaقارچ . شود يم
از خـــاک ) Verma et al. 1998( ورمـــا و همکـــاران

کهــور و کنــار در کشــور هندوســتان  اهــانيگ يزوســفرير
ــاز ــا. شــد يجداس ــته  ني ــارچ از راس رده  Sebacinalesق

Agaricomycetes  ــاخه ــ Basidiomycotaو ش ــديم  باش
)Verma et al. 1998, Varma et al. 1999  .( ــر وال

 P. indicaنشـان دادنـد کـه    ) Waller et al. 2005( وهمکاران
جـو در مقابـل قـارچ     کيسـتم يمقاومت س کيموجب تحر

 دکيعامل سف Blumeria graminis f.sp. hordei وتروفيب
 .Stein et al( و همکـاران  نياشـتا . شـود يم ـ جو يسطح

موجب حفاظـت   P. indica مشخص کردند که زين) 2008
بـا   يطحس ـ دکيدر برابر سف سيدوپسيآراب اهيگ کيستميس

توسط  ISR ريمس قياز طر Golovinomyces orontiiعامل 
  .شوديم  NPR1و JA يهاگناليس

 ـا در  یلقـا در ا P. indica زيکـور يمطالعـه اثـر قـارچ م    ني
در بـرنج مـورد   ) M. oryzae(بلاسـت   يمـار يب هيمقاومت عل

در مقاومـت   ري ـدرگ يهـا ژن انيب زانيقرار گرفت و م يبررس
 و Pr1b ،NPR1 ،LOX يهابلاست برنج شامل ژن يماريبه ب

WRKY85 اهـان يو گ زيکـور يشـده توسـط م   ماريت اهانيدر گ 
  .دش يابيارز Real-time PCR کيبا استفاده از تکن دشاه

  
  يبررس روش
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  تيقارچ اندوف ريو تکث هيته
اهدايي پروفسـور كوگـل، رئـيس    ( P. indicaقارچ  جدايه

موسسه بيماري شناسي و جانورشناسي كـاربردي دانشـگاه   
  يکشــت جامــد اختصاصـ ـ  طيدر محــ) گيســن آلمــان 

(CM) Complex medium] [ گرم، پپتون  ۲۰حاوي گلوکز
 Na NO3, KCl, Mg SO4. 7( دو گـرم، محلـول نمـک   

H2O, KH2 PO4 ) 50 گـرم،   کي مخمرعصاره  تر،يل يليم
 MnCl2. 4 H2O, H3 BO3, Zn SO4(يمغذ زيمحلول ر

.7 H2O, Na2 MoO4.2 H2O, KI, Cu SO4.5 H2O  (
گـرم   ۱۵گرم و آگار  کي دياس نيکازام تر،يل يليم کي

اسـپور سـه هفتـه     ديتول يکشت و برا در يك ليتر آب
 ـما هيته يبرا. دش ينگهدار Co 25 يدر دما  حيتلق ـ هي

از آب مقطر سـترون بـه همـراه     وفيت،اسپور قارچ اند
   درصـــد اســـتفاده شـــد ۰۵/۰ زانيـــبـــه م ۲۰نيتـــوئ

)Waller et al. 2005(.  
  
  قارچ عامل بلاست برنج ريو تکث هيته
 ۲۷۴بلاسـت جدايـه    يمـار يبـرنج بـه ب   اهيگ يسازآلوده يبرا

 قاتي از بخش تحقبالا ييزايماريبا قدرت ب M. oryzaeقارچ 
و مورد استفاده  هيبرنج کشور ته قاتيموسسه تحق يپزشکاهيگ

 يو بـرا  PDA طيقـارچ از مح ـ  هي ـرشد اول يبرا. قرار گرفت
 ـجهـت ما  ياسپور کـاف  ديتول  ـ هي - کشـت آلـو   طياز مح ـ يزن

 ۱گـرم، عصـاره مخمـر     ۵حاوي لاکتوز ) (Prune-Agar(آگار
. دش ـاستفاده ) ر آبگرم در يك ليت ۲۰عدد و آگار  ۳گرم، آلو 
 ـ، جهـت تحر  28oC يهفته رشد قارچ در دما کيپس از   کي
و  ييساعت روشـنا  ۱۶کشت تحت تناوب  طيمح ،يياسپورزا

مناسـب قـارچ و    ري ـپس از تکث. قرار گرفت يکيساعت تار ۸
 ـما ليبا استفاده از آب مقطر اسـتر  يکاف سپورا  هي ـته حيتلق ـ هي

  ).Mackill & Bonman 1992(ديگرد
  

  برنج اهيگ شهيدر ر تيو استقرار قارچ اندوف اهيگ کاشت
اصـلاح بـذر    قاتياز بخش تحق يارقام طارم محل بذرهای

 ـ يبرا. شد هيبرنج کشور ته قاتيموسسه تحق بـردن   نياز ب
. انجـام شـد   يسطح ي، ضدعفونبذرها يسطح يهايآلودگ

ــ هيــچهــار روزه، در ما يهــااهچــهيگ شــهير ــارچ حيتلق   ق
P. indica  )۱۰۶غوطــه ور ) تــريل يلــيدر م دوســپوريکلام

  بـا سـرعت   کريش ـ يرو اعتو بـه مـدت پـنج س ـ    ديگرد
  . تکان داده شددور در دقيقه  ۴۰
در محلـول آب مقطـر    زيشاهد ن يهااهچهيگ شهيزمان رهم
تـا   دش ـور غوطـه  ۲۰نيدرصد تـوئ  ۰۵/۰به همراه  لياستر
پـس از پـنج   . باشـد  کسـان ي هـا اهچـه يهمه گ يبرا طيشرا

شـده و شـاهد در قالـب طـرح      مـار يت يهاهاهچيساعت گ
 طيمح ـ يحـاو  ييهـا به تشـت  کراردر سه ت يکاملاً تصادف

انتقـال  )  Yushida et al. 1976() عيمـا ( دايوش ـي ييغـذا 
تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين تيمارها با آزمـون  . افتندي

LSD هاي آماري بـه كمـك نـرم افـزار     و تجزيه و تحليـل
SAS انجام گرفت.  

  
  شهير يستيهمز يرسبر

 شـه يمنظـور در ابتـدا ر   نيا يبرا: يکروسکوپيم يبررس
و سـپس بـا    يزي ـشده و شـاهد رنـگ آم   حيتلق اهانيگ
 يزي ـرنـگ آم . قرار گرفـت  يمورد بررس کروسکوپيم
 و همکــاران گيــليرهيبــر اســاس روش و اهيــگ شــهير
)Vierheilig et al. 1998 ( يجهـت بررس ـ . انجام شـد 

اه، سه مرحله يگ شهيدر ر زيکوريقارچ م دارياستقرار پا
پس  يزيآمرنگ نياول. رفتيانجام پذ شهير يزيآمرنگ

دوم در  يزي ـآمرنـگ  هـا، اهچهياز دو هفته از کاشت گ
در  يزي ـآمرنگ نيهفته پس از کاشت و سوم نيچهارم

شده به قـارچ   حيتلق اهانيگ شهياز ر يخوشه ده انيپا
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در  رهادوسـپو يو شـاهد انجـام و وجـود کلام    زيکوريم
  .قرار گرفت يابيمورد ارز شهير

 يپـس از ضـدعفون   يدر روش مولکـول : يمولکـول  يبررس
بـه   DNAتيمار شده و شاهد، اسـتخراج   يهاريشه يسطح

) Murray & Thompson 1980( روش مـوري و تامپســون  
ـــس از استخـــراج . انجــام شـــد ـــاشــهياز ر DNAپ  يه
   يابيــرد ي، بــراP. indicaشـــده بـــا  مـــاريشـاهـــد و ت

   ياختصاصـــ يرهـــابـــا آغازگ PCRاز  زيکـــوريقـــارچ م
(accession no. AJ249911) Tef  ــتفاده اســــ

ــارز). Deshmukh & Kogel 2007(شــد محصــول  يابي
ــنش    درصـــد در بـــافر  ۲ژل آگـــاروز  يرو PCRواکـ
TBE 1X صورت گرفت.  

  
  برنج يهابلاست به برگ يماريقارچ عامل ب يزنهيما
 ـما يبرا  ـهي ور در ـاسپ ـ ۱۰۵غلظـت   يمـار يب از عامـل  يزن
به همـراه   ليقارچ عامل بلاست در آب مقطر استر تريليليم

شـده   هي ـته حيتلق ـ هيما. دشاستفاده  ۲۰نيدرصد توئ ۰۵/۰
 شيموردآزما ياچهار هفته يهااهچهيگ يتوسط افشانه رو

 طيتحت شرا يکيپوشش پلاست ريز هااهچهيگ. شد يزنهيما
هفتـه   کيدرصد به مدت  ۹۰از  شيو رطوبت ب 28 ييماد

  . شد ينگهدار
  

  يبردارنمونه
 زي ـشـده و ن  ماريت يهااهچهيگ ياز بافت برگ يبردار نمونه

. انجام گرفـت  ۹۶، ۷۲، ۴۸، ۲۴، ۰ يشاهد در  فواصل زمان
فالکن به سرعت  يهاپس از انتقال به لوله يبرگ يهانمونه
 ـ زريرـس  به فـفرو برده و سپ عيما تروژنيدر ن  ياـم ـا دـب

oC 80- منتقل شدند.  
  بيماري يپيفنوت توسعه

بلاسـت بـرنج در    يمـار يتوسـعه ب  يپيفنـوت  يبررس ـ يبرا

 يهـا و شـاهد شـاخص   زيکـور يتوسط م مارشدهيت اهانيگ
سطح برگ آلوده و تعداد لکه اسـپورزا مـورد    ،يآلودگ پيت

  .قرار گرفتند يريگاندازه
  
  يآلودگ پيت

 يهـا برگ ،يزنهياروز پس از م۱۰تا ۷منظور  نيا يبرا
قـارچ قـرار گرفتـه     يکـه در معـرض اسـپورها    يجوان

 ـبودند مـورد ارز  بـا   يآلـودگ  پي ـت. قـرار گرفتنـد   يابي
 لي ـبر اساس روش مـک گ  ۵صفر تا  اسياستفاده از مق

 ـارز) Mackill & Bonman 1992(و بـونمن   شـد   يابي
 ميبه شش کلاس مختلف تقس زبانيکه در آن واکنش م

نـوع صـفر تـا دو را     يهـا ه واکنشک ياهانيگ. گردديم
بـا   اهـان يمقـاوم، گ  اهـان يعنـوان گ بـه  دهنـد ينشان م ـ

 يهـا با واکنش اهانيواکنش نوع سه نسبتاً حساس و گ
ــنج در گــروه گ  ــار و پ ــوع چه ــانين ــرار  اه حســاس ق

  .رنديگ يم
  

  سطح برگ آلوده درصد
 سـتم يبـر اسـاس س   ۹صـفر تـا    اري ـسطح برگ آلوده بـا مع 

) Standard Evaluation System(اســتاندارد  يابيــارز
  بـــرنج انجـــام شـــد قـــاتيتحق يالمللـــ نيمؤسســـه بـــ

)IRRI 1996 .(  
  

  لکه تعداد
عنوان تعـداد  به ≥ ۳ يآلودگ پياسپورزا با ت يهاتعداد لکه

  .دششمارش  اهيهر گ يکه رول
  

  يژنوم يان ا يو زدودن د آر ان ا استخراج
ــه آر ان ا اســتخراج ــااز نمون در ده ـشــ ينگهــدار يه

شـركت  (  RNX-Plusبا استفاده از بافر - oC 80 زريرـف
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 تيفيک. انجام گرفت تيمطابق دستورالعمل ک) سيناژن
بــا دو روش اســپكتروفتومتري و  ياســتخراج يآر ان ا

ــاروز  ــورز در ژل آگـ ــافر ۲/۱الکتروفـ ــد در بـ   درصـ
TAE 1X يهـا يگبه منظور حـذف آلـود  . شد يابيارز 

 ,DNase I تيــاز ک ياز آر ان ا يان ا يد ياحتمــال

RNase-free  ساخت شرکتFermentas  دشاستفاده.  
  

  مکمل يان ا يد ساخت
 ™RevertAidتيبا ک) cDNA(مکمل  يان ا يد ساخت

First Strand cDNA Synthesis   ــرکت  Fermentasش
 ـا يبـرا . طبق دستورالعمل آن انجـام گرفـت   منظـور از   ني

 SuperScript Reverseو آنــزيم   oligodT(18(آغــازگر

Transcriptase ــاســتفاده گرد ــفيک يجهــت بررســ. دي  تي
بـا آغـازگر    PCRاز  هسنتز شـد  يان ا يد -يس يهانمونه

  .دشاستفاده  نياکت ياختصاص
  

  هاداده زيژن و آنال انيب يبررس
 Quantitative real- time کي ـژن بـا تکن  اني ـب يبررس ـ

PCR ــد ــام شـ ــرا. انجـ ــا يبـ ــتگاه نيـ ــور از دسـ   منظـ
C1000™ Thermal Cycler   شرکــتBioRad   اسـتفاده

 ـاسـتفاده شــده در ا   ـتي ـک. شد  Maximaواکنــش   ني

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X ( شرکت
Fermentas زيآنال. بوده که طبق دستورالعمل انجام گرفت 

ــاداده ــزار   Real time يه ــرم اف ــا ن  Bio-Rad CFXب

Manager  فرمـول   روش با  نيدر ا جينتا زيآنال. انجام شد
)ΔΔCT)– 2 محاسبه شد.  

)ΔCT  نمونه کنترلΔCT -  شينمونه آزما (=ΔΔCT   
)CT  ژن خانه دارCT -  ژن هدف( =ΔCT   

 يهـا عنـوان ژن خانـه دار و ژن  به نيژن اکت يبررس نيا در
Pr1b ،NPR1 ،LOX  وWRKY85 هدف  يهابه عنوان ژن

  ).۱ جدول(مورد استفاده قرار گرفتند
  
  مورد استفاده يبودن آغازگرها ياختصاص يابيارز
 ين، برايبرگريت رنگ فلورسنس سايل عدم اختصاصيبه دل
 يهـا و عدم وجـود بانـد   يد قطعه اختصاصينان از تولياطم
 ـثانو يهـا و ساختار يراختصاصيغ ه و دوپـار آغـازگر در   ي

ــولات  ــReal-time PCRمحصــــ   ذوب  ي، منحنــــ
)Melting Curve (ذوب پـس از  يم منحن ـيترس. رسم شد 

انجـام    Bio-Rad CFX Managerاتمام واکنش با نرم افزار
بـودن آغازگرهـا    يجهـت مشـخص شـدن اختصاص ـ   . شد
 واحد )Peak(ک اوج ي يد دارايذوب هر آغازگر با يمنحن
  .باشد

  
  Real time- PCR ييمحاسبه کارا

از نــرم افــزار  Real time- PCR ييمحاســبه کــارا يبــرا
LinReg Analysis of quantitative  RT -PCR data 

را  Real timeحاصل از دستگاه  يهاابتدا داده. استفاده شد
هـا را بـه نـرم    ل کرده و سـپس داده يل اکسل تبديک فايبه 

هـر نمونـه     ييداده و نرم افزار محاسبه کـارا  LinReg افزار
ر هـر  يتکث ياز منحن يتمين کار فاز لگاريا يبرا. شدقرائت 

ون توسط نـرم  يازخط رگرس يون خطيز رگرسينمونه و آنال
  .دشافزار انجام 

  
 ج و بحثينتا

 اه برنجيگ شهيقارچ با  ر يستيت همزيوضع
  يکروسکوپيم يبررس

قـارچ در بافـت    يدوسـپورها يريشـه، کلام  يزي ـآمبا رنـگ 
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ح شـده بـه صـورت گـرد تـا      ياهان تلق ـيکورتکس ريشه گ
سـه  ير يهـا تـوده . مشاهده شدند ياگلابي شكل و زنجيره

کـه   يشه قابل مشاهده بود، در صـورت يدر سطح رز يقارچ ن

 ديـده سه ير يهادوسپورها و تودهيشاهد کلام يهاشهيدر ر
  ).۱ شکل(نشدند

  

 مورد استفاده در اين تحقيق يهاآغازگر يدينوکلئوت يها و توالژن. ۱جدول 
Table 1. Genes and nucleotide sequences of primers used in this study. 

 

آغازگر يتوال                                                  ژن           منبع                                                          
       Gene name                                       Sequence                                                       Reference 

 
      Actin                    F:  5'- CTGCGGGTATCCATGAGACT -3'                          Zhong et al. 2009 
                   R:  5'- GGAGCAAGGCAGTGATCTTC -3'  
      Pr1b                   F:  5' - AGGCGTTCGCGGAGAACTA -3'                              Zhong et al. 2009 
                       R:  5' - GAAGAGGTTCTCGCCAAGGTT -3' 
      NPR1                F:  5'- GAACCCGGGATGGACACCACCATTG -3              Chern et al. 2001 
                      R:  5'- AAGGATCCTCAAGGTACCTCCAAACCAAG -3' 
       Lox                 F:  5'- AGATGAGGCGCGTGATGAC -3'                               Zhong et al. 2009  
                      R:  5'- CATGGAAGTCGAGCATGAACA -3' 
    WRKY85              F:  5'- CAGCAAGAAAAGGAATATACAAAT -3'                 Ryu et al. 2006 
                               R:  5'- CTCAATGTGTTTCCTAACATTACA -3'   

 
  :يمولکول يبررس

باندي معادل  Tef يبا آغازگر اختصاص يمولکول يدر بررس
ح يتلق ـ يهـا در نمونـه  P. indicaجفت باز مربوط به  ۱۶۰
 ـقابـل رو  يشـد امـا در نمونـه شـاهد بانـد      ديدهشده  ت ي
  ).۲ شکل(نبود

شـه در  ير يو مولکـول  يکروسکوپيم يبا توجه به بررس
، يشين دوره زااين پايو همچن يشيمراحل مختلف رشد رو

 ـشد که ا يابيشه برنج رديدر ر  P. indicaقارچ  ج ين نتـا ي
 ـانگر اسـتقرار مناسـب و پا  يتواند بيم شـه  يدار قـارچ در ر ي

  .برنج باشد
  

  يمارياهان به بيگ يپيواکنش فنوت
  يپ آلودگيت

 ل و بـونمن يگمکبر اساس روش  يـپ آلودگيت يبا بررس
)Mackill & Bonman 1992(مـار  ياهان تيگ يها، در برگ

 يضـو يگرد و ب يمتريليم ۳تا  ۱ يهالکهز، يکوريشده با م

در کـه   يظاهر شـد در صـورت   ٣از نوع  يپ آلودگين تيمب
 يمشـخص دوک ـ  يهـا ز لکـهيکورياهان فاقد ميگ يهابرگ

و  يشتر، بـا مرکـز خاکسـتر   يا بيمتر يـليم ۳طول ه شکل ب
 ـل به قرمز و يه متماينکروزه و حاش  ـنماا آب سـوخته  ي ان ي

ــه ا  ــد ک ــش ــن علاي ــم بي ــانگر تي ــودگي ــوع  يپ آل  ٤از ن
 ـبراسـاس ا ). ٣ شـکل (باشد يم پ ي ـاهـان بـا ت  ين روش گي

اهان با يا متحمل و گياهان نسبتاً حساس يجزو گ ٣ يآلودگ
  .رنديگ ياهان حساس قرار ميجزو گ ٤ يپ آلودگيت

 
  درصد سطح برگ آلوده

در  مي، علايو آلودگ يمارين روش بر حسب شدت بيا در
ــمع ۹ ــتهي ــدار دس ــدند    يبن ــابي ش ــتاندارد ارزي ــده اس   ش
)IRRI 1996 .(مــار شــده بــا قــارچ ياهــان تيم در گيــعلا
 ـسـتم ارز يز بر اساس سيکوريم را  ۴ار ي ـاسـتاندارد، مع  يابي

 ۷تـا   ۳ار ين معيا يسطح برگ برا يزان آلودگيم. نشان داد
اهان فاقد رابطه يم در گيکه علا يدر صورت. باشديدرصد م
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داد کـه  يرا نشـان م ـ  ۶ـار يز، معيـکوريبا قارچ م يستيزمه
درصــد   ۲۴تـا   ۱۵سطــح بــرگ در آن    يـزان آلودگـ ـيم

  ).۳شکل ( است

  
  هاي اسپورزاتعداد لکه

   يهـا اسپورزا نشـان از تعـداد لکـه    يهاشمارش تعداد لکه

  
  

  در بافت کورتکس ريشه برنج Piriformospora indicaكلاميدوسپورهاي قارچ اندوميكوريز . جشه برنير يکروسکوپيم يبررس. ۱شكل 
Fig. 1. Chlamydospores of  Piriformospora indica in cortex of rice root tissue. 

  

 
  

، نشانگر Mراهک . TBE 1Xدرصد در بافر  ۲ژل آگاروز  يبر رو Tef يبا آغازگر اختصاص PCRمحصول  ينقوش الکتروفورز. ۲شکل 
(100bp Plus) م از ياستخراج مستق( ، کنترل مثبت۱، راهکDNA  ز در کشت يکوريمار شده با مياه تي، گ۳و  ۲، راهک )قارچ

  ).يکنترل منف(اه شاهدي، گ۶ک و راهک يدروپونيز در کشت هيکوريمار شده با مياه تي، گ۵و ۴، راهک يخاک
Fig. 2. Electrophoresis patterns of  PCR products with specific primers Tef on agarose gel (2%) in TBE 1X buffer. Lanes: M,  

ladder (100bp Plus); 1, positive control (DNA extracted from the fungus); 2 and 3, plants grown in soil treated with 
mycorrhiza; 4 and 5, plants treated with mycorrhiza grown hydroponically; 6, control plant. 
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  .اهان شاهد بوديسه با گيمارشده در مقاياهان تيکمتر در گ
مـار شـده بـا    ياهان تيگ دست آمده نشان داد کههج بينتا
مـار نشـده در برابـر    ياهـان ت يسه با گيز در مقايکوريقارچ م

را از خـود بـروز    يت کمتـر يبلاست برنج حساس ـ يماريب
ن تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين تيمارها يهمچن. اندداده

  ، نشـان از اخـتلاف   يمـار يسـنجش ب  يبرا  LSDبا آزمون 

  
  

و ) سـمت راسـت  (گياهان تيمارشده با قـارچ ميکـوريز  . زني شده با عامل بلاستهاي برنج مايههاي ايجاد شده در برگنمونه لکه. ۳شکل 
 )سمت چپ(گياهان فاقد ميکوريز 

Fig. 3. Disease development in rice leaves inoculated with Magnaporthe oryzae . Right, treated with Piriformospora indica; left, 
not treated. 

  
و  يپ آلـودگ ي ـمعنادار در سطح پنج درصد در صـفات ت 

 ـاسـپورزا و در سـطح    يهاتعداد لکه  يک در صـد بـرا  ي
ن يبنابرا). ۳و  ۲ يهاجدول(استصفت سطح برگ آلوده 

 P. indicaز يکـور يج حاصـله، نشـان داد کـه قـارچ م    ينتا
بلاست برنج شـده   يمارياه در مقابل بيموجب حفاظت گ

  .است
زه کـردن  يبا کلن) Waller et al. 2005( همکاران والر و

 يياه تحمـل بـالا  يمشاهده کردند گ P. indicaشه جو با ير
 و  Fusarium culmorum يزايماريب يهانسبت به قارچ

Cochliobolus sativus ـش يموجب افزا دا کرده است ويپ
 دشمـوک وکــوگل . عملکـرد دانـه شده بود يدرصـد ١١

)Deshmukh & Kogel 2007 ( ـزه کــردن ر يبا کــلن  ـشه ي

نسبت  يياه تحمل بالاينشان دادند که گ P. indicaجـو بـا 
دا کـرده  يپ Fusarium graminearum يزايماريبه قارچ ب

بـا  ) Serfling et al. 2007( نگ و همکـاران يسـرفل . اسـت 
و  ياگلخانه يهاشيدر آزما P. indicaشه گندم با يمار ريت

 يدک سـطح يسـف  يمـار يد علائـم ب يکاهش شـد  يامزرعه
 يدگيپوســ ،Blumeria graminis f.sp. triticiاز  يناشــ

و  Pseudocercosporella herpotrichoidesساقه با عامل 
 را در Fusarium culmorumشــه بــا عامــل ير يدگيپوســ

 .Waller et al( همکـاران  و والـر . گنـدم مشـاهده کردنـد   

ک مقاومت يموجب تحر  P. indicaنشان دادند که ) 2005
ــتميس ــارچ ب  يســ ــل قــ ــو در مقابــ ــک جــ   وتروفيــ

Blumeria graminis f.sp. hordei يدک سـطح يعامل سف 
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عـداد و انـدازه   درصـد در ت  ٧٠ شود که کـاهش تـا  يجو م
ن و ياشـتا . شـد  ديـده  يدک سـطح يسف) پوستول( يها لکه

ــاران ــه ) Stein et al. 2008( همک ــد ک ــخص کردن   مش
P. indica س يدوپس ـياه آرابي ـک گيستميموجب حفاظت س

ــف ــر س ــطحيدر براب ــ يدک س  Golovinomycesاز  يناش

orontii ر يق مســيــاز طرISR يهــاگناليتوســط ســ JA  و
NPR1  شوديم.  

  
  مورد استفاده يبودن آغازگرها ياختصاص يبايارز
ــا ــينت ــرا يج منحن مطالعــه شــده در  يآغازگرهــا يذوب ب
 يش نشان داد که همه آغازگرها به صورت اختصاص ـيآزما

و  يراختصاص ـيعمل نمـوده و فاقـد هـر گونـه قطعـات غ     
  .باشنديه ميثانو يساختارها

  

  .دارند يدار ياختلاف معن LSDهستند، بر اساس آزمون  متفاوت حروف داراي که يين هايانگيم ستون هر در
Mean in each column followed by different letters, are significantly different using LSD test. 

 يهـا  زمـان  اه شـاهد در يو گ Piriformospora indicaز يکوريشده با قارچ م مارياه برنج تيدر گ يماريب سنجش واريانس تجزيه. ٢ جدول
  (Magnaporthe oryzae)بلاست  يماريبا قارچ عامل ب يزنهيمختلف پس از ما

Table 2. Analysis of variance for disease evaluation parameters in rice plant treated with mycorrhizal fungus 
Piriformospora indica and control plant at various times after inoculation with the causal agent of blast disease 
(Magnaporthe oryzae).  

 

  MS ميانگين مربعات

 
  اسپورزا يتعداد لکه ها

Number of Sporulating 
Lesions 

  درصد سطح برگ آلوده
% leaf area affected 

  يپ آلودگيت
Infection Type 

  درجه آزادي
DF 

  منابع تغييرات
SV 

 Treatmentمار يت 1 *4.16 **308.16 *28.16 

 Errorخطا 2 0.33 9.16 2.83 

 CVضريب تغييرات  16.49 23.59 19.80 

  پنج و يك درصد ياحتمال دار در سطح ترتيب معني به ** : و *
* and ** : significant at 5% and 1% respectively. 

 يهـا اه شاهد در زمانيو گ Piriformospora indicaز يکوريمار شده با قارچ مياه برنج تيدر گ يماريب سنجش نيانگيم سهيمقا. ٣ جدول
   .(Magnaporthe oryzae)بلاست  يماريبا قارچ عامل ب يزنهيمختلف پس از ما

Table 3. Comparison of mean disease  evaluation parameters in rice plant treated with mycorrhizal fungus 
Piriformospora indica and control plant at various times after inoculation with the causal agent of blast disease 
(Magnaporthe oryzae). 

 

 اسپورزا يتعداد لکه ها
Number of Sporulating Lesion 

 درصد سطح برگ آلوده
% leaf area affected 

 Treatment ماريت  Infection Type يپ آلودگيت

a10.66 a20 a 4.33  شاهدControl  

b6.33 b5.66 b2.66  
 

Inoculated ح شدهيتلق 
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   Real time- PCRواکنش ييکارا يبررس
ها، مشابه هم بوده ر در نمونهيتکث ييج نشان داد که کاراينتا

  .ر رخ داده استياز تکث يو روند مناسب
 

    NPR1ان ژن يب يالگو
و  P. indica بامار شده ياهان تيگ در NPR1ان ژن يزان بيم
بـه قـارچ    يساعت پس از آلودگ ۲۴مار نشده در ياهان تيگ

M. oryzae مـار  ياهـان ت يان در گينه بيشيافت که بيش يافزا
و در  يسـاعت پـس از آلـودگ    P. indica  ،۲۴ شـده بـا   

. بوده اسـت  يساعت پس از آلودگ ۴۸مار نشده، ياهان تيگ
مـار شـده   ياهان تيدر گ،  NPR1نه ترانوشت ژن يشيزان بيم

برابـر   ۲/۳مار نشـده،  ياهان تيبرابر و در گ ۲/۷ز، يکوريبا م
. افـت يش يمربوطـه افـزا  ) زمـان صـفر  ( نسبت بـه شـاهد   

اهـان  يبا گ P. indica مار شده با ياهان تيسه گين مقايهمچن
زان ترانوشـت  يان نشان داد که ميمار نشده در زمان اوج بيت

برابـر   P. indica  ،۲/۲مار شده بـا  ياهان تيدر گ NPR1ژن 
  ).۴ شکل(مار نشده بود ياهان تيشتر از گيب

 ـان ايش بيمختلف نشـان داد که افزا يهايبررسـ ن ژن ي
. شـود يمـارگرها مـ ـيمقاومـت به ب ياهان باعث القايدر گ

درسـطح   NPRIان ژن ي ـب SAR ين مراحل براياز اول يکي
انتقـال   ين محصول آن بـرا يبالاتر از معمول است که پروتئ

ــانه ــانشـــ ــيدسالياس يهـــ ــرورت دارد يليســـ   ک ضـــ
)Jwa et al. 2006.( وان و همکاراني )Yuan et al. 2007 (

 يمـار يدر مقاومـت بـه ب  NPR1 ان ژن ي ـنشان دادنـد کـه ب  
 کـرن و همکـاران  . دخالت دارد ييايت باکتريبلاست و بلا

)Chern et al. 2001 (خـت بـا   ياهان ترارينشان دادند در گ
ــبلاســت و بلا يمــاريمــت بــه بمقاو، NPR1ژن  القــا ت ي
 PR1b ،PR5 ، PR10 يهـا ان ژني ـبرنج در اثـر ب  ييايباکتر

 ـ. افتيش يافزا  PBZ1و ) Li et al. 2006( و همکـاران  يل

مورد  M. griseaرا در تعامل برنج با قارچ  NPR1ان ژن يب
ن ژن در تعامل سـازگار و  يقرار داده و نشان دادند ا يبررس

  .شود يان ميناسازگار ب
نشـان  )  Molitor & Kogel 2009( تـور و کوگـل  يمول

 ير دفـاع يمس ـ يکننده اصلميبه عنوان تنظ NPR1دادند ژن 
مارگرهـا  يز در برابـر ب يکـور يمار شده بـا قـارچ م  ياهان تيگ
  .باشد يم

  
 PR1bان ژن يب يالگو

و  P. indica مار شده با ياهان تيگ در PR1bان ژن يزان بيم
بـه قـارچ    يساعت پس از آلودگ ۲۴مار نشده در ياهان تيگ

M. oryzae مـار  ياهـان ت يان در گينه بيشيافت که بيش يافزا
مار نشـده،  يـاهان تيو در گ يساعت پس از آلودگ ۲۴شده، 

، PR1bان ژن ينه نرخ بيشيب. بود يساعت پس از آلودگ ۴۸
اهان يبرابر و در گ P. indica  ،۱۲ مار شده با ياهان تيدر گ

مربوطه ) زمان صفر( ابر نسبت به شاهد بر ۲/۴مار نشده، يت
  مـار شـده بـا   ياهـان ت يسـه گ ين مقايهمچن ـ. افـت يش يافزا

 P. indica  ان نشـان  يمار نشده در زمان اوج بياهان تيبا گ
مار شـده بـا   ياهان تيدر گ PR1bزان ترانوشت ژن يداد که م

P. indica  ،۹/۲ مـار نشـده بـود   ياهـان ت يشتر از گيبرابر ب .
  ).۵ شکل(

نشان دادند که هر )  Kim et al. 2001(و همکاران  ميک
ح شـده بـا   يبـرنج تلق ـ  يهادر برگ PR1bو  PR1aدو ژن 

 آگـراوال و همکـاران  . شـوند يان م ـي ـقارچ عامل بلاست ب
)Agrawal et al. 2001 (مـار  يخـود بـا ت   يهـا يدر بررس ـ
و ) ABA(د يک اس ـيزيو آبس SA ،JAبرنج با  يهااهچهيگ

 يمـار يبـه ب  يدر اثـر آلـودگ   ييالقـا  يهـا ان ژني ـب يبررس
زان ي ـم ABAو  SAمار بـا  يافتند که در زمان تيبلاست، در

  .ابدييش ميار افزايبس OsPR1ان ژن يب
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 يدر بررس ـ) Stein et al. 2008(ن و همکـاران  ياشـتا 
س در مقابل قارچ عامل يدوپسياه آرابيک گيستميمقاومت س

توسـط   Golovinomyces orontii يدک سطحيسف يماريب
، NPR1 ،PR1 يهـا ان ژني ـنشان دادنـد ب  P. indicaقارچ 
PR5 ،PDF و ERF1 تـور و همکـاران  يمول. افتيش يافزا 

)Molitor et al. 2011 (  يهـا ان ژني ـنشـان دادنـد ب PR1 ،
PR2 ،PR5 و Hsp70 مار شـده بـا قـارچ    ياهان جو تيدر گ

دک يبه قارچ عامـل سـف   يدر اثر آلودگ P. indicaز يکوريم
  .افتيش يافزا Blumeria graminis f.sp. hordei يسطح

 
    LOXان ژن يب يالگو

و  P. indica مار شده بـا  ياهان تيگ در LOXان ژن يزان بيم
بـه قـارچ    يساعت پس از آلودگ ۲۴مار نشده در ياهان تيگ

M. oryzae مـار  ياهـان ت يان در گينه بيشيافت که بيش يافزا  

            
  

اه برنج بدون قارچ يو گ) سمت راست( Piriformospora indicaز يکوريمار شده با قارچ مياه برنج تيدر گ NPR1ن ان ژيب يالگو. ۴شکل 
  .(Magnaporthe oryzae)بلاست  يماريبا قارچ عامل ب يزنهيمختلف پس از ما يهادر زمان) پچ سمت(ز يکوريم

Fig. 4. Expression patterns of NPR1 gene. Rice plant treated with mycorrhizal fungus Piriformospora indica (Right) and rice 
plant without mycorrhizal fungus (left) at various times after inoculation with the causal agent of blast disease 
(Magnaporthe oryzae). 

  

          
  

اه برنج بدون قارچ يو گ) سمت راست( Piriformospora indicaز يکوريمار شده با قارچ مياه برنج تيدر گ PR1bان ژن يب يالگو. ۵شکل 
  .(Magnaporthe oryzae)بلاست  يماريبا قارچ عامل ب يزنهيمختلف پس از ما يهادر زمان )پچ سمت(ز يکوريم

Fig. 5. Expression patterns of PR1b gene. Rice plant treated with mycorrhizal fungus Piriformospora indica (Right) and rice 
plant without mycorrhizal fungus (left) at various times after inoculation with the causal agent of blast disease 
(Magnaporthe oryzae). 
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و در  يسـاعت پـس از آلـودگ    P. indica  ،۴۸ شـده بـا   

. بوده اسـت  يپس از آلودگ ساعت ۷۲مار نشده، ياهان تيگ
 مار شده با ياهان تيدر گ،  LOXنه ترانوشت ژن يشيزان بيم

P. indica  ،۵ برابـر   ۲/۲مـار نشـده،   ياهـان ت يبرابر و در گ
. افـت يش يمربوطـه افـزا  ) زمـان صـفر  ( نسبت بـه شـاهد   

اهـان  يبا گ P. indica مار شده با ياهان تيسه گين مقايهمچن

زان ترانوشـت  يان نشان داد که ميمار نشده در زمان اوج بيت
برابـر   P. indica  ،۳/۲مار شـده بـا   ياهان تيدر گ LOXژن 

  ).۶ شکل(مار نشده بودياهان تيشتر از گيب
ح يبعد از تلق)  Zhong et al. 2009(  زونگ و همکاران

، LOX يهــاافتنــد کــه ژنيدر M. oryzaeبــرنج بــا قــارچ 
PR1b ،PR4 ،PR10a نقـش   يگ ـدر مقاومت به بلاست بر  

     
  

و گياه برنج بدون قارچ ) سمت راست( Piriformospora indicaاه برنج تيمار شده با قارچ ميکوريز يدر گ LOXالگوي بيان ژن . ۶شکل 
  .(Magnaporthe oryzae)زني با قارچ عامل بيماري بلاست هاي مختلف پس از مايهدر زمان) پچ سمت(ميکوريز 

Fig. 6. Expression patterns of LOX gene. Rice plant treated with mycorrhizal fungus Piriformospora indica (Right) and rice 
plant without mycorrhizal fungus (left) at various times after inoculation with the causal agent of blast disease 
(Magnaporthe oryzae). 

  

      
  

و گياه برنج بدون ) سمت راست( Piriformospora indicaدر گياه برنج تيمار شده با قارچ ميکوريز  WRKY 85ي بيان ژن الگو. ۷شکل 
  .(Magnaporthe oryzae)زني با قارچ عامل بيماري بلاست هاي مختلف پس از مايهدر زمان) پچ سمت(قارچ ميکوريز 

Fig. 7. Expression patterns of WRKY 85 gene. Rice plant treated with mycorrhizal fungus Piriformospora indica (Right) and 
rice plant without mycorrhizal fungus (left) at various times after inoculation with the causal agent of blast disease 
(Magnaporthe oryzae). 
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  .کننديفا ميا

  
 WRKY 85ان ژن يب يالگو

  مــار شــده بــاياهــان تيگ در WRKY 85 ان ژنيــزان بيــم
 P. indica سـاعت پـس از    ۲۴مـار نشـده در   ياهان تيو گ

ان ي ـنه بيش ـيافت که بيش يافزا M. oryzaeبه قارچ  يآلودگ
سـاعت پـس از    P. indica  ،۲۴مار شـده بـا   ياهان تيدر گ

ــودگ ــس از  ۴۸مــار نشــده، ياهــان تيو در گ يآل ســاعت پ
، WRKY 85 نه ترانوشت ژن يشيزان بيم. بوده است يآلودگ
اهان يبرابر و در گ P. indica  ،۱۱ مار شده با ياهان تيدر گ

مربوطه ) زمان صفر( برابر نسبت به شاهد  ۷/۳مار نشده، يت
  مـار شـده بـا   ياهـان ت يسـه گ ين مقايهمچن ـ. افـت يش يافزا

P. indica ان نشـان  ي ـمار نشده در زمـان اوج ب ياهان تيبا گ
مـار  ياهـان ت يدر گ  WRKY 85ن ترانوشـت ژن زاي ـداد که م
مـار نشـده   ياهـان ت يشـتر از گ يبرابر ب P. indica  ،۳شده با 

  ).۷ شکل(بوده است
 ـر  يرو يدر بررس ـ) Ryu et al. 2006( و و همکـاران ي

 WRKYان ژن ي ـنشان دادنـد ب  يگنال دفاعيس يهامولکول

بـا قـارچ    يدر اثر آلـودگ  JAمار شده با يت يهادر برگ 85
M. oryzae افتيش يافزا.  

و  Pr1b ،NPR1 ،Lox يهـــاتجمـــع ترانوشـــت ژن 
WRKY85 ز ـيکورـيارچ مـق ده باـمار شياهان تـيدر گP. 

indica يز در اثر آلـودگ يکورياهان بدون ميسه با گيدر مقا 
را نشـان   ياش قابـل ملاحظـه  يبلاست برنج افزا يماريبه ب

 مار شده بـا يان تاهيها در گن ژنيان ايزان بينه ميشيداد که ب
 ۳و  ۳/۲، ۲/۲، ۹/۲ب ي ـبـه ترت  P. indicaز يکـور يقـارچ م 

 ـا. ز بـوده اسـت  يکورياهان بدون ميسه با گيبرابر در مقا ن ي
ـاه در اثـر  ي ــک گي ـستميانگـر حفاظـت سيتواند بيج مينتا

در مقابل  P. indicaز يـکورياه برنج با قارچ ميگ يستيزهم
  .مذکور باشد يهاژن یق القاياز طر M. oryzaeقـارچ 

زا، يمـار ياه در برابـر عوامـل ب  ي ـک گيستميدر حفاظت س
در  ينقــش اساســ يدفــاع يهــاان ژنيــزان و ســرعت بيــم

 ـدر ا. دارد يمـار ياز ب يمقاومت و کاهش خسارات ناش ن ي
در  WRKY85و  Pr1b ،NPR1 يهـا ان ژنينه بيشيمطالعه ب

 يدگساعت پس از آلو ۲۴ز در يکوريمار شده با مياهان تيگ
 يساعت پـس از آلـودگ   ۴۸ز يکورياهان بدون ميدر گ يول
مار شده بـا  ياهان تيدر گ  Loxان ژنينه بيشين بيهمچن. بود
 M. oryzaeبا قارچ  يساعت پس از آلودگ ۴۸ز در يکوريم

. بود يساعت پس از آلودگ ۷۲ز يکوريبدون ماهان يو در گ
در  يدفـاع  يهاقت است که پاسخين حقيانگر ايج بين نتايا
اهـان بـدون   يتـر از گ عيز سـر يکـور يمارشده بـا م ياهان تيگ
  .شوديز القا ميکوريم

ــا ــا  يياز آنج ــه فاکتوره ــيترانو يک در ) WRKY( يس
 NPR1ن دسـت  ييدر پا PR1b، و ژن NPR1بالادست ژن 

ان ي ـتواند موجـب ب يم WRKY يهاان ژنين بي، بنابرااست
 مله ن دست از جييپا يهار ژنيت سايو در نها NPR1ژن 

PR1bــا ياهــان تيدر گ ين بررســيــدر ا. شــود مــار شــده ب
و  WRKY85 ،NPR1 يهـا ان ژني ـنه بيش ـيزان بيز ميکوريم

PR1b اهان بـدون  ين روند در گيبه طور همزمان بود، که ا
 ـا. ز رخ داده اسـت يز نيکوريم در اوج  يوسـتگ ين رونـد پ ي
در  WRKY85دهنده نقـش ژن  تواند نشانيها من ژنيان ايب

بـه عامـل    يدست در اثـر آلـودگ  نييپا يهامثبت ژنم يتنظ
  .بلاست برنج باشد يماريب
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