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 چکیده مبسوط
 محسوب برنج در مناطق مختلف دنیا  از بیماریهای مخرب Xanthomonas oryzae pv. oryzaeبرنج ناشی از سوختگی باکتریایی  :مقدمه و هدف

ترین روش مدیریت این یکی از موثرترین و اقتصادی استفاده از ارقام مقاومهای زیست محیطی، . عدم کارایی مناسب مدیریت شیمیایی و آلودگیگرددمی
های مقاومت نیاز مطالعه مولکولی و ارزیابی بیان ژنارقام مقاوم، و  ایرانی هایدر برنج مکانیسم مقاومتفقدان اطلاعات کافی در زمینه فهم  باشد.میبیماری 

 رسد.در تعامل با عامل بیماری، ضروری به نظر می ارقام مقاوم و حساس 
بعد از مختلف ی زمانهای ( در بازهb1PR، 3PR، 5PRاز جمله ) زاییمرتبط با بیماری و چند ژن 1NPR بیان ژن در این پژوهش الگوی  ها:مواد و روش

 انجام گرفت. QRT-PCRبه روش  در ارقام مقاوم )خزر( و حساس )طارم محلی( نسبت به سوختگی باکتریایی زنی،مایه
های ساعت را از رقم مقاوم خزر  نسبت به رقم حساس و معنی دار بودن آنهای بررسی شده را  در ها، روند افزایش بیان ژنمطالعه الگوی بیان ژن ها:یافته

های مرتبط با بیماریزایی نیز  ساعت پس از تلقیح بیمارگر بوده است. در بیان ژن 12در رقم مقاوم خزر   1NPRاولیه پس از تلقیح تایید کرد. حداکثر بیان ژن 
سطح  .برابر نسبت به رقم حساس بوه است 7/25ساعت پس از تلقیح  96برابر و در  2/11ساعت پس از تلقیح بیمارگر در رقم مقاوم  72در  b1PRفعالیت ژن 

در  5PRمیزان بیان ژن برابر رقم حساس طارم محلی ارزیابی شد.  4/10و  38ترتیب ساعت پس از آلودگی در رقم مقاوم  به 48تا  12در  3PRبیان بالای ژن 
 برابر رقم حساس طارم محلی بوده است.  22و  6/7، 1/4ترتیببه 96و  72، 48رقم مقاوم خزر در ساعات 

 ها یک شاخص ارزیابی مهم بروز واکنش دفاعی در تعامل با عامل بیماری و افزایش بیان این ژنmRNA که تجمع رونویسی از آنجایی :گیرینتیجه
در  شود.نشان از وجود پتانسیل مقاومت نسبت به این باکتری در رقم تجاری ایرانی خزر در برابر این بیماری مهم محسوب میها باشد، فعالیت این ژنمی

های مقاومت در بروز مقاومت رقم خزر نسبت به رقم حساس طارم محلی، بخشی از ساز مجموع فعال شدن مسیرهای مختلف مقاومت سیستمیک و القای ژن
تواند نوید کارایی مناسب رقم خزر در زمان اپیدمی شدن میژن  یق به همراه ارزیابی بیانباشد. نتایج این تحقمی Xooدر مقابل باکتری  وکار دفاعی برنج

   مقاومت به ارقام حساس در مدیریت تلفیقی یا ایجاد مقاومت هرمی باشد.  بیماری و یا پتانسیلی برای انتقال ژن
 

 QRT-PCR،  مقاومتزایی، های مرتبط با بیماریبیان ژن، پروتئین کلیدی: هایواژه
 

 مقدمه
 Xanthamonosعامل سوختگی باکتریایی برگ برنج )

oryzae pv. oryzaeترین ترین و شایع( از مخرب
کارایی پایین (. 39)بیمارگرهای باکتریایی برنج در دنیاست 

دهد های مدیریت بخصوص روش شیمیایی نشان میروش
ترین راه برای مدیریت سوختگی باکتریایی مؤثرترین و مطمئن

در برهمکنش  (.14،42) باشدبرنج به کارگیری ارقام مقاوم می
میزبان صدها ژن تنظیم سازگار و ناسازگار بین بیمارگر و گیاه 

شوند که در غالب موارد اختلاف بین مقاومت و و بیان می
حساسیت مرتبط با زمان، سرعت و سطح بیان و تفاوت در 

درتعامل ناسازگار (. 38)باشد ها میای از ژنبیان مجموعه
های ناشی از تشخیص و درک فعال شدن یکسری سیگنال

سبب فعال  توسط میزبان، الیسیتورها و یا افکتورهای بیمارگر
گردد های مرتبط با دفاع میشدن نسخه برداری و بیان ژن

های مرتبط با بیماریزایی نشان ژنمطالعه روی (. 21،27،38)
های ها در مقاومت دخالت دارند و در تعاملداد این ژن

 (.15،34،38) گردندناسازگار سبب مهار گسترش پاتوژن می
های مشهورترین سلاحها همواره اولین کاندید و این پروتئین

محققان برای توسعه گیاهان مقاوم در برابر طیف دفاعی 
ها با ین پروتئین(. 2وسیعی از بیمارگرهای گیاهی می باشند. )

های متعددی چون تقویت دیواره سلولی، سرکوب مکانیسم
های بیمارگر، تخریب فاکتورهای بیماریزایی و القای آنزیم

 های دفاعی میزبان لیستورها سبب فعال شدن مکانیسما
های مشتق از بیمارگر برخی مولکول(. 17،21،27،37)گردد می

مانند قطعات کتین، گلوکان، گلیکوپروتئین، الیگوساکاریدها، 
( ناشی از avrهای غیر بیماریزا )ها، پروتئینهارپین

های مرتبط بیمارگرهای قارچی و باکتریایی سبب القاء بیان ژن
در تعامل ناسازگار به  (.34) شوند( می1PRsبا بیماریزایی )

 ( و ROSمحض آلودگی تولید گونه اکسیژن فعال )
 2(JA) ( و اسید جاسمونیکSAاسید سالسیلیک ) هایهورمون

ها به عنوان سیگنال ثانوی یابد فعالیت این مولکولافزایش می
گرد می PRsهای های دفاعی از جمله القای ژنسبب پاسخ

(2،34 .) 
3 ژن   

1NPR کننده اصلی تنظیمو  یک فاکتور رونویسی
( در سنجش، درک و (SARمقاومت سیستمیک اکتسابی 

یک   SAR.(45. )باشدمی PRsو فعال کننده  انتقال سیگنال
ناشی از دفاع گیاهی است که و سیستمیک مقاومت القایی 

بعد از های ثانویه ای نسبت به آلودگیطیف ایمنی گسترده
کند. در واقع در نتیجه آلودگی ناشی از ایجاد میاولیه  آلودگی 
 سبب تولید عال و بیان آنف  1NPRژن بالادستی  پاتوژن،

1- Pathogenesis-Related Genes                2- Jasmonic acid and salicylic acid             3- Nonexpresor of pathogensis related gene 

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
 پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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س از تغییر ساختمانی از حالت اولیگومر به )پ 1NPRپروتئین 
فعال شدن  واز سیتوپلاسم به هسته و انتقال آن ، (منومر

 PRsفعال شدن چندین ژن  سبببرخی فاکتورهای رونویسی 
 (. 14،45) گرددمی

نشان داد که یک  Arabidopsisدر  1NPRژن  مطالعه
پروتئین تنظیم کننده است که  مقاومت سیستمیک اکتسابی 

1(SAR)  ( را فعال کرده ولی سیگنال اسید جاسمونیکJA )
در برنج (. 8،16) کنددر مقاومت به بیماری را سرکوب می

را فعال  SA مسیر وابسته به  OsWRKY13فاکتور رونویسی
های باکتریایی پاتوژنرا در پاسخ به  JA اما مسیر وابسته به

 سرکوب 
دهد که ممکن است ها نشان میاین مثال (.23،30)کند می

که ترکیبات سیگنال پاسخ متضادی نسبت به پاتوژن خاص 
همکاران نشان داد که ان و یو مطالعات (. 30) نشان دهند

در مقاومت برنج به باکتری  b1PRو  1NPRهای ژن
Xanthomonas oryzae pv.oryzae (.44ش دارند)نق 

چندین ژن مرتبط با بیماریزایی در گیاه برنج کلون شده که از 
اسیدی،  1PRهای زیر اشاره کرد: توان به گروهجمله آنها می

2PR )گلوکونازها( ،3PR  ،)پکتینازها(5PR  و )9) توماتینPR 
با فعالیت شبه پروتئین توماتین  10PR)پراکسیدازها( و 

(Thaumatin like proteins) خواص ضد  که دارای
 (. 33،38) میکروبی هستند

های مرتبط با اولین گروه ازپروتئین 1PR هایپروتئین   
بیماریزایی هستند که در گیاهان مختلف از جمله توتون، برنج، 

اند. مکانسیم ذرت، گندم، جو و آرابیدوپسیس شناسایی شده
هنوز به طورکامل مشخص نشده  1PR های گروهتاثیر پروتئین

رسد این پروتئین روی غشاء است با این وجود به نظر می
شدن دیواره سلولی و  سلولی موثر باشد و احتمالادر ضخیم

(. 38) جلوگیری از گسترش بیمارگر در آپوپلاست نقش دارند
مرتبط با بیماریزایی یک گروه غالب  هایاین گروه از پروتئین

ها بوده ومعمولا به عنوان یک شاخص برای PRدرمیان 
 گیرنداستفاده قرار می مورد (SAR)مقاومت القایی سیستمیک 

 و a1PRکیم و همکاران نشان دادند که بیان دو ژن . (38)
 b1PR دربرگهای برنج تلقیح شده با قارچ عامل بلاست و یا

  (.19. )یابدعامل بلایت باکتریایی افزایش می
کیلو  43تا 15های در حدود غالبا مولکول (3PRکتینازها )

 دالتون بوده، که شامل دو گروه اگزوکتیناز و اندوکتینازها 
باشد و به ترتیب سبب برش انتهای زنجیره کتین و می

گردد. در گلیکوزیدی می 4و1هیدرولیز داخلی باندهای آلفا 
ها کتین )پلی مر طبیعی واقع مهمترین سوبسترای این آنزیم

از  3PRباشد. نحوه اثر ان استیل گلوکز آمین( می 4و1آلفا 
های دیواره سلولی بوده و مرطریق شکستن یا تجزیه پلی

گردد. نهایت سبب تضعیف و تخریب دیواره سلولی می
مطالعات نشان داد بیان و فعالیت ضد میکروبی این ژن در 
 تعامل بیمارگرهای مختلف به طور قابل توجهی افزایش 

 (.4،11) یابدمی

5PR (Osmotins یاTLP -Thaumatine Like Proteins) 
کیلو  25تا 18شامل پلی پپتید شبه توماتین با وزن مولکولی 

 ( فعالیت 5/5-5/4اسیدی )  PHباشند که دردالتون می

کنند. این پروتئین به طور مشخص درگیاهان سالم و جود می
 ها و آلودگی بیمارگر القاء نداشته و در پاسخ ناشی از زخم

کاملا شناخته شده نیست. ولی  5PRگردد. عملکرد دقیق می
 های زنده عمل در پاسخ به استرس SARآنها در بروز 

کنند. عملکرد این ژن سبب تغییر نفوذ پذیری غشا و می
(. 16،36گردد )نهایت ممانعت از رشد و توسعه بیمارگر می

 13PRو  5PR ،12PRها از جمله پروتئین PRمطالعه برخی از 
ها با تاثیر بر روی نفوذپذیری نشان داده که این پروتئین

غشای سیتوپلاسمی سبب پلاسمولیز و تخریب بیمارگرهای 
در واقع تاثیر ناشی از  (.9،16،38) گرددقارچی و باکتریایی می
با ترکیبات غشا، سبب تغییر در  PRsتعامل الکترواستاتیک 

گردد. بدین نافذ در آن و عدم کارایی غشا میغشا و تشکیل م
 گردد. ترتیب سبب ممانعت از رشد و توسعه بیمارگر می

یک مدل قوی  Xooکه پاتوسیستم برنج و باکتریاز آنجایی  
و  باشد، فهم جامع تعامل مولکولیدر حل کنترل بیماری می

تواند های درگیر مقاومت میبررسی تغییرات الگوی بیان ژن
های سودمندی را در زمینۀ حساسیت و مقاومت گیاه به داده

در این پژوهش به منظور درک  لذا(. 17) بیمارگر فراهم آورد
بهتر سازوکارهای ارقام حساس و مقاوم برنج به بیماری 

های مرتبط با ژن ، الگوی بیانXooباکتریایی سوختگی برگی 
  Realبه روش  1NPR ( وb1PR، 3PR ،5PRزایی )بیماری

Time PCR های زمانی مختلف پس از تلقیح به دربازه
 باکتری بیمارگر، ارزیابی شد. 

 
 هامواد و روش
 تهیه باکتری

با یک جدایه استاندارد و شناخته شده از  هاآزمایشکلیه   
(442 )Xanthomonas oryzae pv. oryzae  با قدرت

 این باکتری از کلکسیون کشت بیماریزایی بالا انجام گرفت.
ها جهت انجام آزمایش( تهیه شد. ICNPنیوزلند ) بین المللی

 NASاز پرگنه تازه باکتری رشد یافته در محیط کشت 

(Nutriemt Agar Sucrose)  وYDC (Yeast Dextrose 

)3Caco  گراد استفاده شد. برای درجه سانتی 27±2در دمای
الص شده، در محیط کشت نگهداری طولانی مدت استرین خ

درجه سانتی گراد در  -80پپتون و ساکاروز کشت در دمای 
 LP (Luria Peptone Difco)روی محیط  %20گلیسرول 
 (. 18،26،32) حفظ شد

 RNA  استخراج
ها، ژنبیان مولکولی و ارزیابی منظور بررسی مکانیسم به

رقم برنج تجاری ایرانی  24اولیه، )ارزیابی   پس از غربالگری
های قبلی و انتخاب ارقام حساس، نیمه حساس و در بررسی

مختلف  یزمانهای در بازه Xoo) (7،)مقاوم نسبت به باکتری 
بعد از  ساعت( 96و 86، 72، 60، 48، 36، 24، 12، 0)شامل 

ها بلافاصله در نیتروژن برداری انجام شد. نمونهنمونه زنی،مایه
 در فریزر در دمای RNAتا زمان استخراج مایع منجمد و 

بافت گیاهی را در  (.37) شدندنگهداری  سلسیوس درجه -80
در پودر بصورت قرار داده و با مقداری ازت مایع  سرد هاون

 5/1میلی گرم از پودر تهیه شده در لوله های  500حدود . آمد
استخراج  ترایازول به روشRNA میلی لیتری منتقل و سپس 

1- Systemic Acquired Resistance 

 
 عبدالحسین طاهریو  ناصر رادمان، زاداله باباییولی ،محمد سالاری، احمد درخشان
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 RNAaseدر آب مقطر استریل فاقد  RNA ،در پایان گردید.
  (.43) تیمار شدند DNAaseو با  حل
 cDNAخت سا

DNA مکمل (cDNA ) با استفاده از آغازگرOligo(dT)  و
-Totalاز  SuperScript Reverse Transcriptaseآنزیم 
RNA ساخته  استخراج شده بر اساس توصیه شرکت سازنده

 سلسیوسرجه د -20ها تا زمان استفاده در نمونه .شد
 نگهداری شدند.

   هاارزیابی بیان ژن
ز جمله ادر مقاومت  لیدخ یهاژنمیزان بیان  قیتحق نیا در  
b1PR، 3PR، 5PR 1 وNPR  1در کنار ژن خانه دارActin 

روی رقم مقاوم خزر، رقم حساس طارم و نیمه حساس 
 .شدند ارزیابیشیرودی 

 آنالیز مولکولی
 Q-PCR(Quantitativeها به روش ارزیابی مولکولی ژن 

PCR)  با استفاده ازSYBR Green  و با آغازگرهای طراحی
میکرولیتر  20واکنش ها در حجم  .انجام شد( 1شده )جدول 

میکرولیتر پرایمر  SYBR Green ،4/0میکرو لیتر  10شامل 
میکرو لیتر پرایمر برگشت  4/0(، Forward Primerرفت )

(Reverse Primer ،)2/1  میکرو لیتر از  8میکرو لیتر آب و
های زنجیرهای پلیمراز شامل واکنشباشد. می cDNAنمونه

، C94° ای در دمایدقیقه 5 ولیهمرحله واسرشت سازی ا
ثانیه  C 94  ،30°ثانیه در 30سیکل ) شامل  35تا  25سپس 

( و در نهایت مرحله گسترش C°72و یک دقیقه در C°60در
تجزیه داده  .خواهد بود C°72دردمای  دقیقه 7بمدت نهایی

 Bio-Rad cfxافزار با نرم  Real time های دستگاه

manager 2-انجام شد. نرخ بیان هر ژن با استفاده از فرمول
)CTΔΔ( های اکسل نرم افزاربا  رسم نمودارها(. 20) محاسبه شد

با ها داده و تحلیل آماری انجام 1/9نسخه SASو  2013
dent or Two independent Stu -Tآزمون تی )استفاده از 

t TestSamples  ) به وسیله نرم افزارSPSS statistcis 
 هر نمونه دارای سه تکرار بوده است.  .دیگرد انجام

ΔΔCT = (نمونه آزمایش ΔCT – نمونه کنترل ΔCT) 

ΔCT = (CTژن هدف – CT ژن خانه دار)

 

  Real-Time PCR واکنش در استفاده مورد آغازگرهای توالی -1 جدول
Table 1. The sequence of primers used in the Real-Time PCR reaction 

 منبع
Reference 

 ('3→'5)مورد استفادهآغازگر توالی 
Sequence (5'-3') 

 نام ژن
Gene 

12 AGGCGTTCGCGGAGAACTA: (F) 
GAAGAGGTTCTCGCCAAGGTT: (R) b1PR 

21 TACTGTGTCCAGAGCTCGCAGTGG  :(F) 
TCTGGTTGTAGCAGTCCAAGTTGG : (R) 3PR 

11 
ACCTCTTCCGCTGTCCTC :(F) 

GAAGACGACTTGGTAGTTGC  :(R) 5PR 

6 GAACCCGGGATGGACACCACCATTG; (F) 
AAGGATCCTCAAGGTACCTCCAAACCAAG;(R 

1NPR 
)1NH( 

5 5'- ATCCTTGTATGCTAGCGGTCGA-3 (F) 
5'- ATCCAACCGGAGGATAGCATG -3 '(R) 1Actin 

 
 و بحث نتایج

 5PRو  1NPR، b1PR ،3PRهایمطالعه تغییرات بیان ژن 
 رقم مقاوم خزر و حساس طارم محلی 

 هاینهای مقاومت جهت تولید ارقام مقاوم، ژدرمیان ژن   
در ( PRs) زاییهای مرتبط با بیماریرمزکننده کننده پروتئین

ر باکتری بسیاو  های اختصاصی گیاهبسیاری از برهمکنش
هد دباشند. شواهد زیادی وجود دارد که نشان میمهم می

گیاه شامل فرایندهای تشخیص مولکولی -باکتریهمکنش 
 (. 2،30،40) بین گیاه و بیمارگر باکتریایی است

سبب افزایش مقاومت  PRsهای دهد ژنمطالعات نشان می   
عنوان هها بگردد و از آنهای زنده و غیر زنده میعلیه استرس

های ترین کاندید تحمل استرسمهمترین و امیدوار کننده
(. اخیرا تکنولوژی مهندسی ژنتیک در 2برند )نام میچندگانه 

گیاهان به طور وسیعی مورد استفاده قرار گرفته است که یکی 

از مهمترین رویکردها برای توسعه مقاومت در گیاهان 
های ضد میکروبی از جمله تراریخت به خدمت گرفتن ژن

PRs (. 2،17) می باشد 
 1NPRروند تغییرات بیان ژن 

در هر سه رقم مقاوم خزر، حساس  1NPRان ژن میزان بی  
ساعت پس از تلقیح نسبت  12طارم محلی و بینابین شیرودی 

به شاهد خود شروع به افزایش یافت. ماکزیمم بیان آن در رقم 
 بوده و بعد از آن بشدت کاهش  12مقاوم خزر در ساعت 

یابد. البته علی رغم کاهش نسبی بیان این ژن در رقم می
 درصد  5نسبت به رقم حساس در سطح  72مقاوم در ساعت 

(p≤ 0.05اختلاف معنی ) دو  96دار داشته است و در ساعت
پس از  12یابد. زمان اوج بیان )ساعت مرتبه افزایش می

برابر  48/7تلقیح(، میزان بیان این ژن در رقم مقاوم خزر 
 سبت به رقم حساس طارم محلی افزایش نشان داده است.ن
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و خزر )مقاوم( پس از آلودگی با سوختگی باکتریایی  در ارقام طارم محلی )حساس(، شیرودی )نیمه حساس(  1NPR نرخ بیان ژن -1شکل 
مشخص شده  *** در صد با 1/0و در سطح  ** درصد با 1در سطح  ،*درصد با 5 دار در سطحاختلاف معنی .T-testبرنج بر اساس آزمون 

 است
Figure 1. NPR1 gene expression rate in Tarom (susceptible), Shiroodi (semi-susceptible) and Khazar (resistant) 

cultivars after infection with rice bacterial blight based on T-test. A significant difference at the level of 5% with *, 
1% with ** and 0.1 % with *** has been identified. 

 

ن ژهای مختلف نشان داد که افزایش بیان این بررسی    
این ژن  .شوددرگیاهان باعث القای مقاومت به بیمارگرها می

بر مسیردفاعی براو کلیدی  به عنوان تنظیم کننده اصلی
 باشد که سبب مقاومت گیاهان علیه طیفبیمارگرها می

 ISRو  SARپدیده وسیعی از بیمارگرها شده و نقش مهمی در

لیت مسیر اولین مراحل فعا یکی ازاین ژن بیان (. 3،25) دارد
 را تحت SA  گنالیسمسیر پائین دستی که است SAR پیام 

 گنالل سیدهد و پروتئین محصول آن برای انتقاتاثیر قرار می
یجه در واقع در نت(. 3،41) اسید سالیسیلیک ضرورت دارد

ان آن فعال و بی  1NPRآلودگی ناشی از پاتوژن، ژن بالادستی 
الت ح)پس از تغییر ساختمانی از  1NPRسبب تولید پروتئین 

فعال  ته وهس اولیگومر به منومر(، و انتقال آن از سیتوپلاسم به
ن شدن برخی فاکتورهای رونویسی سبب فعال شدن چندین ژ

PRs (.44) گردد.می  
بلافاصله در ساعت  1NPRافزایش بیان ژن در این پژوهش   

ساعت پس از تلقیح( احتمالا نشان از  12اولیه پس از آلودگی )
طارم ارتباط مستقیم مقاومت رقم خزر نسبت رقم حساس 

باشد چرا که فعالیت این ژن توام با در برابر باکتری میمحلی 
و تولیدات محصولات  PRsشامل  های پایین دستفعالیت ژن

 SAR آن ها باعث بروز واکنش فوق حساسیت و القای پدیده 
شود. نتایج در رقم مقاوم و در نتیجه بروز مقاومت میزبان می

(. 3) این تحقیق با یافته های سایر محققان همخوانی دارد
شاید کمکی در جهت  96افزایش مجدد این ژن در ساعت 

عی )مثل افزایش فعالیت های دفاپایداری بیشتر مکانیسم

PRs.و ممانعت از انتشار و تولید افکتورهای بیماریزایی باشد ) 
 برنج 1NPRژن که بیان  کردند ( بیان6کویلیس و همکاران )

( و Xooیی بلایت )ایباکتر عامل به مقاومت شیافزا به منجر
شده (Magnaporthe grisea) بیماری قارچی عامل بلاست 

( نشان دادند در برنج تراریخت با القا 6است. کرن و همکاران )
، مقاومت به بیماری بلاست و بلایت باکتریایی 1NPRژن 

افزایش یافت.  1PBZو  b1PR ،5PR ،10PRهایبیان ژن
رونویسی مرتبط با ژن فاکتورهای مطالعات نشان داده فعالیت 

1NPR  به نام(WRKY)  1در بالادست ژنNPR   ژن فعال(
از جمله  ژن پایین دست خود،فعالیت سبب  (PRsکننده 

b1PR   هایگردد که نشان از نقش ژنمیدر گیاهان مقاوم 
PRs  جمله  ازb1PR  در عکس العمل دفاعی می باشد 

(10،41،44  .) 
  b1PR روند تغییرات بیان ژن

نشان داد که میزان بیان  b1PR بررسی روند تغییرات ژن    
ژن در هریک از ارقام مقاوم و حساس و بینابین نسبت به  این 

شاهد پس از تلقیح افزایش یافته و اختلاف معنی دار در سطح  
درصد وجود داشته است. همچنین بین رقم حساس طارم  5

محلی و مقاوم خزر نیز از همان ساعات اولیه پس از تلقیح 
ساعت اختلاف معنی دار وجود داشت. اوج فعالیت این ژن در 

طارم  برابر نسبت به رقم حساس2/11در رقم مقاوم خزر ) 72
برابر نسبت به 7/25پس از تلقیح )  96 ( و در ساعتمحلی

  .(2شکل ) رقم حساس( بوده است 
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 ی باکتریاییدگی با سوختگپس از آلو درارقام طارم محلی )حساس(، شیرودی )نیمه حساس( و خزر )مقاوم( b1PR هاینرخ بیان ژن -2شکل 
مشخص شده  *** در صد با 1/0طح سو در  ** درصد با 1در سطح  ،*درصد با 5 . اختلاف معنی دار در سطحT-testبرنج بر اساس آزمون 

 است.
Figure 2. PR1b gene expression rate in Tarom (susceptible), Shiroodi (se(In Persian)mi-susceptible) and Khazar 

(resistant) cultivars after infection with rice bacterial blight based on T-test. A significant difference at the level of 
5% with *, 1% with ** and 0.1 % with *** has been identified 

 
این ژن در رقم  دهدنشان می b1PR نتایج ارزیابی بیان ژن    

یابد. مهمترین نکته حساس و مقاوم پس از تلقیح افزایش می
 72روند افزایش به نسبت بالاتر این ژن )بخصوص در ساعت 

باشد. نتایج حاصل این فرضیه را ( در رقم مقاوم خزر می96و 
کند که این ژن در مکانسیم مقاومت کاملا دخیل تقویت می

ها مثل بروز پدیده سایر مکانسیمباشد و احتمالا همراه با می
SAR  افزایش با و تشکیل مواد فنلی و فیتوالکسینPAL (7 )

برروی غشاء سلولی ها کند. این پروتئیندر مقاومت شرکت می
میزبان موثر بوده و احتمالا در ضخیم شدن دیواره سلولی و 

 (.38) جلوگیری از گسترش بیمارگر در آپوپلاست نقش دارند
های سایر محققان نیز همخوانی دارد. با یافته این نتایج

-در برگ b1PR و  a1PRنشان دادند که هردو ژن  مطالعات
های برنج تلقیح شده با قارچ عامل بلاست و نیز عامل بلایت 

به طورعمده از   PR2و , PR1ها ژن . شوندباکتریایی بیان می
در  ،و در کنار دفاع ساختاری( 19شوند )فعال می SARمسیر 
کند که یک امتیاز انتخابی را برای نیز شرکت می SARپدیده 

های مرتبط به مطالعه بیان ژن(. 1،15) بیندبقاء تدارک می
در  a10OsPR و a1OsPR  ،b1OsPR بیماریزایی شامل

برابر  در  21Xaتعامل بین گیاهان برنج دارای ژن مقاوم 

،  12،  0 در Xanthomonas oryzae pv. oryzae باکتری
با  (hpi) ساعت پس از تلقیح 144 و 72،  60،  48،  36،  24

 PR هایاستفاده از سادرن بلات نشان داد که برخی پروتئین

)عدم حضور ژن مقاوم(  SR- ، (Rدر فعل و انفعالات مقاومت )
 القای . بیشتر از تیمار شاهد بهبود یافته است Avr-و  S و

ر )مقاومت( بالاترین سطح را ناسازگادرتعامل PR های پروتئین
ها درمکانیسم دفاعی نقش دارند دهدکه این پروتئینمینشان 

(43 .)  
  3PR روند تغییرات بیان ژن کیتیناز

نشان داد که میزان بیان این  3PR بررسی روند تغییرات ژن    
ژن در رقم مقاوم خزر نسبت به حساس طارم محلی بلافاصله 

افزایش یافته است. به به میزان قابل توجهی پس از تلقیح 
یا بیان بالای این  mRNAهای که تجمع بالای نسخهطوری

 ساعت اولیه پس از تلقیح اتفاق افتاد. میزان بیان 48ژن در 

برابر در رقم مقاوم خزر نسبت به رقم حساس طارم 44/10
برابر نسبت به رقم  38پس از تلقیح و 12محلی در ساعت 

در این بررسی گواه این موضوع  48م در ساعت حساس طار
 باشد.می 
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در ارقام طارم محلی )حساس(، شیرودی )نیمه حساس( و خزر )مقاوم( پس ازآلودگی با سوختگی باکتریایی برنج بر  3PRنرخ بیان ژن  -3شکل 

 مشخص شده است *** در صد با 1/0و در سطح  ** درصد با 1در سطح  ،*درصد با 5 دار در سطحاختلاف معنی. T-testاساس آزمون 
Figure 3. PR3 gene expression rate in Tarom (susceptible), Shiroodi (semi-susceptible) and Khazar (resistant) 

cultivars after infection with rice bacterial blight based on T-test. A significant difference at the level of 5% with *, 
1% with ** and 0.1 % with *** has been identified 

 

نشان دادکه میزان بیان این ژن  3PR بررسی روند تغییرات ژن
در رقم مقاوم خزر نسبت به حساس طارم محلی بلافاصله 

افزایش یافته است. تجمع به میزان قابل توجهی س از تلقیح پ
 48یا بیان شدید این ژن در  mRNAهای بالایی نسخه

ساعت اولیه پس از تلقیح نشان از نقش احتمالی بالای این 
های این نتایج با یافته باشد.ژن در عکس العمل دفاعی می

مطالعات نشان داده بیان و  سایر محققان نیز همخوانی دارد. 
فعالیت ضد میکروبی این ژن در تعامل بیمارگرهای مختلف 

ای، شیت بلایت و بلایت باکتریای برنج چون عامل لکه قهوه
مطالعات نشان (.  11،35) یابدبه طور قابل توجهی افزایش می

( علاوه بر تخریب 2PR( و گلوکونازها )3PRداد کتینازها )
های کتین و گلوگان از ب آزاد شدن تکهدیواره سلولی، سب
شود به دنبال آن الیگوساکاریدهای مشتق از دیواره سلولی می

عنوان یک السیتور عمل کرده و سبب القای ها بهتجزیه دیواره
 (.34) گرددزنجیره واکنش های دفاعی میزبان می

 5PRروند تغییرات بیان ژن اسمتین 
نشان داد که میزان بیان این  5PR بررسی روند تغییرات ژن   

ژن در رقم مقاوم خزر نسبت به رقم حساس طارم محلی پس 
از تلقیح افزایش یافت. به طوریکه که از همان ساعات اولیه 
پس از تلقیح نسبت به رقم حساس میزان بیان این ژن تفاوت 

بیان این ژن درصد داشت. میزان  5معنی دار حداقل در سطح 
پس از تلقیح در سطح یک  96و  72ت در رقم خزر در ساع

دهم درصد تفاوت معنی داری نسبت به رقم حساس داشت. 
  96و 72، 48میزان بیان این ژن در رقم مقاوم خزر در ساعت 

برابر رقم حساس طارم محلی بوده  22و  6/7، 1/4ترتیب به
 است. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 test-Tو خزر )مقاوم( پس ازآلودگی با سوختگی باکتریایی برنج بر اساس آزمون  در ارقام طارم محلی )حساس( 5PR نرخ بیان ژن -4شکل 
 شده استمشخص  *** در صد با 1/0و در سطح  ** درصد با 1در سطح  ،*درصد با 5 اختلاف معنی دار در سطح

Figure 4. Pr5 gene expression rate in Tarom (susceptible) and Khazar (resistant) cultivars after infection with rice 
bacterial blight based on T-test. A significant difference at the level of 5% with *, 1% with ** and 0.1 % with *** has 

been identified 
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یان این یزان بنشان داد که م 5PR بررسی روند تغییرات ژن    
ز ژن در رقم مقاوم خزر نسبت به حساس طارم محلی پس ا

از  ت پسکه در تمام ساعاتلقیح افزایش یافته است. به طوری
 عنیمتلقیح نسبت به رقم حساس میزان بیان این ژن تفاوت 

   ینمطالعات نشان داده پروتئ درصد داشت. 5دار در سطح 
5PRاسخ نداشته و در پ طور مشخص درگیاهان سالم و جودبه

دد. گریها و آلودگی ناشی از بیمارگر القاء مناشی از زخم
ر دها کاملا شناخته شده نیست. ولی آن 5PRعملکرد دقیق 

در پاسخ  SAR (Acquired Systemic Resistance)بروز 
غییر تکند عملکرد این ژن سبب های زنده عمل میبه استرس

 ارگرز رشد و توسعه بیمو نهایت ممانعت اذپذیری غشا نفو
 .(11،35،36گردد )قارچی و باکتریایی می

رکیبات با ت PRsاین تاثیر ناشی از تعامل الکترواستاتیک    
افذ باشد که نهایت سبب تغییرات غشا و تشکیل منغشا می

ن مچنیکند. هگردد و از رشد و توسعه پاتوژن ممانعت میمی
 هایو یا پروتیئن mRNAباعث تجمع  JA استعمال خارجی 

1PR،3PR ،5PR  9وPR دهد. شود. این نتایج نشان میمیAJ 
ابر ر براع دهای مرتبط با دفنقش واسطه یا مبانجی در القاء ژن

 (. 27) گرددعوامل بیمارگر در برنج می

ها نشانگر افزایش بیان این تجزیه و تحلیل الگوی بیان ژن
مارگر بوده است. بنابراین ها در گیاهان پس ازمایه زنی با بیژن

( یک PRs) هاشود که کار آمد بودن این ژنچنین برداشت می
  نیاز برای حفاظت اولیه گیاه در برابر بیمارگر است. پیش

 

 گیری کلینتیجه
، 1NPRهایژناین پژوهش نشان داد که میزان فعالیت    
b1PR ،3PR  5وPR  نقش مهمی در بروز پدیده  مقاومت به

بیمارگر در تعامل میان ارقام مقاوم برنج و باکتری دارد. نتایج 
های مورد به خوبی نشان دادندکه القا و افزایش به هنگام ژن

بررسی در این پژوهش نقش مهمی در مقاومت رقم تجاری 
خزر در برابر بیماری ناشی از باکتری سوختگی برنج داشت. 

اطلاعاتی درباره این باکتری در ایران از یک طرف و خلا 
حساسیت اغلب ارقام تجاری نسبت به باکتری و قابلیت بالای 
بیماریزایی این باکتری نیاز به مطالعه بیشتر مولکولی و میدانی 
ضروری بوده و درعین حال با پیدا شدن زمینه مقاومت در 

ری به کمک برخی ارقام نوید مناسبی در حفظ ارقام مهم تجا
علم بیوتکنولوژی و کمک به ارقام حساس و عرضه ارقام 

 کند.  تجاری بهتر نسبت به باکتری در آینده فراهم می
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: Bacterial blight of rice caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
is one of the destructive diseases of this product in different parts of the world. Due to the 
inefficiency of chemical management and environmental contamination, the use of resistant 
cultivars is one of the most effective and economical ways to manage this disease. In addition, 
the lack of sufficient information to understand the mechanism of resistance in Iranian rice and 
in resistant cultivars, show that molecular evaluation of genes expression in sensitive and 
resistant cultivars in interaction with the disease agent, is needed. 
Material and Methods: In this study, the expression pattern of NPR1 and several PR genes 
(including PR1b, PR3 and PR5) in different time courses after inoculation was evaluated. 
Quantitative Real time PCR was performed in resistant and sensitive populations (Khazar and 
Tarom) to bacterial blight. 
Results: In the study of gene expression, the trend of increasing gene expression in the Khazar 
resistant cultivar compared to the sensitive cultivar was confirmed from the early hours after 
inoculation. The maximum expression of NPR1 gene in resistant cultivar was at 12 hours after 
infection (hai). In the case of pathogen-related genes expression, the activity of PR1b gene at 72 
hai in resistant cultivar was 11.2 fold and in 96 hai was 25.7 fold higher than sensitive cultivar. 
High expression levels of PR3 gene at 12 and 48 hai in resistant cultivar was evaluated 38 and 
10.4 times higher than sensitive Tarom local cultivar, respectively. The expression level of PR5 
gene in resistant Khazar cultivar at 48, 72 and 96 hours was 4.1, 7.6 and 22 fold higher than the 
sensitive cultivar, respectively. 
Conclusion: Since the accumulation of mRNA transcripts and increased activity of these genes 
is an important indicator of the development of a defense response in interaction with the 
disease agent, the activity of these genes indicates the presence of resistance potential in the 
Iranian Khazar cultivar is important against this disease. In general, activation of different 
pathways of systemic resistance (SAR) and induction of resistance genes in the emergence of 
resistance of Khazar cultivar compared to Tarom susceptible cultivar, is part of the defense 
mechanism of rice against Xoo. The results of this research along with the evaluation of the 
gene expression can promise the proper efficiency of the Khazar variety during the epidemic of 
the mentioned disease or a potential for transferring the resistance gene to sensitive cultivars in 
integrated management or pyramidal resistance. 
 
Keywords: Gene Expression, Pathogenesis-Related proteins, QRT-PCR, Resistance 
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