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Abstract 

Objective 

Rice is a staple food for half the world's population. The sheath blight disease caused by 

Rhizoctonia solani poses a significant threat to rice production. While fungicides are commonly 

used to control plant diseases, they pose significant risks to human health and the environment. 

Therefore, finding biocompatible compounds that are effective in disease control is essential. 

Chitosan, a biocompatible compound, has been demonstrated in various studies to reduce damage. 

The objective of this research is to explore the induction of resistance in two domestic varieties 

of rice using chitosan against the fungus responsible for pod burn. 
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Materials and methods 

In the research, rice seedlings (cultivar Tarom and Khazar) were cultured and treated with 

chitosan. After 48 hours, the seedlings were infected with R. solani. Samples were collected at 0, 

24, 48, 72, and 96 hours after the pathogen treatment. Total RNA was extracted from the samples, 

and cDNA was synthesized. Gene transcript analysis was conducted using the qPCR technique 

with specific primers PAL, LOX, PR1, PR3, and PR5 genes. 

Results 

The variance analysis results indicated that changes in the expression levels of PAL, LOX, PR1, 

PR3, and PR5 genes were significant across all sources. Significant differences were observed in 

the expression levels of all genes. This suggests that genes in the resistant cultivar have a higher 

expression potential compared to the sensitive cultivar, leading to faster and more extensive-

expression during contamination. 

Conclusions 

In this study, chitosan increased the expression of PAL, LOX, PR1, PR3 and PR5 genes in treated 

plants compared to control plants. The results of this study demonstrate that applying one gram 

per liter of chitosan to the aerial parts of plants induces proteins related to pathogenicity and 

creates physical and chemical barriers against pathogens. Consequently, it can be utilized in 

agricultural management to decrease R. solani contamination in rice and is a viable alternative to 

fungicides. 

Keywords: Chitosane, Induced Resistance, Rice sheath blight, qPCR.  

Paper Type:  Research Paper. 

Citation: Habibi Daronkolaei M, Babaeizad V, Tajick Ghanbary MA, Rahimian H, Dehestani 

A (2024) The impact of chitosan on the activation of genes related to resistance against rice 

sheath blight caused by Rhizoctonia solani. Agricultural Biotechnology Journal 16(4), 77-98. 

Agricultural Biotechnology Journal 16(4), 77-98.  DOI: 10.22103/jab.2024.23050.1555 

Received: September 09, 2024.                                Received in revised form: October 23, 2024.   

Accepted: October 24, 2024.                                              Published online: December 30, 2024. 

 

 

Publisher: Faculty of Agriculture and Technology Institute of Plant 

Production, Shahid Bahonar University of Kerman-Iranian 

Biotechnology Society. 

© the authors 

 

 



 

 های دخیل در مقاومت به بیماری سوختگی غلاف برنج ناشی ازتاثیر کیتوزان بر القای ژن 

Rhizoctonia solani 

 

  میلاد حبیبی درونکلایی

رایانامه:  محقق ایران.  ساری،  ساری،  طبیعی  منابع  و  کشاورزی  علوم  دانشگاه  زراعی،  علوم  دانشگده  گیاهپزشکی،  گروه   ،

milad.habibi08@gamil.com 

 اله بابایی زادولی

نویسنده مسئول: دانشیار، گروه گیاهپزشکی، دانشگده علوم زراعی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، ساری، ایران.    *

  v.babaeizad@sanru.ac.ir رایانامه:

 قنبری  علی تاجیکمحمد

رایانامه:   ایران.  ساری،  ساری،  طبیعی  منابع  و  کشاورزی  علوم  دانشگاه  زراعی،  علوم  دانشگده  گیاهپزشکی،  گروه  دانشیار، 

m.tajick@sanru.ac.ir 

 اله رحیمیان حشمت 

رایانامه:   ایران.  ساری،  ساری،  طبیعی  منابع  و  کشاورزی  علوم  دانشگاه  زراعی،  علوم  دانشگده  گیاهپزشکی،  گروه  استاد، 

h.rahimian@sanru.ac.ir 

 علی دهستانی 

رایانامه:   ایران.  ساری،  ساری،  طبیعی  منابع  و  کشاورزی  علوم  دانشگاه  تبرستان،  فناوری  زیست  و  ژنتیک  پژوشکده  دانشیار، 

a.dehestani@sanru.ac.ir 

 03/08/1403تاریخ پذیرش:       02/08/1403تاریخ دریافت فایل اصلاح شده نهایی:        19/06/1403تاریخ دریافت: 

 

  چکیده

 Rhizoctonia منبع غذایی نیمی از جمعیت جهان است. بیماری سوختگی غلاف ناشی از(.Oryza sativa L) برنج    هدف:

solani    .ها کشاسدتااده از تار تولید برنج را به شدد  محدود کرده و منرر به زیان اتتادادی و تهدید امنیت غذایی شدده اسدت

بنابراین یافتن های گیاهی اسدت ولی تهدید جدی برای سدلامتی انسدان و محیی زیسدت اسدت.  یک روش معمول برای کنترل بیماری
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ترکیبا  زیسدت سدازگاری که در کنترل بیماری مو ر باشدند یک نیاز اسداسدی اسدت. کیتوزان یک ترکی  زیسدت سدازگار بوده و در 

ر دو رتم بررسدی القا  مقاومت د از این پژوهش هدف لذا،شدود.  های مختلف نیز نشدان داده اسدت که باعک کاهش خسدار  میبررسدی

 در برابر تار  عامل بیماری سوختگی غلاف است.با کیتوزان  داخلی برنج

سداعت بعد،   48های برنج )ارتام طارم و خزر( کشدت، سدپب با کیتوزان تیمار نموده و ابتدا گیاهچهدر این پژوهش    :هاروشمواد و 

سدداعت بعد از مایه زنی انرام   96و   72، 48،  24،  0های زمانیبرداری در بازهنمونهزنی شدددند.  مایه  R. solaniها با تار   گیاهچه

با    qPCR تکنیک   با  ژن  بیان سدداخته شددد.  cDNA  ژنومی، DNA زدودنها اسددتخراو و بعد از  نمونه از کل RNA  .گرفت

 انرام گردید. PR5و  PAL ،LOX ،PR1 ،PR3ها  های اختااصی ژناستااده از آغازگر

 PR5و   PAL  ،LOX  ،PR1 ،PR3های  ٬میزان بیان ژن  نتایج ترزیه واریانب نشددان داد که در تمامی منابع تیییرا ،  :نتایج

دار ها، مقایسدده میانگین ها معنی٬در مابقی ژن PR5و   PR1دار بود. بین رتم مقاوم )طارم( و رتم حسددا) )خزر( به جز ژن ٬معنی

تر و ٬ها در ارتام مقاوم در مقایسه با ارتام حسا) پتانسیل بیان بیشتری دارند که در هنگام آلودگی، سریعکه نشان داد ژنبوده اسدت  

 .شوندبه میزان بیشتری بیان می

در گیداهدان تیمدار  PR5و  PAL  ،LOX ،PR1 ،PR3هدای  بداعدک افزایش میزان بیدان ژندر این پژوهش کیتوزان  گیری:نتیجهه

ها اسدپری  های هوایی بوته٬روی تسدمتیک گرم در لیتر که   شدده نسدبت به گیاهان شداهد شدده اسدت. این نتایج نشدان داد کیتوزان

گردد در زا میو شددیمیایی در برابر عوامل بیماریهای فیزیکی  تشددکیل سدددهای مرتبی با بیماریزایی و باعک القا پروتئین  شددده بود

ها کشدر برنج اسددتااده و جایگزین مناسددبی برای تار  R. solani تواند در مدیریت زراعی برای کاهش میزان آلودگینتیره می

 .باشد

 . qPCRسوختگی غلاف برنج، کیتوزان، مقاومت القایی، : هاکلیدواژه

 : پژوهشی.نوع مقاله
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 مقدمه

یکی از مهمترین محاولا  غذایی برای انسان است و منبع غذایی پایدار برای بیش از نیمی از  (.Oryza sativa L) برنج 

 Rhizoctonia solani Kühn های اخیر به دلیل تیییرا  آب و هوایی، بیماری ناشی ازکند. در سالجمعیت جهان را فراهم می

برنج را محدود کرده است و   به شد  بیماری، عملکرد  تولید  باعک زیان   کنددرصد کاهش پیدا می  50تا  20بسته  نتیره  های در 

(.  Lee et al. 2006; Wang et al. 2015; Mishra et al. 2020کند )اتتاادی شدید شده و امنیت غذایی را تهدید می 

ها یک نیاز اساسی  کنند، بنابراین رویکردهای یافتن ترکیبا  جایگزین آنهای زیست محیطی ایراد میها، خطرا  و آلودگیکشتار 

بیماری بوده و  است.   برای مدیریت  از ترکیبا  شیمیایی زیست سازگار یک روش جدید در مدیریت یکپارچه محاولا   استااده 

دهی به دو نوع،  ( که بر اسا) تااو  در مسیر سیگنالDu 2015کند )تقویت می   1مقاومت به بیماری را از طریق مقاومت القایی 

 Induced systemic( و مقاومت سیستمیک القایی )Systemic acquired resistance (SAR)مقاومت اکتسابی سیستمیک  

resistance (ISR)مهم ویژگیشود.  ( تقسیم می SAR که این مقاومت به صور  دراز مد  و گاهی برای کل زندگی   است این

های اولیه در  (. یکی از پاسخGoellner & Conrath 2008) شودفقی در زمان تنش فعال می  ISRگیاه باتی می ماند ولی در  

ژن القای  بیماریزاییمقاومت،  با  مرتبی  )Pathogenesis Related genes; PRs) های  است   )Lim et al. 2013.)   نتایج

 Fusariumو    .Fusarium spزیستی مانند کیتوزان، در کنترل تار   های غیرکنندههای مختلف نشان داده است که القا بررسی 

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Jarvis & Shoemaker  ( روی گوجه فرنگی مو ر استAkram & Anjum 

2011; El-Mohamedy et al. 2014)  لیمر طبیعی فراوان در  دومین پشود،  ی شناخته م  ز یشده ن  لهی است  نیتیکه با نام ک. کیتوزان

شده   لیبالا تشک  یبا وزن مولکول   یونیکات  دیساکار  یاست که از پل  ییایبر صدف در  یمبتن  یستیز  مریپل  کیاین ماده    طبیعت است. 

(Yin et al. 2010; Katiyar et al. 2015  و )است  سازگار    ستیز  و   ریپذ   یتخر  ستیز  ،یسم  ریغ  یک ترکی   به عنوان

(Hassan & Chang 2017.)  مورد استااده ترار    ی به طور گسترده در کشاورز  یکروبیو ضد م  یضد تارچ  تیفعال  لیبه دل  توزانیک

است  ترکی     (.Fitza et al. 2013; Lopez‐Moya et al. 2021)  گرفته  تحراین  به  به    هایمیآنز  دیتول  کیتادر  مربوط 

  ن، یعلاوه بر ا  (.Soni et al. 2023شود )می   اهانیدر گ  (PAL)  ازیئل  ایآمون  ن یآلان  لیگلوکانازها و فن  نازها،یتیکی )دفاع  یهاپاسخ

مقاومت در    اجزا  ری و سا  PAL  میتادر به فعال کردن آنز  ون،یلاسیبسته به غلظت و درجه است  با یترک  نیمشخص شده است که ا

  زا مهاجمهای فیزیکی و شیمیایی در برابر عوامل بیماریمنرر به تشکیل سد( و  Stanley-Raja et al. 2021شود )می  اهانیگ

 (. Bautista et al. 2003گردد )می

 Botrytis cinerea Pers. and Penicillium expansumهای پوسیدگی خاکستری و کپک آبی )کیتوزان، بیماری

Link)   ( در گوجه فرنگی و آنتراکنوزColletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc. در پاپایا و انبه را به طور مو ری )

 
1 Induced Resistance 
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درصد آلودگی و شد  بیماری ناشی  در پژوهشی   (.Liu et al. 2007; Al-Eryani-Raqeeb et al. 2009کند )کنترل می

کشی کیتوزان  فعالیت تار  (.Han et al. 2004در هلو تیمار شده با کیتوزان کاهش یافت )   .Rhizopus stolonifer Vuillاز

 Phomopsis asparagi Grove   ،Fusarium oxysporum  جنب بیمارگر گیاهی  ابت شده و بیشترین مهار آن در  12برای  

sensu Smith & Swingle   ،Fusarium oxysporum f. sp. Cucumerinum J.H. Owen      وR. solani    بود

(Zhang et al. 2003.)  زنی اسپور و رشد میسلیوم  در دو بیمارگر تارچی در میوه گلابی را مهار مطالعا  نشان داده کیتوزان جوانه

نتایج یک تحقیق  (.Kim et al. 2005; Meng et al. 2010شده است )  β-1,3- glucanaseکرده و باعک القا  کیتیناز و  

مقاومت   وها  در خوشه    F. graminearum Schwabe  کاهش رشد تار   منرر بهدر گندم    ، که اسپری برگی کیتوزان  نشان داد

سایدک کیتوزان توانست بیماری  گردان با محلول  ر آفتابو تیمار بذ(.  Soni et al. 2023شود )می   B. cinereaدر برابر  خیار  ی  القای

 Nandeeshkumar et)  در شرایی گلخانه و مزرعه کنترل نمایند  ( را Plasmopara halstedii Berl. & De Toniدروغی )

al. 2008.)  هایژن   یبیانمنرر به بیش ارزن تیمار شده با نانوذرا  کیتوزان  ،  ها نشان دادگزارش  PAL  ،PR1  ،PR5  ، پراکسیداز

  (. Manjunatha et al. 2008)  شودمی    .Sclerospora graminicola J. Schrötتار   با    تلقیحو فنیل اکسیداز پب از  

( با کیتوزان باعک افزایش بیان  Blumeria graminis f. sp. Tritici Speerتیمار گندم حسا) به بیماری سایدک پودری )

(.  Khatami et al. 2018های سرکوب کننده مرگ سلولی شد )و سرکوب فعالیت ژن  NPR1ژن ناتل سیگنال سالیسیلیک اسید،  

مورد بررسی     Fusarium circinatum Nirenberg & O'Donnell در برابرکاو مرنون مکزیکی  در دفاع  کیتوزان    ییکارا

کاهش و میزان    نشده  ماریت  اهان یبا گ  سهیشده در مقا  ماریت  اهانیدر گ  هالکه طول    و گلخانه   خزانه ترارگرفت. نتایج نشان داد، در  

به عمل    هایو بررسی   مطالعا علاوه،  به   .(Fitza et al. 2013)  چهار برابر افزایش یافت  (PAL)  ازیلایآمون  نیآلان  لیرونوشت فن

فرایندهای ژنتیکی )مشتمل بر همانندسازی  ترینمهم زمره در مولکولی هایمکانیسم که نمودمیلادی روشن   80آمده در اواخر دهه 

DNA،   ،هستند(  هاژن   تنظیم  نحوه حتی   و  ترجمه   رونویسی  (Safaei et al. 2022  .)یک سلول از تعداد زیادی ژن    2ی کیژنت  ماده

 یا  پروتئین  و  شده  بیان  هاآن   از  کمی  تعداد  فقی  لحظه  هر  در  و  شوندگاه همه به طور همزمان بیان نمی   شده است که هیچ  لیتشک

 مطالعه  یملکول  یبهنژاد  در   یاساس  اتداما   از  ی کبنابراین ی  (. Barazandeh et al. 2016)  نمایندمی   تولید  را  سلول  نیاز  مورد  آنزیم

  (. Shahsavari et al. 2023)  است   یکروموزوم  ای  یسلول   سطح   در  هاآن   مطالعه  و  مهم  صاا    با  مرتبی  یهان یپروتئ  و  هاژن

از جمله  ابزارها    این  دهد.  شیافزا  یادیتا حد زتر  موجودا  را در زمان کوتاه  اصلاح  تواندیم  یژنوم  یدر دستر) بودن ابزارها  نیبنابرا

های ها و مشخص کردن ژن ژن   انیالگوی ب  یو بررس  مقاوم در حال توسعه هستند  یهاژن   ییشناسا  لیتسه   یبراآنالیز بیان ژن  

-Realتواند بررسی یک ژن خاص با استااده از روش هایی مثل  . بررسی بیان ژن می ردیگراستا انرام می  ن یدر ا  مارییمقاوم به ب

Time PCR  و یا بررسی تعداد زیادی از ژن( ها باشدMohammadabadi et al. 2023  .)،بررسی القا     از این پژوهش  هدف   لذا

 
2 DNA 
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پب از آلودگی  (  PR5و    NH1  ،LOX  ،PR1  ،PR3مقاومت )  هایمقاومت در گیاه برنج تیمار شده با  کیتوزان و روند و نرخ بیان ژن 

تا یر کیتوزان در دو رتم داخلی برنج در برابر تار  عامل بیماری سوختگی غلاف مورد مطالعه ترار نگرفته  .  است R. solaniبا تار  

در دو رتم طارم محلی و خزر    R. solaniهای مرتبی با مقاومت در پاسخ به  کننده در بیان ژن است. در این پژوهش تا یر این القا  

   برای اولین بار بررسی شد.  

 

 هامواد و روش

  50تکرار ) که در هر تکرار    3: مطالعه حاضر بر اسا) آزمایش فاکتوریل در تال  طرح کاملاً تاادفی، در  تیمار آزمایشی

است. نتایج مقایسه ( و دو رتم برنج )طارم و خزر(  R.solaniبوته رتم خزر ( و دو فاکتور القاگر )کیتوزان و    50بوته رتم طارم محلی و  

ترسیم   Excelبا استااده از نرم افزار    mRNAهای  رونوشت و نمودار نرخ ایراد    SAS 9.1ها توسی نرم افزار آماری  میانگین ژن

 گردید. 

تهیه  ژنتیک و زیست فناوری کشاورزی طبرستان  های طارم محلی و خزر از پژوهشکده  برنج رتم  ر و: بذآماده سازی گیاهان

  30  مقطر شستشو سپب  آب  درصد با  70  الکل  در  ایدتیقه  یک  ضد عاونی   از  همسان، بذور پب  هایه گیاهچ  تولید  منظور  به  شد.

شستشو داده شدند بعد از آن بذور روی کاغذ فیلتر مرطوب    مقطر  آب   سه بار با  وتیمار    درصد  یک  تراری  سدیمهیپوکلرید  در  دتیقه

پلاستیکی   هایگلداندار شده طارم محلی و خزر به  سپب بذور جوانه دار کرده آزمایشگاه گذاشته و جوانه در شرایی تاریکی در دمای 

 درجه سلسیو)  22دمای    با  نور  ساعت  16  نوری  تناوب  با )رشد    اتاتک  به  هاگلدان  و  که با خاک شالیزار استریل شده پر بود، منتقل

 یافتند. انتقال( درصد 70 نسبی رطوبت  و  درجه سلسیو) 18دمای  با  تاریکی ساعت  8 درصد و 65نسبی  رطوبت  و

یک  (  Sigmaمیلی لیتر کیتوزان )شرکت    10هاته،    4بعد از    :RNA  استخراج  ، تلقیح پاتوژن، نمونه برداری ویمارت

ساعت بعد از تیمار کیتوزان، پلاگ میسلیومی به    48(. He et al. 1999ها اسپری شد )های هوایی بوته بر روی تسمتگرم در لیتر 

و شماره دسترسی    AG1-IA)با گروه و زیر گروه آناستوموزی    R. solani RLB1ساعته تار     48از کشت  متر  سانتی  5/0تطر  

HM211085    )با  کن در داخل غلاف دوم برگ گذاشته و  چوب پنبه سوراخ به وسیله  از موسسه تحقیقا  برنج کشور تهیه شد

،  48،  24،  0های زمانی  های تیمار شده و شاهد به ترتی  در بازه. از بافت برگی گیاهچه (Park et al. 2008پلاستیک پوشانده شد )

های فالکون به سرعت در نیتروژن  ٬های برگی پب از انتقال به لولهبرداری شد. نمونه نمونه   R. solani  ساعت بعد از تلقیح  96و    72

 درجه سلسیو) منتقل شدند.  -80 مایع فرو برده و سپب به فریزر با دمای

)شرکت سیناژن( استخراو    RNX plusاز کیت    استااده  با  کل  qPCR   :RNAو    cDNA، سنتز   RNA استخراج

  Thermoشرکت    ساخت   RQ1 RNase-free DNase  کیت  از  RNAهای  نمونه   از   ژنومی  DNA  زدودن  منظور  به   گردید سپب

شرکت     Revert Aid first strand cDNAکیت    از   استااده  با  cDNA  سنتز  .انرام گردید  سازنده  شرکت  دستورالعمل  طبق
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Thermo هاینمونه  کیایت بررسی جهت و انرام cDNA از شده سنتز  PCR 18 اختااصی آغازگر باS و  گردید. ترزیه استااده 

دستگاه  Quantitative real- time PCR  تکنیک  با  ژن  بیان  تحلیل از  استااده   ®Applied Biosystems  با 

StepOnePlus™ Real-Time PCR  گرفت  Maxima SYBRواکندش  این  در  شدده  استااده  کیدت.  صور  

Green/ROX qPCR Master Mix (2X)   شرکت  Thermo    آمده است.   1بود. برنامه دمایی و زمانی در هر چرخه درجدول  

  و   دار  خانه  ژن  به عنوان 18S  ژن   بررسی  این  در  .( & SchmittgenLivak 2001شد )  انرام  CT)(ΔΔ –  2   فرمول  با  نتایج  آنالیز

   (.2 جدول)گرفتند  ترار استااده مورد هدف هایژن  عنوانبه  PALو   PR1 ،PR3 ،PR5 ،LOX هایژن

 

 Real-time PCRتناوب دمایی واکنش   .1جدول 

Table 1. Real-time PCR reaction temperature cycle 

 Cycle سیکل  Time زمان Temperature(Co) دما Step Name نام مرحله

 Denaturation 95 سازیت واسرش
 دتیقه  10

Minute 
1 

 Denaturation 95 سازیت واسرش
  انیه  15

Second 40 

  گسترش /اتاال 

Annealing/Extension 
60 

 دتیقه  1

Minute 

 Denaturation 95 سازیت واسرش
  انیه  15

Second 

 

1 
 Annealing 60 اتاال

 دتیقه  1

Minute 

 Extension 95 گسترش
  انیه  15

Second 

 

 نتایج و بحث 

،  PAL ، LOXهای ها در تمامی منابع تیییرا  در میزان بیان ژن ا را  تیمار نشان داد که 3نتایج ترزیه واریانب در جدول 

PR1  ،PR3    وPR5   ها دار بودن ا را  متقابل به این معنی است که ارتام مورد آزمایش ترار گرفته نسبت به تیماردار بود. معنیمعنی

 های نسبت به رتم خزر بیشتر بوده است.بیان ژن های متااوتی نشان دادند به طوری که در رتم طارم میزان واکنش
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 Real - time PCR هایواکنش  انجام برای استفاده مورد آغازگرهای .2جدول 

Table 2. The primers used in real time PCR assays 

طول قطعه 

 تکثیر شده 

Amplicon 

size (bp) 

 توالی آغازگر 

Primer sequence 

 نام ژن

Gene name 

169 

5'-ATGATAACTCGACGGATCGC-3' 
 آغازگر رفت

Sense Primer  18ژنS rRNA 

18S rRNA gene 
5'-CCTGGATGTGGTAGCCGTTT-3' 

گر برگشتزآغا  

Antisense Primer 

92 

5'-AGGCGTTCGCGGAGAACTA-3' 
 آغازگر رفت

Sense Primer  ژنPR1 

PR1 gene 
5'-GAAGAGGTTCTCGCCAAGGTT-3' 

گر برگشتزآغا  

Antisense Primer 

165 

5'-TACTGTGTCCAGAGCTCGCAGTGG-3' 
 آغازگر رفت

Sense Primer  ژنPR3 

PR3 gene 
5'-TCTGGTTGTAGCAGTCCAAGTTGG-3' 

گر برگشتزآغا  

Antisense Primer 

241 

5'-ACCTCTTCCGCTGTCCTC-3' 
 آغازگر رفت

Sense Primer  ژنPR5 

PR5 gene 
5'-GAAGACGACTTGGTAGTTGC-3' 

گر برگشتزآغا  

Antisense Primer 

185 

5'-AGATGAGGCGCGTGATGAC-3' 
 آغازگر رفت

Sense Primer  ژنPAL 

PAL gene 
5'-CATGGAAGTCGAGCATGAACA-3' 

گر برگشتزآغا  

Antisense Primer 

180 
5'-GGTGTTCTGCGAGGTGATGA-3' 

 آغازگر رفت

Sense Primer 
 LOXژن 

LOX gene 
5'-AGGGTGGTGCTTCAGCTTGT-3'  
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ژن3جدول   بیان  واریانس  تجزیه  اندازه .  کامل  های  بلوک  طرح  قالب  در  فاکتوریل  آزمایش  در  شده  گیری 

 تصادفی

Table 3. Analysis of variance of gene expression was measured in a factorial experiment 

using a completely randomized design 

 منابع تغییرات 

Source of variation 

درجه 

 آزادی 

DF 

 میانگین مربعات 

Mean square 
PAL LOX PR1 PR3 PR5 

 تیمار

Treatment 

1 **12.186 **0.833 **9.322 **12.177 **1.636 

 زمان

Time 

4 **4.762 **4.603 **6.045 **5.557 **0.990 

 رتم 

Cultivar 

1 **11.952 **3.937 **0.847 **8.763 **0.165 

 زمان تیمار

Treatment Time 

4 **5.391 **0.483 **3.536 **4.713 **0.360 

 رتم تیمار

Treatment Cultivar 

1 **3.800 **0.101 **0.007 **5.797 **0.001 

 رتم زمان

TimeCultivar 

4 **8.252 **1.569 **2.230 **3.750 **0.889 

 رتم زمانتیمار

Treatment 

TimeCultivar 

4 **7.069 **0.041 **0.431 **2.177 **0.643 

 خطای آزمایش 

Error 

40 0.001
 

0.001 0.001 0.003 0.004 

 CV 3.518 4.746 4.212 5.376 8.111  ضری  تیییرا 

 :**Significant at 1% level of probability 

های برنج رتم طارم تیمار شده با کیتوزان و طارم  در بوته   : (PAL)  ازی ل  ا یآمون  نیآلان  ل یفن  ژن   انیب   یالگو  یبررس

برابر بوده و بیشترین میزان بیان این    57/1و    89/1نسبت به زمان صار به ترتی     PALبیان ژن   ساعت پب از آلودگی  24شاهد،  

های برنج رتم خزر تیمار شده با کیتوزان و خزر  ساعت بعد از آلودگی بوده است ولی در بوته  72ژن در طارم تیمار شده با کیتوزان در  
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های زمانی میزان بیان این ژن در خزر تیمار شده با کیتوزان  شاهد بیان ژن افزایشی نسبت به زمان صار نداشته است اما در تمامی بازه

 (. 1نسبت به خزر شاهد بیشتر بوده است )شکل 

 

 PR5و  PAL ،LOX ،PR1 ،PR3های ها در ژنمقایسه میانگین بین تیمار  .4جدول 

Table 4. Average comparison between treatments PAL, LOX, PR1, PR3 and PR5 genes 

 PAL LOX PR1 PR3 PR5 تیمار 

Chitosane a1.60 کیتوزان 
 a0.93

 a1.19
 a1.53

 a0.97
 

 R. solani ا ریزوکتونی
b0.7

 b0.7
 b0.40

 b0.63
 b0.64

 

 دارند معنی داری ن ختلاف اLSD با استااده از آزمون ددر ص یکها با حروف مشترک در هر ستون در سطح احتمال میانگین

The meanings of the same letters in each column not have a significant difference 

 

 PR5و  PAL ،LOX ،PR1 ،PR3های ها در  میزان در ژنمقایسه میانگین بین رقم .5جدول 

Table 5. Comparison of the average between numbers in PAL, LOX, PR1, PR3 and PR5 

genes 

 Cultivar PAL LOX PR1 PR3 PR5 رتم

Tarom  a 1.59 a1.07 طارم
 a0.91

 a1.47
 a0.86

 

 Khazar خزر
b0.70

 b0.56
 b0.67

 b0.70
 a0.75

 

 دارند معنی داری ن ختلاف ا LSD با استااده از آزمون ددر ص یکها با حروف مشترک در هر ستون در سطح احتمال میانگین

The meanings of the same letters in each column not have a significant difference 

 

 (PAL) ازیل  ایآمون  نیآلان  لیفن  (. Pellegrini et al. 1994گیاهان است )  یک ژن مهم دفاعی در PAL ژن کد کننده

کند سپب ترانب سینامیک آنزیمی است که در مسیر فنیل پروپانوئید، تبدیل ال فنیل آلانین به ترانب سینامیک اسید را کاتالیز می

کلید    PAL سطح فعالیت    .شوداسید وارد مسیرهای بیوسنتزی مختلف شده که منرر به سنتز لیگنین در برابر تهاجم بیمارگر می

در سنتز ترکیبا  ضد میکروبی  انویه گیاهی نیز شرکت دارد که این ترکیبا  نقش مهمی   PALکنترل سنتز فنیل پروپانوئیدها است.  

(. گزارش شده است که انباشته شدن  Waewthongrak et al. 2015کنند )های گیاهی ایاا میهای مقاومت به بیماریدر پاسخ

( پی  2017ژانگ و همکاران ) (.Geetha et al. 2005مرتبی است )    PAL ی با افزایش فعالیتهای بالای ترکیبا  فنولغلظت

ای نشان داده  در بررسی   .(Zhang et al. 2017)  کنندیم   دایپ  ترمع  حسا)  رتم  از  شتریب  اریبس  مقاوم  رتم  در  PAL  با یترکبردند  
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(. در این بررسی نیز  Sayari et al. 2014در بازه زمانی اولیه در رتم طارم نسبت به خزر بیشتر بوده است )  PALشد بیان ژن  

و کیتوزان    R. solaniمشاهده شد که بیان این ژن در رتم طارم نسبت به رتم خزر بیشتر است. بیان نسبی این ژن بین دو تیمار  

  اهانیگ  از  یشتریب  مقدار  به با کیتوزان پب از مایه کوبی پاتوژن شده  ماریت  اهانیدر گ  PAL  با  یترکدار بوده است همچنین  معنی

 .کرد  دایپ ترمع R. solaniه با تیمار شد

های برنج رتم خزر شاهد و تیمار شده با در بوته   LOX: ژن  (LOX)  ژنازیپواکس یژن ل  انیب  زانیدر م   کیتوزان  اثر

های خزر تیمار شده با کیتوزان نسبت به خزر شاهد بیشتر بود نداشتند اما میزان بیان در بوته   افزایشی نسبت به زمان صار  کیتوزان

( 20/3و    07/2به اوو خود نسبت به زمان صار )به ترتی     24های برنج رتم طارم شاهد و تیمار شده با کیتوزان در زمان  ولی در بوته 

بیان کاهش یافت )شکل   از آن، میزان    یهاتنش   و  یرشد  مختلف   مراحل  طول  در  یمتنوع  یهاها نقش LOX  (.1رسید و پب 

از  (Forouzanfar et al. 2016) دارند  یطیمح یکی  پاسخنقش .  القا   و  سیگنال  انتقال  آن  مهم  است  های  دفاعی  های 

(Kolomiets et al. 2000; Eckardt 2008; Gao et al. 2011.)    ،در گیاهانLOXهای چند عملکردی هستند که ها آنزیم

ها بر اسا) مکان بافت گیاهی و مکان اکسیژن  LOXفعالیت عملکردی  کنند.  های لیپیدی را کاتالیز میاکسیژناسیون بستر واکنش دی

ها بسیار واکنش  هیدروپراکسید(.  Feussner & Wasternack 2002; Vello-sillo et al. 2007شوند )بندی میرسانی طبقه 

(، دی انوئیک اسیدهای مزدوو و  MeJپذیر هستند و به سرعت به پیش سازهایی برای سنتز جاسمونیک اسید، متیل جاسمونا  )

مقاوم )طارم( نسبت    یهادر رتم  LOX  تیفعال  زانیم  افتندیدر Sayari et al.  (2014)شود.  چندین ترکی  آلدئید فرار ترزیه می 

در    LOXژن    انیب  زانیم  زین  یبررس  نی. در ا(Sayari et al. 2014)  است  شتریب  R. solaniبه رتم حسا) )خزر( در پاسخ به  

در ارتام مقاوم نسبت به ارتام حسا)   LOXکه ژن    شودیم  استنباط  نیچن  نیبنابرا  .بوده است  شتریرتم طارم نسبت به رتم خزر ب

 مقاوم  ارتام  در  یشتریب  زانیم  به  و  ترعیسر  LOX  با یترک  ،یماریبه ب  یکه در هنگام آلودگ  یدارند به طور   انیدر ب  یشتریب  لیپتانس

 ی هاژن  ان یب و کرده  عمل حشرا   و زایماریب  عوامل تنش تحت  گنالی س عنوان   بهها جاسمونا  نشان داده شده است   .شودمی  انیب

  مختلف   یهاژن  کننده  القا  و  اهانیگ  در ISR یمحرک اصل  JA(.  Taheri & Tarighi 2010)  کندیم  میمربوط به دفاع را تنظ

باعک    کیتوزان  گرفت  رهینت  توانی م  که(  Jain et al. 2017)  است  زایماریب  عوامل  در برابر  اهانیگ  از  محافظت  یبرا  دفاع  با  مرتبی

 .کرده است یریجلوگ یماریب  گسترش از گردیده در نتیره دفاع به مرتبی یهاو در ادامه باعک فعال شدن ژن LOX انیب شیافزا

در گیاه خزر )شاهد و تیمار شده(  :   R. solaniقارچ    اب   تعامل در  شاهد  و  شده   ماریت  هایبرنج در  PR1 ژن    انیب

نسبت به زمان صار افزایش بیانی مشاهده نشد اما میزان بیان در خزر تیمار   R. solaniدر پاسخ به آلودگی    PR1میزان بیان ژن  

ساعت بعد از آلودگی    72های برنج رتم طارم شاهد و تیمار شده با کیتوزان،  شده با کیتوزان در برابر خزر شاهد بیشتر بود ولی در بوته 

زنی  ساعت پب از مایه  96برابر زمان شاهد )زمان صار( بود و    42/4و    17/1بیان این ژن به بیشینه خود رسید که سطح آن به ترتی   

 Aliشوند )های القا شده در سیستم ایمنی گیاه در نظر گرفته میهای پروتئینها به عنوان مارکرPR1  (. 1شد )شکل  نرخ بیان کم  
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et al. 2018. های  (. پروتئین PR1    .در گیاهان مختلف شباهت زیادی با یکدیگر دارند و از نظر سارختاری بسیار حااظت شده هستند

(. مطالعا  تبلی  Lincoln et al. 2018کنند )های زیستی نقش مهمی ایاا میها در تنشنشان داده شده است که این پروتئین

 Tunsagool et al. 2019; Yangیابد )در گیاهان تحت تنش زیستی افزایش می PR1نشان داد که سطح رونویسی و ترجمه 

et al. 2019.)  بیان ژن  افزایش    تحقیقا  نشان داده است که PR1    برابر باعک افزایش مقاومت گیاه در  تراریخته  در گیاهان 

 Jiangگردد )بیمارگر میشود و خاموش کردن آن در گیاه، باعک افزایش حساسیت به  های باکتریایی، تارچی و ویروسی می بیماری

et al. 2015; Maschietto et al. 2016; Liu et al. 2019 های(. هیچ شواهد تطعی مبنی بر اینکه پروتئین PR1  ًمستقیما

اند که افزایش میزان  گزارش نموده   لینکلن و همکاران اما    ( Pečenková et al. 2017کنند، وجود ندارد )رشد بیمارگر را مهار می 

 Lincolnشود )کند در نتیره باعک افزایش مقاومت در برابر بیماری میهای اکسیژن فعال را تعدیل میسطح گونه ،  PR1بیان ژن  

et al. 2018.) علاوه بر این، پروتئین PR1 کند )با تقویت دیواره سلولی میزبان از گسترش بیمارگر جلوگیری میSantén et al. 

 .Sayari et al)  شود ی نسبت به رتم خزر القا م  یشتریب   زان یدر رتم طارم به م  PR1  ژن تحقیقا  تبلی نشان داده است،    (.2005

گرفت بیشتر  ترار  R. solaniکه تحت تنش  یهنگام رتم خزربا  سهی مقا درطارم  در این پژوهش نیز بیان این ژن در رتم (.2014

ترار    R. solaniبوده است. همچنین در رتم طارم تیمار شده با کیتوزان در مقایسه با شاهد تیمار نشده هنگامی که تحت تنش  

های سیگنالینگ شده و به دنبال آن افزایش  توان گات کیتوزان باعک افزایش مولکولافزایش داشته که می  PR1گیرند بیان ژن  می

 است.  بوده  زبانیم اهیگ درمقاومت  رادیا آن رهینتکه  صور  گرفته است  PR1بیان 

رتم طارم تیمار شده با کیتوزان تحت تنش با  های برنج  بوته در    PR3بیان ژن   :PR3ژن    انی در ب  هاتیمار   ریتاث  زانیم 

R. solani    برابر نسبت به    83/5ساعت بعد از آلودگی،    72در تمامی ساعا  بعد از آلودگی افزایش داشته و بیشترین میزان آن در

بود ولی در رتم خزر )شاهد و تیمار شده( به دنبال   27/1به میزان    48زمان صار و در طارم شاهد بیشترین میزان بیان در ساعت  

های خزر تیمار شده با کیتوزان نسبت به خزر شاهد در تمامی  ، بیان این ژن افزایش نداشته است اما در بوته R. solaniآلودگی با  

 ناز تییک(.  Sels et al. 2008های دارای خواص کیتینازی هستند )، پروتئینPR3خانواده    (.1های زمانی بیان بیشتر بود )شکل بازه

 Jwa) هستند متال همبه  4و  1بتا  یهاوند یپ با که است نی آم گلوکز ید  -لیاست -N یهااز واحد یخط مریهموپل  نیپروتئ کی

et al. 2006  .)  ها تقسیم میها و اندوکیتیناز٬ها به دو دسته اگزوکیتینازکیتیناز( شودPayne et al. 1990اندوکیتیناز .)  ها در بسیاری

دهند.  نشان داده شده است که کیتینازها فعالیت ضد تارچی تابل توجهی در برابر  از گیاهان فعالیتی مانند لیزوزیم از خود نشان می

 .Zhu et alدارند )   .Cercospora nicotianae Ellis & Everh و Fusarium oxysporum زا مانندهای بیماریتار 

1994; Jongedijk 1995های  (. پروتئینPR3  توانند پلیمرهای کیتین را در دیواره سلولی جدا کنند به طوری که دیواره سلولی  می

افزایش   را  بیان ژن Golshani et al. 2015دهد )ضعیف شده و حساسیت اسمزی در تار   به   و گلوکاناز های کیتیناز(.  منرر 

 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici W.C. Snyder & H.N. Hansen  مقاومت بیشتر گوجه فرنگی در برابر  

گائو و  (.  Jongedijk 1995شود، مقاومت کمتر است )ها بیان می در صورتی که در گیاهان تراریخته که یکی از این ژن  شودمی
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در رتم مقاوم   PR3میزان بیان    (.Qing-Hua et al. 2013شود )تحت تنش شوری بیان می   PR3( دریافتند که  2013همکاران )

شده نسبت   ماریدر طارم ت  یبه طور تابل توجه   PR3  انیسطح ب   یبررس  نیا  در)طارم( نسبت به رتم حسا) )خزر( بیشتر بوده است.  

 ن یاول  افتیپب از در  اهیگ  شودی م  باعک  3ییالقا  مقاومت   کردن  فعال  از طریق   کیتوزان   ماریت  که  است   ن یا  انگریب  که   به شاهد بالاتر بود

  یشرویشده و مانع پ   یتار  تخر  یسلول  وارهید  رهیدر نتو  کرده    PR3  ژن   انیب  زانیم  افزایش  شروع به  ،مارگریحمله ب  گنالیس

 Wei)  دارد  مختلف  یهامارگر یب  هیعل  مقاومت   القا  در  هاماریت  نیا  مو ر  نقش   از  یحاک  زین  گذشته  قا یتحق  جینتا.  گرددیم  یماریب

et al. 2003  .) 

در رتم خزر شاهد در تمامی ساعا  بعد    PR5میزان بیان  :  (PR5)  نیتائوماتژن شبه    انیب  میزاندر    کیتوزانریتاث

های  برابر نسبت به زمان صار شد. در بوته   67/1،  96از آلودگی نسبت به زمان صار کم بود اما در خزر تیمار شده با کیتوزان درساعت  

زنی افزایش یافت سپب مقداری کاهش و در ساعت بعد از مایه  24برنج رتم طارم تیمار شده میزان بیان این ژن در پاسخ به آلودگی  

ساعت بعد از آلودگی به بیشینه بیان    48های برنج رتم طارم شاهد  صار شد و در بوته برابر نسبت به زمان    77/1دوباره    72ساعت  

،  (ABA)، اسید آبسیزیک (SA) هایی مانند، اسید سالیسیلیکتوسی سیگنال PR5ژن (. 1رسید )شکل  37/1نسبی خود به میزان 

شود،  ها بیان میها و ویرو)باکتریها،  ، زخم، خشکی، سرما، بیماری تارچی، اوومیستUV ، شوری، شرایی خشکی، نورETاکسین،  

 .Fagoaga et al. 2001; Anil Kumar et alشود )های گیاهی میهای اسموتین در سلولاین بیان منرر به ترمع پروتین 

 Ramosوجود دارد )  PR5های  های حسا) و پروتئین(. نشان داده شده است یک تعامل فیزیکی بین غشای پلاسمایی تار 2015

et al. 2015های  (. پروتئینPR5  شوند زیرا به دنباله تاوماتین شباهت دارند نیز شناخته می نیتائوماتهای شبه  به عنوان پروتئین  

(Hoffmann-Sommergruber 2000  .) خانواده  پروتئین ضد  PR5های  ضدفعالیت  و  )تارچی  دارند  نیز   Romboutsیخ 

2007; Liu et al. 2010). های  پروتئینPR5  بیان و    های زیستی و غیر زیستیهای جوان تنباکو به سرعت تحت تنش در برگ

( و با  Anzlovar et al. 1998دهند )ناوذپذیری غشای لیپوزوم را تیییر می   PR5های  (. پروتئینChen 2012یابد )ترمع می 

 Osmond et al. 2001; Anžlovar & Dermastiaدهد )ایراد نشت غشایی در دو لایه لیپیدی، ناوذپذیری غشا را افزایش می 

2003: Sharma et al. 2015  .)  نشان داده شده است که PR5s  ی دفاع  یهاپاسخ  در  که   هستند  زبانیم  یمعمول  یهانیپروتئ  

نسبت به رتم حسا)     در رتم مقاوم )طارم(  PR5  انیب  زانیم  یبررس  نی(. در اGómez-Casado et al., 2014)  دارند  نقش

های جبرانی باشد. در واتع اگر سایر ممکن است به دلیل مکانیسم  بین دو رتم   PR5عدم معنی داری بیان    .است  بوده ن  داری)خزر( معن

( پب Utsugi et al. 2014ممکن است تحت الشعاع ترار گیرد )  PR5 های دفاعی فعال شوند، نقشیا مکانیسمPR   هایپروتئین

داری بین دو رتم شده  شده و منرر به عدم معنی   PR5ها، باعک کاهش فعالیت ژن  توان نتیره گرفت که افزایش فعایت سایر ژن می

 است. 
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در  PR5  (e  )( و  d)  PAL  (a)  ،LOX  (b  ،)PR1  (c  ،)PR3  هایژن  mRNAهای  نرخ ایجاد رونوشت .  1شکل  

 R. solaniهای مختلف پس از آلودگی با در زمانهای طارم )مقاوم( و خزر، شاهد و تیمار شده با کیتوزان رقم

Figure 1. The mRNA transcript levels of PAL (a), LOX (b), PR1 (c), PR3 (d), and PR5 (e) 

genes in Tarom (Resistance) and Khazar cultivars were analyzed in both control and 

chitosan-treated plants over hours post-inoculation with R. solani 
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 د یتول  نهیهز  یی ای میش  کنترل  یول  است  یاهیگ  یهایماریب  کنترل  یبرا  معمول  روش  کیها  کشتار   از  استااده:  گیرینتیجه

  یهانژاد   ظهور  با  نی ا  بر  علاوه  .است  ستیز  ی یمح  و  انسان  ی سلامت  یبرا  یجد  دیتهد  و  دهدمی   شیافزا  یتوجه   تابل  زان یم  به   را

 محاولا   کپارچهی   تیریمد  در  دیجد  روش  کی  رو  نیا  از.  ندارد  یدوام  با  و  مطلوب  ریتا   هاکشتار   از  استااده  ،هاکشتار   به  مقاوم

 .کندی م  تیتقو(  ISR)  ییالقا  کیستمیس  مقاومت  قیرا از طر  یماریسازگار است که مقاومت به ب  ستیز  ییایمیش  با یترک  از  استااده

ISR ان داد  در این پژوهش بررسی مولکولی نش.  افتداتااق می   یتریتو  و   ترعیسر  یدفاع  یهاواکنش  آن   است که به دنبال  یادهیپد

در گیاه برنج رتم طارم    4زایی باعک فعال شدن مکانیسم مقاومت القاییو چند ژن مرتبی با بیماری  PAL  این ماده از طریق القای ژن 

است از این رو ممکن است این  در برابر بیماری سوختگی غلاف شده و تا یر خوبی در کنترل این بیماری در شرایی گلخانه داشته  

 ها جایگزینی برای ترکیبا  شیمیایی در کنترل سوختگی غلاف در مزرعه باشد که لازم است مورد مطالعه دتیق ترار گیرد. کنندهالقا

دانشدگاه علوم کشداورزی و منابع طبیعی سداری جهت کمک در ژوهشدی  پنگارندگان مقاله از حوزه معاونت   :سهپاسهگزاری

 شود.سگزاری میسپا ژوهشپ تامین مواد مورد نیاز این
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