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Abstract 
Objective 

Defense responses against most pathogens are mainly controlled by three messenger molecules, 

salicylic acid, jasmonic acid and ethylene. One of the effective ways to produce resistant plants 

is to modify the genetic pathways of message transmission involved in the defense mechanism, 

through the manipulation of genes encoding messenger molecules related to defense proteins. For 

hemibiotrophic pathogens such as rice blast Magnaporthe oryzae, both salicylic acid and jasmonic 

acid pathways are necessary for resistance. 

Materials and methods 

In this study, the amount of expression changes of OsWRKY45 and OsAOS2 genes involved in 

the message pathways of salicylic acid and jasmonic acid using qRT-PCR method and chlorophyll 

content at zero, 36 and 72 hours after infection in the seedling stage (leaf blast) ) and clustering 

(neck blast) as well as traits related to resistance components including the number of spore spots, 

infected stem surface and spot size seven days after inoculation with IC-25 isolate of M. oryzae 

was investigated at the clustering stage. In order to validate the results, the experiment was 
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repeated and the standard error value was calculated by performing statistical analysis in order to 

compare the averages using the LSD method. 

Results 

The studied cultivars include the dynamic variety (resistant to blast) which was created using the 

method of mutation induction in the Musitaram variety (sensitive to blast), which have the same 

genetic background and different response to the disease. The evaluation of the resistance 

components showed that in both seedling and clustering stages, the dynamic variety was tolerant 

and the Musitaram variety was susceptible to the fungus. After inoculation, the chlorophyll 

content decreased, and the intensity and speed of this decrease was higher in the dynamic variety 

than in Musa Tarem. The results of gene expression evaluation indicated an increase in the 

expression of studied genes after inoculation in both cultivars with different patterns. In general, 

the increase in expression in the dynamic variety was more than the Musitaram variety, and it 

continued to occur in the early hours of infection. 

Conclusions 

Based on the results of this research, the content of salsic acid increased immediately from 0.5 to 

2 hours after infection with the fungus, but jasmonic acid increased gradually and more slowly in 

the dynamically resistant variety. While in Musa Tarem variety, salicic acid content increased 

after 8-12 hours and jasmonic acid increased after 2 hours. Therefore, earlier expression of 

jasmonic acid can be one of the reasons for the occurrence of sensitivity. 
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  چکيده

و  دیاس کیاسمونج د،یاس کیلیسیسال رسان،پیامسه مولکول  لهیها به طور عمده به وساکثر پاتوژن هیبر عل یدفاع هایپاسخ هدف:

کارهای موثر در تولید گیاهان مقاوم، اصلاح مسیرهای ژنتیکی انتقال پیام دخیل در مکانیسم دفاعی، یکی از راه شود.یم کنترل لنیات

-باشد. برای عوامل بیماریزای همیهای دفاعی میینپروتئرسان مرتبط با ی پیامهامولکولی کدکننده هاژناز طریق دستکاری 

برای مقاومت ضروری اسید  جاسمونیکو اسید  سالیسیلیکیر هر دو مس Magnaporthe oryzaeبیوتروفیک مثل بلاست برنج 

 است.

 سالیسیلیک رسانیپیام دخیل در مسیرهای OsAOS2و  OsWRKY45ی هاژنبیان  تغییر در این مطالعه میزان :هاروشمواد و 

آلودگی در  از پس ساعت 72و 36صفر،  هایزمان و محتوای کلروفیل در qRT-PCRاز روش  استفاده بااسید  جاسمونیکو اسید 

اسپورزا،  لکه (و همچنین صفات مربوط به اجزای مقاومت شامل تعدادneck blastی )دهخوشه( و leaf blastای )یاهچهگمرحله 

 ی مورد بررسیدهخوشهدر مرحله   M. oryzaeقارچ IC-25زنی با جدایه هفت روز پس از مایه آلوده و اندازه لکه ساقه سطح
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منظور اعتبار بخشی نتایج، آزمایش به صورت تکرار دار انجام پذیرفت و با انجام تجزیه آماری مقدار خطای معیار به قرارگرفت. به 

 .محاسبه شد LSDها به روش منظور انجام مقایسات میانگین

طارم )حساس به یموسواریته  ارقام مورد مطالعه شامل واریته پویا )مقاوم به بلاست( که با استفاده از روش القاء موتاسیون در :نتایج

بلاست( ایجاد شده که دارای زمینه ژنتیکی یکسان، و پاسخ متفاوت نسبت به بیماری را دارند. ارزیابی اجزای مقاومت نشان داد که 

محتوای زنی، طارم حساس به قارچ  بودند. پس از مایهدهی، واریته پویا متحمل و واریته موسیای و خوشهدر هر دو مرحله گیاهچه

کلروفیل کاهش یافت، که شدت و سرعت این کاهش در واریته پویا نسبت به موسی طارم بیشتر بود. نتایج ارزیابی بیان ژن حاکی از 

ی مورد مطالعه پس از مایه زنی در هر دو رقم با الگوی متفاوت بود. به طور کلی  افزایش بیان در واریته پویا هاژنافزایش بیان 

 .طارم بیشتر و در ساعات اولیه آلودگی بوقوع پیوستیموس نسبت به واریته

ساعت پس از آلودگی با  2الی  5/0براساس نتایج این تحقیق در رقم مقاوم پویا محتوای سالسیک اسید بلافاصله  گيری:نتيجه

وسی طارم  محتوای سالسیک قارچ افزایش یافته اما جاسمونیک اسید به تدریج و کندتر افزایش یافته است. در حالی که در رقم م

ساعت افزایش یافت. بنابراین زودتر بیان شدن  2ساعت افزایش داشته و جاسمونیک اسید پس از  12الی  8اسید پس از حدود 

 .تواند  یکی از دلایل  وقوع حساسیت باشدجاسمونیک اسید می

 .OsWRKY45 ،OsAOS2بلاست برنج،  ک ،یلیسیسال دیاس ، کیجاسمون دیاس: هاکليدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

در مسیرهای  پیام  OsAOS2و  OsWRKY45ی هاژنبیان (. 1402) نواب پور سعید، امامی داریوشنوروزی احسان،  استناد:
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 مقدمه

بخش اصلی غذای بیش از سه میلیارد نفر از جمعیت دنیاست که در نواحی مختلف کشاورزی در  Oryza sativa)برنج )

گیرد، بلاست شود، درحالی که عملکرد و کیفیت آن به شدت توسط عوامل بیمارگر در معرض خطر قرار میسطح جهان کشت می

(. De-xi et al. 2010ن بیماری در برنج است )تریشود، مخربایجاد می M.oryzaeبرنج که به وسیله عامل بیمارگر قارچی 

گیاهی به جز ریشه  تمام اندام ( وWei et al. 2013رود )درصد از تولید سالیانه برنج در اثر این بیماری از بین می 30تا  10حدود 

 شود کهنامیده می سنبله لاستب هـای بلاسـت بـرگ، خوشـه واین بیماری به نام ،گیاه بر حسب نوع اندام آلـودهکند. را آلوده می



 1402و همکاران،  نوروزی

109 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

واکنش  .(Kazan, 2015) کند( وارد میneck blastدهی )( و مرحله خوشهleaf blastای )بیشترین خسارت را در مرحله گیاهچه

نقش شود که نشان دهنده میرسان  های پیامهای دفاعی از طریق مولکولبین پاتوژن و گیاه باعث اعمال تغییرات زیادی در بیان ژن

 لهیبه وس نیشیپ یپتومیمطالعات ترانسکر(. Cheng et al. 2015های پیام رسان در پاسخ دفاعی است )بسیار مهم مولکول

 ،مطالعات نیبراساس ا برنج و قارچ بلاست صورت گرفته است. نیواکنش ب تیبردن به ماه یپ یبرا RNA-Seq زیلو آنا هایزآرایهر

تفاوت که در ارقام مقاوم  نیمشابه است، با ا یادیبه مقدار ز یآلودگ هیم و حساس در مراحل اولدر ارقام مقاوها الگوی بیان ژن

در تحقیق دیگری  (.Wang et al. 2014) شوندیبه کار گرفته م رندهیپذ هاینیتوسط پروتئ عتبه سر اهیگ پیام رسان یرهایمس

حساس در زمان آلودگی به مقدار زیادی مشابه، اما با تغییرات برجسته نشان داده شد که پروفایل ترانسکریپتومی بین ارقام مقاوم و 

، رسان  های دخیل در مسیر پیامها در رقم مقاوم همراه بود. آنالیز کارکردی آشکار نمود که این تغییرات در ژندربیان برخی از ژن

 .Wei et alداری افزایش یافته است )معنیبه میزان  WRKYهای رونویسی های کد کننده فاکتورهای ثانویه و ژنمتابولیت

های پیام رسان مثل فاکتورهای رونویسی و کینازهای پروتئینی را شناسایی (. مطالعات انجام شده تعداد زیادی از مولکول2013

سعه استراتژی(. با به کار بردن برخی اجزای سیستم دفاعی، امکان توTakatsuji  2014) اند که در پاسخ ایمنی نقش دارندنموده

که در رسان  ها برای تولید گیاهان مقاوم اصلاح مسیرهای پیامهای جدید برای تولید گیاهان مقاوم وجود دارد. یکی از استراتژی

های دفاعی دستکاری  های پیام رسان مرتبط با پروتئینهای کدکننده مولکولباشد برای این منظور ژنمکانیسم دفاعی نقش دارند می

شود به طور عمده به وسیله سه مولکول در گیاهان القاء می ها(. پاسخ دفاعی که بر علیه اکثر پاتوژنTakatsuji  2014) شوندمی

پیام رسان بسیار  هایریمس نیواکنش بشود. ( تنظیم میET( و اتیلن )JA) اسیدجاسمونیک ،(SA)اسیدسالیسیلیکپیام رسان شامل: 

های همی ، برای پاتوژنندیبا آن مقابله نما شوندیکه با آن مواجه م گرماریبا توجه به عامل ب توانندیم اهانیاست اما گ دهیچیپ

 Shimono et al. 2007; Mutuku et) برای مقاومت ضروری هستند JAو  SAهر دو مسیر  M. oryzaeبیوتروفیک مثل 

2015. alطریق استفاده همتای  (. ازSA 45 فاکتوررونویسی، 1یعنی بنزو تیادیزولOsWRKY   را شناسایی کردند که باعث القای

شوند و نشان القاء می SAبه وسیله تیمار  OsWRKY76 و OsWRKY45 ،OsWRKY62های در برنج ژن شد.مقاومت می

ده به وسیله نقش اساسی را در مقاومت القاء ش OsWRKY45ها ها در پاسخ ایمنی نقش دارند. درمیان آنداده شده است که همه آن

SA را ایفا می( 2013کند. et alNakayama .) 22آلن اکسید سینتاز(2OsAOSیکی از آنزیم ) های کلیدی در سنتزJA  از

چنین این آنزیم نقش مهمی در مسیر جاسمونیک اسید تولید شده  به وسیله  حمله عوامل بیمارگر به باشد. همهای چرب میاسید

درون زاد در گیاه و در نتیجه باعث JA باعث افزایش میزان  OsAOS2(. افزایش بیان ژن Mei et al. 2007کند )گیاه  ایفا می

باعث  JA(. مطالعات اخیر به این نتیجه رسیده است که استعمال Xie et al. 2011شود )افزایش بیان پروتئین های دفاعی می

فاکتور  (.Yamada et al.2012) افزایش یافته بود OsAOS2ان بیان شود. در این گیاهان میزمقاومت به بلایت باکتریایی نیز می

                                                      
1Benzothiadiazole 1 

2Allene Oxide Synthase  2 
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شود، بیان این فاکتور رونویسی توسط فاکتور رونویسی دیگری به موجب بیان ژن پروکسیداز در زمان تنش می BSRD1رونویسی 

( به وجود آمده که Gبه  Aدر اثر یک جهش یک نقطه ای در پروموتور آن ) bsrd1شود، آلل کنترل )سرکوب( می MYBنام 

افزایش یافته و  2O2Hبه پروموتور شده در نتیجه بیان پروکسیداز کمتر شده و در نهایت محتوای  MYBتر چسبیدن موجب محکم

 برای روشی جهش القاء (Takatsuji and Hayashi. 2017). شودهای بلاست میای از جدایهموجب مقاومت به طیف گسترده

 .گیردمی قرار استفاده مورد گیاهان اصلاح در دو این از ترکیبی یا و نوترکیبی انتخاب، با همراه که باشدیم ژنتیکی تنوع افزایش

(. گیاهان Wani and Anis 2008) باشدمی ژنی منابع تغییر بدون صفت چند یا یک اصلاح پتانسیل ،موتاسیونی اصلاح مهم مزیت

ای داشتن زمینه ژنتیکی یکسان با والدشان، مواد آزمایشی مناسبی برای آنالیزهای مقایسهموتانت حاصل از اصلاح موتاسیونی به دلیل 

(. رقم پویا با استفاده از روش القاء موتاسیون در رقم برنج موسی طارم Lin et al. 2016) های مولکولی هستندو تشریح مکانیسم

وجود آمده است که با حفظ سایر خصوصیات برتر رقم محلی صفات  به عنوان رقم پرکیفیت ولی پابلند و حساس به بیماری بلاست به

میلادی  80های به عمل آمده در اواخر دهه  مطالعات و بررسیعلاوه، به باشد.پاکوتاهی و مقاومت به بیماری بلاست را دارا می

، رونویسی، ترجمه و DNAسازی ترین فرایندهای ژنتیکی )مشتمل بر همانندهای مولکولی در زمره مهمروشن نمود که مکانیسم

یک سلول از تعداد زیادی  3(. ماده ژنتیکی et al; Safaei 2020Mohammadabadi .2022ها( هستند ) حتی نحوه تنظیم ژن

شوند و در هر لحظه فقط تعداد کمی از آنها بیان شده و پروتئین یا ژن تشکیل شده است که هیچ گاه همه به طور همزمان بیان نمی

(. محیطی که موجود Arabpour et al. 2021; Mohammadabadi et al. 2021نمایند )مورد نیاز سلول را تولید میآنزیم 

کند که آیا ژن بیان شود و یا این که نیازی به فرآورده آن نیست و باید غیرفعال و یا خاموش شود. کند مشخص میدر آن رشد می

 .Mohammadabadi et al. 2018; Masoudzadeh et alکشف شد ) E.coliساز و کار بیان ژن اولین بار در باکتری 

ها تنها یک مجموعه نسبتاً  شان تحت کنترل موقت و چندبعدی است. در هر یک از انواع بافتهای یوکاریوتی بیان(. ژن2020

ها برای هر بافت ژن در یوکاریوت بیان ،ها به مرحله نمو بستگی دارد. بنابراینشود و نیز بیان ژنکوچک از تمام ژنوم بیان می

هایی (. همچنین مقدار محصولات ژن که در همان بافت و نیز در سایر بافتJafari Ahmadabadi et al. 2023اختصاصی است )

 .Mohammadabadi 2021; Shahsavari et alشود )ساخته شده سبب تنظیم بیان آن ژن می ،سازندکه آن محصول را می

های مرتبط با صفات مهم و مطالعه آنها در سطح سلولی ها و پروتئیننژادی مولکولی مطالعه ژناقدامات اساسی در به (. یکی از2021

(. در این مطالعه میزان بیان ژن Mohammadabadi and Soflaei 2020; Shahsavari et al. 2022یا کروموزومی است )

OsWRKY45  وOsAOS2عت پس از استقرار عامل بیمارگر بر روی گیاهان در دو مرحله سا 72و  36های صفر، ، در زمان

های مقاومت ژن القا و انتقال در ژنتیکی مسیرهای شناسایی که است ذکر شایاندهی بررسی شد برگی( و خوشه 4-5ای )گیاهچه

 .لحاظ بنیادی و کاربردی حایز اهمیت استهب

                                                      
3 DNA 
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 هامواد و روش

)پویا( به  آن مربوط به موتانت و واریته طارم(والد )موسی شامل واریتهبرنج دو ژنوتیپ  ازمواد گياهی و شرایط رشد: 

مقاومت به خوابیدگی و زودرسی، با هدف  توسط موتاژن فیزیکی گاماموتانت مورد بررسی،  عنوان مواد گیاهی استفاده گردید. واریته

ثبت  4المللی انرژی اتمیدر آژانس بین 1385د و در سال تولید ش 7613طارم در سال واریته موسیعدم آلودگی به بیماری بلاست 

ضدعفونی و پس از شستشو با آب در سینی نشاء در سه تکرار و به تعداد  1ها با محلول )هیپوکلرید سدیم %گردید. ابتدا بذر ژنوتیپ

شدند. به منظور اعتبار بخشی نتایج  ریگلخانه نگهدا ی دردهخوشه مرحله ها تابذر در هر ردیف کشت شدند. سپس گیاهچه 18

ها محاسبه آزمایش به صورت تکرار دار انجام پذیرفت و با انجام تجزیه آماری مقدار خطای معیار به منظور انجام مقایسات میانگین

 شد.

  کشت محیط روی برMackill and Bonman (1986  )با استفاده از روش   تلقیح ه مایگيری: زنی و نمونهمایه

Prune-Agar  در مرحله بعد جدایه قارچ شدتهیه .M. oryzea با نام IC-25 بالایی بود بر  ثبات بیماریزایی و قابلیت که دارای

ای در اتاقک رشد با اسپری دستی و بصورت یکنواخت بر روی یاهچهگزنی در مرحله گردید. مایه Prune-Agar کشتروی محیط 

دمای اتاقک  داری شدند. سپسساعت در تاریکی نگه 24گراد به مدت درجه سانتی 25در دمای  های چهار برگی انجام شد وگیاهچه

زنی در مرحله ساعت تنظیم گردید. مایه 10و تاریکی  14درصد، میزان روشنایی  95گراد، رطوبت نسبی درجه سانتی 28رشد در 

زنی شده در فضای گلخانه با ی مایههابوتهند انجام شد. از هر خوشه از غلاف مربوطه خارج شد %70دهی زمانی که حدود خوشه

و  36های صفر، ها در زمانگیری از برگنمونه ی شدند.دارنگهدرصد  95گراد و رطوبت نسبی بیش از یسانتدرجه  31تا 24دمای 

گراد درجه سانتی -80و به فریزر های برگ و ساقه بلافاصله در نیتروژن مایع منجمد زنی انجام شد سپس نمونهساعت پس از مایه 72

 منتقل گردید.

زنی، از هر تکرار هشت نمونه در مرحله هفت روز پس از مایه: مقاومت به بيماری و ميزان کلروفيل اجزای ارزیابی

موجود  یهالکهدهی به صورت تصادفی انتخاب و به آزمایشگاه منتقل شدند. صفات مورد ارزیابی شامل تعداد و طول گیاهچه و خوشه

 Porra گیری کلروفیل از روشبرای اندازه و  Mackill and Bonman  (1992)روی گیاهچه و سطح آلودگی بود که به روش 

et al. (1989 .استفاده شد ) 

. گرفت صورت( ژاپن توکیو،) بیوفلکس شرکت بایوزول پی استخراج بافر از استفاده با RNA استخراج: RNAاستخراج 

 (.Kazemi et al. 2010) گردید تعیین درصد 5/1 آگارز ژل روی الکتروفورز توسط ،شدهاستخراج RNA کیفیت

                                                      
4 International Energy Agency; IAEA 
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همراه با نشانگر اندازه مولکولی  RNAهای لیتر از نمونه، سه میکروRNAجهت بررسی کیفیت : RNAتعيين کيفيت 

 X1( TBE(مخلوط گردید و بر روی ژل آگارز یک درصد  5لیتر رنگ بارگذاری فلوروسنتجفت باز با دو میکرو 3000تا  100

 ها صورت گرفت.برداری از آنالکتروفورز شد. پس از بارگذاری، با استفاده از دستگاه آشکارساز ژل، نوارهای مورد نظر بررسی و عکس

 کتطبق پروتکل پیشنهادی شر cDNAساخت : ای پليمراز استانداردبا واکنش زنجيره cDNAساخت و تایيد 

ده از نرم افزار انجام گرفت. طراحی آغازگر با استفاRevertAid Erststrang-cDNA-Synthesekit ترموساینتیفیک و با کیت 

Oligo7  3و با توجه به ناحیه′- UTR  ی هاژنتوالیOsWRKY45 ،OsAOS2 دار و ژن خانهActin ات انجام شد. مشخص

 Actinدار یز برای ژن خانهننمونه سه تکرار تکنیکی برای ژن اختصاصی و سه تکرار آورده شده است. برای هر  1آغازگرها در جدول 

 در نظر گرفته شد. 

 qRT-PCR آزمایش در استفاده مورد آغازگرهای مشخصات. 1 جدول

Table 1. Specifications of the primers used in the real-time polymerase chain reaction test 

 

انجام شد  6دلتا-بیان نسبی  دلتاو REST (2009 )های بیان ژن با استفاده از نرم افزار آنالیز داده: هاتجزیه و تحليل داده

(Sharma et al. 2007مقادیر هر صفت، حاصل .) های مورد بیان نسبی ژن ها بود.میانگین سه تکرار به همراه اشتباه استاندارد آن

 ( محاسبه گردید.2001) Pfafflبررسی با استفاده از فرمول 

                                                      
5 - Green safe DNA loading dye 

6 - Delta-delta; ∆∆ 

طول 

محصول 

(bp) 

Product 

length 

(bp) 

دمای ذوب 

(Cº) 

Melting 

temperature 

(Cº) 

 توالی آغازگر

Primer sequence 

 نام آغازگر

Initiator 

name 

Accession 

 نام ژن

Gene 

name 

121 
60 GACCAGGAGGAGGTGCTGA Forward 

AK066255 Wrky45 
57.9 GCAGGGAGGACGTGACATC Reverse 

136 
51.4 AGCTTCAACCTCCGCCGTCA Forward 

AY310358 AOS2 
53.9 AGCCATGCAAGAATTCAGGTACG Reverse 

65 
60 GAGCTACGAGCTTCCTGATGGA Forward 

X15865 Actin 
60 CCTCAGGGCAGCGGAAA Reverse 
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( برای ژن هدف و مرجع و Eمراز )ای پلیدر این معادله نسبت سطح بیان یک ژن هدف بر اساس راندمان واکنش زنجیره

شود. ارزیابی میزان بیان ژن ( محاسبه میsample-controlCP  Δ) ( یک نمونه ناشناخته در مقابل کنترلCP) 7( نقطه تقاطعΔتفاوت )

بود و در تمام  Actinدار که در اینجا ها را نسبت به یک ژن خانهانجام شد. در این آزمایش، نمونه RESTو  Excelافزار توسط نرم

و  سنجند. رنگ مورد استفاده جهت ردیابی تکثیر نمونه سایبر گرینمراحل رشدی گیاه و تحت همه شرایط بیان یکسانی داشت می

کیت مورد استفاده، کیت سایبر بایو پارس )دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان( بود که با اتصال به محصولات سبب 

منتقل شده و تجزیه  RESTافزار شود. در پایان واکنش و پس از دریافت نمودارها، اطلاعات به نرمبررسی میزان تابش اشعه می

انجام   16.0SPSSافزار در سطح احتمال پنج درصد توسط نرم 8شدهاستیودنت جفت tها با آزمون دادهآنالیز  ها انجام گرفت.داده

 انجام گردید. Excelشد. رسم گراف و نمودارها نیز با استفاده از نرم افزار 

 

 نتایج و بحث

واریته  که داد نشان دهیخوشهای و به ترتیب در مرحله گیاهچه مقاومت اجزای تایج ارزیابین: بيماری به مقاومت اجزای

، 3/7( و اندازه لکه )%23%، 19شده )آلوده (، سطح ساقه6/21، 3/21اسپورزا ) لکه تعدادهای آلودگی بالا در شاخص دارای طارمموسی

اندازه لکه کوچک  ( و%5/0، %2/0)شده پایین ساقه آلوده (، سطح4/2، 2/1( بود، درحالیکه واریته پویا با تعداد کم لکه اسپورزا )4/1

نتیجه یافتن راهی برای افزایش  آن است، در هاییتهوارمسئله رایج در تولید برنج دوره کوتاه مقاومت در  .(2( بود )جدول23/0، 12/0)

ست در مرحله طول عمر مقاومت در اصلاح برنج یک ضرورت است. اغلب مطالعات صورت گرفته برای بررسی مقاومت به بلا

ت به بلاست در و یا مکانیسم تنظیمی که در مقاوم هاژنت گرفته است و اطلاعات کمی در خصوص نحوه عمل ای صوریاهچهگ

یکی در مقاومت به (. نتایج قبلی به دست آمده از بررسی صفات مورفولوژLiu et al. 2010باشد )یمدهی موجود مرحله خوشه

قاومت واریته جهش ین نتایج حاصل از این تحقیق، نشان دهنده مچنهم( و Ebadi et al. 2019) بلاست در مرحله گیاهچه توسط

وسی طارم در هر دو مرحله مبود. در حالیکه واریته والدی  IC-25یافته پویا در هر دو مرحله مهم در حمله پاتوژن درمقابل نژاد 

ه معنای مقاومت به ست برگی لزوما بی نسبت به بیماری حساس بود. لازم به ذکر است که مقاومت به بلادهخوشهای و یاهچهگ

 (.Hao et al. 2009باشد. مکانیسم دقیق این نوع از مقاومت به طور دقیق شناسایی نشده است )بلاست خوشه و بالعکس نمی

 

                                                      
7- Crossing point 
8 - Paired student’s t-test  
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  IC-25جدایه  با  زنیهای مورد مطالعه پس از مایهژنوتيپ اجزای مقاومت  .2جدول 

Table 2. Resistance components of studied genotypes after inoculation with IC-25 isolate 

 مرحله

the  stage 

 ژنوتيپ

Genotype 

 لکه تعداد

The number 

of spots 

 شده )%( آلوده سطح

Contaminated surface 

(%) 

 )2mm( اندازه لکه

Spot size 

(mm2) 

 ایگیاهچه

seedling 

 طارم )والد(موسی

Musatarom (Parents) 
21.3 19 7.3 

 پویا )موتانت(

Poya (mutant) 
1.2 0.2 0.12 

 دهیخوشه

clustering 

 طارم )والد(موسی

Musataram (Parents) 
21.6 23 1.4 

 )موتانت( پویا

Poya (mutant) 
3.2 0/5 0.23 

 

ای پس از یاهچهگدر هر دو واریته موتانت و والدی در مرحله : ایدرمرحله گياهچه bو کلروفيل   aمحتوای کلروفيل

ساعت پس از آلودگی در واریته موتانت  36حمله پاتوژن میزان کلروفیل کاهش یافت. اما میزان کاهش آن در ساعات اولیه آلودگی 

هم  bد روند کاهشی داشت .کلروفیل ساعت نسبت به شاه 72و 36در واریته پویا در  aبیشتر از واریته والدی بود.  میزان کلروفیل 

ساعت روند افزایشی برای هر دو رقم داشت اما میزان این افزایش در رقم پویا بیشتر بود. در  72ساعت روند کاهشی و در  36در 

سریعتر طارم یموستوان نتیجه گرفت که کاهش میزان کلروفیل در واریته پویا نسبت به یممقایسه میزان کلروفیل بین دو واریته 

ساعت محتوای آن رو  72بیشتر بود و در  aساعت نسبت به کلروفیل  36در  bاتفاق افتاد. در واریته پویا کاهش محتوای کلروفیل 

در واریته موسی طارم طی کرد. در  bو  aساعت همانند کلرفیل  72سیر نزولی را تا زمان  aبه افزایش بود در حالی که کلروفیل 

 . (1نش به پاتوژن وجود نداشت )شکل در طول واک bو  aاوت محسوسی بین محتوای کلروفیل واریته موسی طارم تف

ای در زمان خوشه دهی نیز مقدار کلروفیل در یاهچهگهمانند مرحله : دهیدر زمان خوشه bو   aمحتوای کلروفيل

ساعت پس از آلودگی   36ساعات اولیه آلودگی طور میزان کاهش آن درینهمپاسخ به حمله پاتوژن در هر دو واریته کاهش نشان داد. 

 aساعت  در هر دو کلروفیل 72ساعت و  36در واریته پویا بیشتر از واریته موسی طارم بود. کاهش در میزان کلروفیل در هر دو زمان

ن گفت که کاهش در توادهی میدر مقایسه میزان کلروفیل بین دو واریته در زمان خوشه (.2نسبت به شاهد مشاهده شد )شکل  bو 

ساعت  پس  72که در یحالساعت اتفاق افتاد، در  36طارم سریعتر و با شدت بیشتر در یموسمیزان کلروفیل در واریته پویا نسبت به 

ها به ها، و پاتوژنیسیتورال، JAدر اثر تیمار B   momilactoneو  momilactone A از تلقیح با سرعت کمتری ادامه یافت.
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سازی در برنج است که طی دو مرحله حلقوی 9GGDPها یتوالکسینفشوند، پیش ماده تولید این یمت تولید و ترشح خصوص بلاس

 (.Kato 2011دهد )رخ می

 

 در مرحله گياهچه ای b و کلروفيل  a. محتوای کلروفيل1 شکل

Figure 1. The content of chlorophyll a and chlorophyll b in the seedling stage 

 

 

 خوشه دهی در مرحله b و کلروفيل  aمحتوای کلروفيل .2 شکل

Figure 2. The content of chlorophyll a and chlorophyll b in the clustering stage 

 

                                                      
9 Geranylgeranyl diphosphate 
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 ی بین دو واریته، واریته پوپا در هر دو مرحله کاهش قابل توجهیدهخوشهبا مقایسه محتوای کلروفیل در دو مرحله گیاهچه و 

زنی وارد ساعت پس از مایه 28الی  24ساعت پس از آلودگی داشته و با توجه به اینکه پاتوژن پس از  36در میزان کلروفیل در زمان 

. در مقابله با  (Fernandez and Wilson 2014)ی کاملاً محسوس بوددهخوشهشود، این کاهش در مرحله یمسلول گیاهی 

نماید و از یمها به تولید فیتوالکسین مبادرت 10PRRیاهی، گیاهان از طریق شناسایی پاتوژن با قبل از ورود به سلول گ هاپاتوژن

احتمال دارد  (،Wang et al. 2014باشد )ها یکسان مییتوالکسینفبا توجه به اینکه پیش ماده کلروفیل، جیبرلیک اسید و  طرفی

ها اقدام به مقابله با پاتوژن نموده باشد. با استناد به این یتوالکسینفگیاه با تغییر مسیر سنتز کلروفیل و جیبرلیک اسید برای ترشح 

 خصوصاً در JAشوند، احتمال دارد که مسیر یمسنتز و تولید  JAها در مقابله با بلاست برنج از طریق هورمون یتوالکسینفنکته که 

 ساعت پس از آلودگی( فعال باشد. 36دهی )به علت کاهش شدید در محتوای کلروفیل در زمان خوشه

، بیان ژن 3با توجه به شکل : ایدر مرحله گياهچه OsWRKY45نتایج حاصل از ارزیابی الگوی تظاهر ژن 

OsWRKY45   ه شاهد در واریته پویا افزایش نشان برابر نسبت ب 6ساعت پس از آلودگی حدودا  36پس از آلودگی به پاتوژن در

را افزایش داد. با گذشت زمان بیان  OsWRKY45داد. همزمان  در واریته موسی طارم نیز  گیاه در پاسخ به حمله پاتوژن، بیان ژن 

بود.  طارم همچنان رو به افزایشیموسساعت کاهش یافت، اما بیان آن در واریته  36در واریته پویا نسبت به  OsWRKY45ژن 

باشد و باعث ایجاد مقاومت می 11در بالادست و یا پایین دست 45OsWRKYوابسته به بیان ژن   SAمسیر وابسته به مقاومت 

موجب مقاومت  حتی در ارقام   آن 12باعث حساسیت به قارچ بلاست و بیان افزایشی 45OsWRKYشود. خاموش شدن ژن می

علاوه بر بلاست برگی باعث مقاومت  OsWRKY45بیان افزایشی   Shimono et al.  (2012)شود. براساس مطالعاتحساس می

حداقل دربخشی از مسیر سالیسیلیک  OsWRKY45رسد که ژن شود. بر این اساس چنین به نظر مییمی نیز اخوشهبه بلاست 

 کند.اسید نقش اساسی را ایفا می

ر نمونه دژن  یندهد که ا ینشان م OsAOS2ژن  یانب یزآنال نتایج: ایدر مرحله گياهچه OsAOS2ميزان بيان ژن 

در هر دو  OsAOS2ژن  یانب ،4 با توجه به شکل. داشته است یانب یشبا قارچ افزا یدر اثر آلودگ یموتانت نسبت به نمونه والد پدر

و برابر نسبت به شاهد و دساعت  72در زمان  خصوصاً یشافزا یزانم یاپو یتهتفاوت که در وار ینداشت، با ا یروند صعود یتهوار

 بود. ساعت پس از آلودگی بیشتر 36برابر  3 همچنین

در هر دو ژنوتیپ افزایش یافت. با  OsWRKY45بیان ژن : دهیدر مرحله خوشه OsWRKY45ژن  انيب زانيم

در مقایسه با واریته موسی طارم افزایش بسیار بیشتری داشت و در  36، میزان افزایش بیان این ژن در واریته پویا  در 5توجه شکل 

                                                      
10 pattern-recognition receptors 

11 Upstream or downstream 
12 Over expersion 
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همانند  داری افزایش یافت. در واریته موسی طارم نیزبه طور معنی OsWRKY45ساعت بیان ژن  36ساعت  نیز نسبت به  72زمان 

 ساعت افزایش پیدا کرد. 36واریته پویا میزان بیان در مقایسه با زمان 

 

 ایدر مرحله گياهچه OsWRKY45بيان ژن  .3شکل 

Figure 3. Expression of OsWRKY45 gene in seedling stage 

 

 

 در مرحله گياهچه ای OsAOS2بيان ژن  .4 شکل

Figure 4. OsAOS2 gene expression in seedling stage 
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 در مرحله خوشه دهی OsWRKY45بيان ژن  .5 شکل

Figure 5. OsWRKY45 gene expression in the clustering stage 

 

دهی، افزایش در مرحله خوشه OsAOS2بارزترین نکته در بیان ژن : دهیخوشهدر مرحله  OsAOS2ژن  انيب زانيم

ساعت در واریته پویا نسبت به شاهد و واریته موسی طارم  72ساعت و متعاقبا کاهش آن در زمان  36بیان قابل ملاحظه آن در زمان 

داری در بیان آن بین یمعننسبت به شاهد افزایش پیدا کرد، در حالی که تغییر  OsAOS2بود. در واریته موسی طارم بیان ژن 

دهی واریته موتانت پویا سریعتر و با شدت بیشتر بیان ژن را (. در مرحله خوشه6ساعت مشاهده نگردید )شکل 72و  36های زمان

 نشان داد.. 

 

 در مرحله خوشه دهی OsWRKY45يان ژن . ب6 شکل

Figure 6. OsWRKY45 gene expression in the clustering stage 
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در مقاومت به  JAشود و در مقابل های بیوتروفیک و همی بیوتروفیک میومت به پاتوژنموجب مقا SAمعمولاً در گیاهان 

رقابتی است، در حالی که در برنج هنوز چگونگی این رابطه  JAو  SAهای نکروتروفیک نقش دارد. در اکثر گیاهان رابطه بین پاتوژن

در پاسخ به بلاست ) پاتوژن  JAبه طور واضح آشکار نشده است. علاوه بر این نشان داده شده است که مسیر پیام رسان وابسته به 

شود، از قارچ بلاست القاء میاز طریق آلودگی با  JAفرم بیو اکتیو  JA-I1eتجمع  کند.همی بیوتروفیک( نقش اساسی ایفاء می

در   (.Riemann et al. 2013)دچار کمبود جاسمونات به این بیماری حساس هستند  cpm2و   hebibaهای طرفی موتانت

ی مذکور مشابه اما با شدت و سرعت تغییر بیان بیشتر هاژنای بین دو واریته، مشخصا بیان یاهچهگمقایسه بیان دو ژن در مرحله 

ساعت  72ساعت بیشتر بود و سپس در  36در زمان   OsAOS2با  یسهمقادر  OsWRKY45ه پویا همراه بود. بیان ژن در واریت

 N. lugens و  C. suppressalisآفات( تغذیه 2019) .Zhang et alپس از آلودگی این روند معکوس شد. براساس تحقیقات 

شود. اما تغذیه آفت ، باعث افزایش مقاومت در مقابل بلاست میJAو  SAقبل از آلودگی با قارچ بلاست از طریق افزایش محتوای 

C. medinalis  محتوایJA  را افزایش وSA شود. اما  استعمال را کاهش داده و باعث حساسیت به بلاست میSA  و نهJA  در

الی  0.5بلافاصله  SAمقاوم محتوای  شود. براساس این تحقیق در حالتهمان گیاه بعد از تغذیه آفت موجب بروز فنوتیپ مقاوم می

به تدریج و کندتر افزایش یافته است. در حالی که در حالت حساس محتوای  JAساعت پس از آلودگی با قارچ افزایش یافته اما  2

SA  ساعت افزایش داشته و  12الی  8پس از حدودJA  ساعت افزایش یافته است. بنابراین زودتر بیان شدن  2پس ازJA  از یکی

 JAباکتریایی)پاتوژن بیوتروفیک( برعکس است یعنی در ارقام مقاوم به بلایت  13باشد. این رابطه در بلایتدلایل بروز حساسیت می

، ژن دخیل در مسیر مقاومت به بلایت باعث افزایش OsDES1شود، به طوری که بیان افزایشی تولید می SAسریعتر و بیشتر از 

و مقاومت به بلاست و  SAقاومت آن به بلایت شده و خاموش شدن این ژن باعث سنتز سریعتر و م SAزودتر از  JAمحتوای 

و  OsWRKY45، OsAOS2 ( بعلاوه خاموش شدن این ژن باعث افزایش بیانke et al. 2019شود )حساسیت به بلایت می

OsLOX  شده، به این معنی که خاموش شدن آن موجب سنتز هردو هورمون شده اما سنتزSA تر رخ داده است. از طرفی سریع

Uji et al. (2019 گزارش دادند که بیان افزایشی )OsVQ13 ژن دخیل در مسیر سیگنالینگ ،JA  موجب افزایش بیان ژن ،

OsMPK6 شود، میMPK6  در فسفوریلاسیونOsWRKY45  نقش دارد. ژنOsVQ13  در پاسخ دفاعی القاء شده از طریق

در مواجهه با بلاست قویاً بیان  SAژنی است که در پاسخ به استعمال  OsWRKY45 .ها شناسایی شدبا روش ریزآرایه JAتیمار 

ها مقایسه کنیم، بیش از نیمی از آنها که تغییر کرده را با روش ریزآرایه JAو  SAهایی که توسط شود. وقتی که سطوح بیان ژنمی

نیز افزایش یافته است. این نتایج حاکی از آن است که با وجود مشابهت بالا در پاسخ دفاعی  JAافزایش یافته با  SAبیان آنه با 

رسان نقش تعیین های پیامبندی در تولید مولکولها، زمانرسان در مواجهه با پاتوژنهای پیاماعمال شده توسط هر کدام از مولکول

بایست با توجه به نوع پاتوژن، مولکول طوری که گیاه پس از حمله میکننده در موفقیت یا عدم موفقیت پاسخ دفاعی دارد. به 

                                                      
13 Xanthomonas oryzae 
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ساعت در مرحله گیاهچه  72این نکته با کاهش محتوای کلروفیل در زمان  رسان مناسب را در زمان وشدت معین تولید نماید.پیام

افزایش یافته و در فرایند تولید  ک اسیدجاسمونیساعت محتوای  72در زمان  OsAOS2ای نیز در ارتباط است. بر این اساس با بیان 

باعث افزایش در محتوای  OsWRKY45با توجه به اینکه بیان افزایشی ژن  ها میزان کلرفیل کاهش یافته است.یتوالکسینف

ساعت باعث  36شود. احتمالا پس از بیان آن به مقدار زیاد در زمان یمجاسمونیک اسید ) به میزان کمتر نسبت به سالیسیلیک اسید( 

 افزایش محتوای جاسمونیک اسید نیز شده است.

طارم( تحت القای بیماری دفاعی واریته موتانت )پویا( و واریته والد )موسی این تحقیق به منظور مقایسه مکانیسم: گيرینتيجه

،  M. oryzaeقارچ IC-25زنی با جدایه بلاست برگ و خوشه در برنج صورت گرفت. بر اساس نتایج اجزای مقاومت پس از مایه

ها پس از القای بیماری نشان داد که واریته پویا طارم حساس بود. نتایج بیان ژنواریته پویا دارای تیپ آلودگی مقاوم و واریته موسی

طارم داشت. هم چنین از محتوای کلروفیل داری نسبت به واریته موسیافزایش معنی OsWRKY45 و  OsAOS2های در بیان ژن

پی آن افزایش محتوای و در OsAOS2رسد این امر بدلیل افزایش بیان ژن گذشت زمان پس از آلودگی کاسته شد. چنین بنظر می با

ها موجب کاهش میزان کلرفیل شده یتوالکسینفاسید جاسمونیک بوده که بر اساس مطالعات صورت گرفته می تواند  با تشدید تولید 

 است.

 یتحما و یمال یتبه خاطر حما منابع طبیعی گرگان علوم کشاورزی و دانشگاه یرم پژوهشاز معاونت محت :سپاسگزاری

  .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار یدر اجرا یهمکار و یمعنو

 

 منابع

های زنبور عسل استان کرمان ( مطالعه تنوع ژنتیکی جمعیت1395بهادر یاسر، محمد آبادی محمد رضا، خضری  امین، و همکاران )

 .186-192، 13های تولیدات دامی، پژوهشISSRهای استفاده از نشانگربا 

( تاثیر شاهدانه بر بیان ژن 1402، محمدآبادی محمدرضا، و همکاران )الههمت حشمتعسکری، سید علی اصغر احمدآبادی جعفری

DLK1 234-217(، 1)15های کرمانی. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی، قلب بره در بافت. 

 یران، دست، راسته و چرب یهادر بافت p32ژن  یانیب ی( الگو1400) ینام یمحمدرضا، خضر یزهرا، محمدآباد یر رق آبادپو عرب

 .200-183(، 4)13 ی،کشاورز یوتکنولوژی. مجله بیپشت بره کرمان

 یکشاورز یوتکنولوژی. مجله بreal time PCRدر بز کرکی راینی با استفاده از  ESR1( بیان ژن 1399محمدرضا ) یمحمدآباد

12(1 ،)192-177 . 

-184(، 4)12 یکشاورز یوتکنولوژیدر بز. مجله ب ESR2مختص بافت ژن  mRNAیانیل بی( پروفا1399محمدرضا ) یمحمدآباد

169. 
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 بیوتکنولوژیدر بز. مجله  BMP15 مختص بافت ژن mRNA یانیب یل(. پروفا1399محمد ) سفلاییمحمدرضا،  یمحمدآباد

 .191-208(، 3)12 کشاورزی

با استفاده از  یمختلف گوسفند کرمان یهادر بافت ینژن لپت یانمطالعه ب( 1397محمود ) یمحمدرضا، کرد محبوبه، نظر محمدآبادی

real time PCR111-122(، 3)10 یکشاورز یوتکنولوژی. مجله ب . 
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