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  چكيده
ي رايزوكتونيـايي مـورد بررسـي       ها   دفاعي گياه برنج عليه بيماري     يها   بعنوان فعال كننده مكانيسم    B) 2ويتامين   (  نقش ريبوفلاوين  ،مطالعهدر اين    

 و كاهش معني داري در شـدت پيـشرفت بيمـاري در مقايـسه بـا                  مقاومت سيستميك در گياه برنج عليه عامل بيماريزا        ،با كاربرد ريبوفلاوين  . قرار گرفت 
لـزوم وجـود فاصـله زمـاني بـين تيمـار بـا        . بـود  و فاقد خاصيت گياه سوزي       ها  نژ ريبوفلاوين فاقد اثر مستقيم بر رشد  پاتو        . مشاهده گرديد  گياهان شاهد 

 براي كاهش پيشرفت بيماري نشانگر اين است كه ريبوفلاوين از طريق تحريك مكانيسمهاي دفاعي گياه و ايجـاد مقاومـت                      گياه ريبوفلاوين و مايه زني   
فنيـل   ،);LOX)   lipoxygenaseن مورد با بررسي بيان ژنهـاي دفـاعي نظيـر ليپوكـسيژناز    اي. باشد  ميايزوكتونيارالقايي قادر به حفاظت گياه در برابر 

 مـورد ارزيـابي قـرار    (Cationic rice peroxidase; PO-C1) پراكـسيداز و  ،);PAL)   Phenylalanine ammonia-lyaseآلانين آمونيا ليـاز 
در گياهـان تيمـار   س از تيمار با ريبوفلاوين و بويژه پس از مايه زني با پـاتوژن   پPO-C1 و LOX دهنده افزايش سطح بيان ژنهاي  نتايج نشان. گرفت

 نشانگر كارآيي ايـن ويتـامين در ايجـاد مقاومـت القـايي      ، روز از تيمار با ريبوفلاوين  20 القاء مقاومت در گياه حتي پس از گذشت          .شده با ريبوفلاوين بود   
 اسـتفاده از ريبـوفلاوين بعنـوان فعـال كننـده            نشان داد كـه    ،ي  اين تحقيق   ها   يافته .باشد  مي عي گياه بادوام تر نسبت به ساير عوامل محرك سيستم دفا        

بيماريهـاي رايزوكتونيـايي    مديريت مبارزه بـا      در   امكان استفاده از آن    كه   است و سازگار با محيط زيست       ، ساده ، يك استراتژي نوين   ،سيستم دفاعي گياه  
 . وجود داردبرنج 
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     1   مقدمه

قارچهــاي رايزوكتونيــا از عوامــل بيمــاريزاي مخــرب بــسياري از 
بيمــاري ســوختگي غــلاف  ناشــي از . باشــند  مــيي گيــاهيهــا گونــه

Rhizoctonia solani  يكي از مهمترين بيماريهاي برنج در دنياسـت 
سـميت واثـرات    . شود  مي  درصد 50خسارت سالانه بيش از     كه موجب   

يي از عامل بيمـاري كـه   ها  و ظهور استرينها محيطي زيانبار قارچكش 
 مـوثر    اهميت بررسي ساير استراتژيهاي    ، مقاوم بوده اند   ها  به قارچكش 

يكــي از ايــن . كنــد  مــي كنتــرل ايــن بيمــاري را بخــوبي نمايــاندر 
ايي طبيعي يا مصنوعي بـي خطـر بـراي           كاربرد مواد شيمي   ،استراتژيها

 حـساس و    ، پاكوتاه ،استفاده از ارقام برنج متراكم    . محيط زيست است  
ــدار  ــالايي از كودهــاي نيتروژن ــاربرد ســطوح ب  خــسارت ناشــي از ،ك

ه دادافـزايش   را  بيماريهاي رايزوكتونيايي در نواحي بـرنج كـاري دنيـا           
                                                            

   دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده كشاورزي، استادياران گروه گياهپزشكي-1
 )Email: P-taheri@um.ac.ir                 :               نويسنده مسئول -(* 

  در   ختگي غلاف سواگر چه مقاومت نسبي ژنتيكي عليه بيماري        . است
 اما تاكنون هيچ ژني بعنوان مسئول ايجاد مقاومـت          ،برنج گزارش شده  

اكثـر ارقـام     ).21 و   14 (در برنج عليه اين بيماري شناسايي نشده است       
 درصد از نواحي برنج خيز دنيا حـساس         90برنج كشت شده در بيش از       

 ،يزاميزبـاني عامـل بيمـار     وسيع  بدليل دامنه   . باشند  مي به اين بيماري  
ي برنج به اين    ها   و سطح پايين مقاومت واريته     ،تنوع ژنتيكي بالاي آن   

 كنتـرل ايـن بيماريهـا       ،ي كـاملا مقـاوم    ها  بيماري و عدم وجود واريته    
اسـتفاده از مـواد     . )38(بسيار مشكل و نيازمنـد مبـارزه تلفيقـي اسـت            

شيميايي محافظت كننده و فعال كننده سيستم دفـاعي گيـاه بمنظـور             
از جملـه روشـهاي مـورد توجـه         ارت ناشي از اين بيماريها      كاهش خس 

باشد كه در سالهاي اخير نتايج رضايت بخـشي از كـاربرد              مي محققين
  . آنها در كنترل بيماريهاي گياهي مشاهده شده است

  گياهان قادر به افزايش ميزان مقاومت خود عليه عوامل بيمـاريزا          
 (Induced resistance)ي اين پديده بعنوان مقاومـت القـاي  . باشند مي

 مـواد شـيميايي     ، كه توسط برخي ميكروارگانيسمها    شناخته شده است  

  )علوم و صنايع كشاورزي (حفاظت گياهانمجله 
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  و يا بـا ايجـاد زخـم در گيـاه تحريـك و فعـال            ،طبيعي و يا مصنوعي   
بر اسـاس مكانيـسمهاي مختلفـي كـه در ايجـاد ايـن              . )36(گردد   مي

 سـت  انواع متفاوتي از مقاومت القايي تعريف شده ا        ،مقاومت دخيل اند  
 ;Salicylic acid)هـايي همچـون ساليـسيليك اسـيد      سيگنال .)39(

SA) ،  ــيد ــمونيك اس ــيلن ، (Jasmonic acid; JA) جاس   وات
(Ethylene; ET) ،    3و2 ،1( همچنين مواد شـيميايي نظيـر بنـزو(-  

 و ،(BTH)  متيـل اسـتر   – S - كربوتيونيـك اسـيد  -  N -تياديازول
ايي سيــستميك موســوم بــه پروبنــازول قــادر بــه ايجــاد مقاومــت القــ

Systemic acquired resistance  يا SAR در گياهان مختلف عليه 
 يك  SAR پديده    ).37 و   25 ، 23( باشند    مي طيف وسيعي از پاتوژنها   

ايمني فيزيولوژيكي با دامنـه اثـر وسـيع اسـت كـه ناشـي از آلـودگي                  
 مـواد    و يا كاربرد   ،موضعي به يك عامل بيولوژيكي ايجاد كننده نكروز       

ايـن  ). 30و  20( باشـد   مي شيميايي تحريك كننده سيستم دفاعي گياه     
ي سـيگنالي وابـسته بـه       ها  نوع از مقاومت القايي در ارتباط با مكانيسم       

افزايش توليد و تجمع ساليسيليك اسيد و پروتئين تنظيم كننـده دفـاع             
 Non pathogenesis related protein 1 (NPRگياه موسـوم بـه    

و در نتيجه موجب فعال سازي بيان ژنهـاي دفـاعي   ) 10(د باش  مي (1
 Pathogenesis relatedي دفاعي يا ها گياه كه مسئول توليد پروتئين

(PR) proteinsگردد و فعاليت ضد قارچي براي برخي از   مي، هستند
    ).44( گزارش شده است ها اين پروتئين

اكتور مهـم   عنوان يك ف ـ   هبررسي ميزان بيان ژنهاي دفاعي گياه ب      
 در بـرنج عليـه پاتوژنهـاي مختلـف مـورد            SARدر پاسخهاي دفاعي    

 دهد  مي نشانها  نتايج اين بررسي  ). 34 و   31( بررسي قرار گرفته است     
   RCI 1كــــه بيــــان يــــك ژن ليپوكــــسيژناز موســــوم بــــه  

(Rice chemically induced cDNA1) در اثـر كـاربرد   ، در بـرنج 
 و پروبنازول  BTHدفاعي گياه نظيرمواد شيميايي فعال كننده سيستم 

يابد و باعث افزايش مقاومـت گيـاه بـرنج در برابـر برخـي                 مي افزايش
ــاريزا  ــل بيم ــيعوام ــود  م ــاعي  . ش ــان ژن دف ــين بي    RPR 1همچن

(Rice probenazole responsive)  ــا در اثــر تيمــار گيــاه بــرنج ب
    ).34( پروبنازول گزارش شده است

 موسوم به مقاومت سيستميك القايي   نوع ديگر مقاومت در گياهان    
باشـد كـه توسـط      مـي  Induced systemic resistance (ISR)يـا  

ي غير بيماريزاي باكتريهاي كلونيزه كننده ريشه و يـا          ها  برخي استرين 
 ،در اكثر مـوارد   ). 28 و   4 (شود  مي با كاربرد برخي مواد شيميايي ايجاد     

ــده  ــسيلي  ISRپدي ــع سالي ــد و تجم ــستقل از تولي ــيد و  م  PRك اس
باشد و نيازمند پاسخهاي دفاعي وابسته بـه جاسـمونيك           ها مي   پروتئين

  .)26 (اسيد و اتيلن است
هـاي دفـاعي نـويني در مكانيـسم عملكـرد برخـي مـواد                سيگنال

.  دخيل شناخته شـده انـد      ،شيميايي فعال كننده پاسخهاي دفاعي گياه     
ان داد كـه  نـش ) 18(  مطالعـات حميـدوزمان و همكـاران   ،بعنوان مثال

  آمينــو بوتيريــك اســيد  -مقاومــت القــايي ناشــي از كــاربرد بتــا    
 (β-amino buthyric acid; BABA) ــه ــور عليــ  در انگــ

Plasmopara viticola    عامل بيماري سفيدك داخلـي در ارتبـاط بـا 
 و توليـد سـدهاي دفـاعي    JA pathwayسيگنالهاي دفاعي مربوط به 

باشد و ارتباطي با توليـد و    ميالوزگياه در برابر پاتوژن نظير ليگنين و ك  
   .تجمع ساليسيليك اسيد ندارد

مطالعات انجـام شـده در سـالهاي اخيـر نـشانگر ايـن اسـت كـه                  
 بلكـه بعنـوان     ،ويتامينها نه تنها بعنـوان تنظـيم كننـده رشـد در گيـاه             

ي دفاعي گياه عليه عوامـل بيمـاريزا نقـش          ها  تحريك كننده مكانيسم  
 كاربرد منـاديون سـديم بيـسولفيت        ،نوان مثال بع. كنند  مي ءمهمي ايفا 

(Menadione sodium bisulphite; MSB)   كه يكي از مـشتقات 
 موجب تحريك و فعال شدن پاسخهاي دفـاعي         ،باشد  مي K3ويتامين  

 عليه بيمـاري شـانكر سـاقه    (Oilseed rape)تربچه بذر روغني گياه 
 . )22 و 9(شــود   مــيLeptosphaeria maculansناشــي از قــارچ 

 در مـوز عليـه  ايجاد مقاومـت القـايي      همچنين كاربرد اين ماده موجب      
 عامــل بيمــاري Fusarium oxysporum f. sp. cubense قــارچ

ويتامين ديگري كه  داراي اثرات حيـاتي     .)8( گردد  مي پژمردگي آوندي 
.  اسـت  B1)ويتـامين   (باشد تيـامين      مي و گياهان ،   حيوانات ،در انسانها 

راي نقــش مهمــي در تنظــيم رشــد و فعــال ســازي  ايــن ويتــامين دا
نتــايج . باشــد  مــيپاســخهاي دفــاعي گياهــان عليــه عوامــل بيمــاريزا

 مقاومت توسط اين ويتامين درگياه بـرنج        ءپژوهشهاي اخير نشانگر القا   
 عامـل بيمـاري بلاسـت و بـاكتري     Pyricularia oryzaeعليه قارچ 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae وختگي برگ سبيماري  عامل
ــرنج ــاكتري  ، ب ــه ب ــسيس علي ــاه آرابيدوپ  Pseudomonas و در گي

syringae pv. tomato همچنين .  )3 و2 (باشد  مي عامل لكه برگي
تيامين موجب افزايش مقاومت گياه خيار عليه بيماري آنتراكنوز ناشـي           

 وتحريــك پاســخهاي دفــاعي و Colletotrichum lagenariumاز 
اكو عليه بيماري ناشي از ويروس ابلقي ملايم فلفل      مقاومت در تنب   ءالقا

(Pepper mild mottle virus; PMMoV)3(گردد   مي(.  
ي هـا   ريبوفلاوين يك ويتامين محلول در آب است كـه در چرخـه           

ي انتقال الكترون و    ها  تنفسي و توليد انرژي بعنوان كوآنزيم در واكنش       
در . م دخالـت دارد   توليد يا تخريب راديكالهـاي اكـسيژن در متابوليـس         

 مقاومـت القـايي و      ،آرابيدوپسيس و تنباكو بـا اسـتفاده از ريبـوفلاوين         
 ،حفاظت نسبي عليه عوامل بيماريزاي بيوتروف و نكروتـروف قـارچي          

مقاومت ناشي از كاربرد    ). 16( باكتريايي مشاهده شده است   ويروسي و   
ربـوط بـه    اين ويتامين در دولپه ايها در ارتباط با دخالت سـيگنالهاي م           

كه تنظيم كننده پاسخهاي دفاعي گيـاه   (NPR 1پروتئين كيناز و ژن 
باشد امـا ارتبـاطي بـا توليـد و       مي)استISR  و SARدر هر دو مورد 

 تيمار گياهان برنج با ايـن      ،بعلاوه  ). 16(تجمع ساليسيليك اسيد ندارد     
ويتامين و مشتقات آن موجب ايجاد مقاومت القايي سيـستميك عليـه            
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  عامل بيماري بلاسـت بـرنج شـده اسـت    Pyricularia grisea قارچ
)5 .(  

 اثر ريبـوفلاوين در ايجـاد مقاومـت القـايي عليـه             ،در اين مطالعه  
مورد بررسي در سطح سلولي و مولكولي     بيماريهاي رايزوكتونيايي برنج    

قرار گرفت و ارتباط آن با سيگنالهاي دفاعي مختلـف و بيـان ژنهـاي               
  . گرديد دفاعي گياه ارزيابي

  
  ها مواد و روش

 رشد گياه و تيمار با ريبوفلاوين
ي حـساس بـه     هـا    كه يكـي از واريتـه      IR-64گياه برنج از واريته     
 مـورد اسـتفاده قـرار       اين تحقيـق  باشد در     مي بيماريهاي رايزوكتونيايي 

حـاوي كاغـذ صـافي اسـتريل        ي  ها   در پتري  هاي اين گياه  بذر. گرفت
بمدت  C28°  دماي انكوباتور با در درصد95با رطوبت نسبي مرطوب 

 هــر گلــدان بــذر جوانــه زده در 3 ســپس. چهــار روز خيــسانده شــدند
ــه قطــر   ــا 15پلاســتيكي ب ــر ب ــانتي مت ــاوي كمپوســت   س  خــاك ح

(Klassman-Deilman, Geeste, Germany)  ــرايط ــت ش  و تح
 ساعت روشنايي   16 و شرايط نوري     C ° 4 ± 30گلخانه شامل دماي    

كـوددهي گياهـان بـا       . كشت شـدند   ،در شبانه روز   ساعت تاريكي    8و  
 ، 8 هر متر مربع و در روزهاي        ء گرم سولفات آمونيم به ازا     5استفاده از   

در (اي    گياهان چهار هفته  .  انجام شد  ها   پس از ظهور گياهچه    22 و   15
براي مايه زني با رايزوكتونيا مـورد اسـتفاده         ) مرحله چهار برگي از رشد    

وين از شـركت سـيگما خريـداري و در آب مقطـر             ريبوفلا .قرار گرفتند 
ــد  ــل ش ــتريل ح ــف . اس ــاي مختل  1000 و100 ،10 ،1 ،1/0 (غلظته

 درصـد   05/0ريبـوفلاوين در آب مقطـر اسـتريل حـاوي           ) ميكرومولار
Tween-20 شدندمحلول پاشي بر روي بخشهاي هوايي گياه  . 

  
   و مايه زني غلافهاي برنجمايه تلقيحتهيه 

 و جدايـه  R. solani AG1-IA از قارچ NL-84جدايه بيماريزاي 
در محـيط كـشت     R. oryzae-sativaeاز KKD-1.33 بيمـاريزاي 
 (Potato- dextrose- agar; PDA) آگـار  - دكـستروز -سيب زميني

 آزمـايش حـاوي     يها  لولهو در   )  38( رشد داده شدند     C28°در دماي   
. ند براي كوتاه مدت نگهداري شدC4° در دماي  PDAمحيط كشت 

دراي كـردن اسـكلروتها   - بـه روش فريـز  ها  نگهداري بلند مدت جدايه   
  . انجام شد

 خلال دندان كلونيزه شده     مايه تلقيح شامل قطعات دو سانتيمتري     
هر قطعه خلال دندان در بين غلاف و ساقه         ). 38(با ميسليوم قارچ بود     

 ـ          اي    ماشوره نج اولين برگ پاييني گياه برنج در پنجه اصلي و درفاصله پ
 دوازده گيـاه    ،بـراي هـر تيمـار     . سانتيمتري از سطح خاك قرار گرفت     

برنج با استفاده از طرح كاملا تصادفي مايه زني شدند و آزمايش دو بار              
 كه بر روي    ،يك قطعه خلال دندان كلونيزه نشده با پاتوژن       . تكرار شد 

 بعنوان كنترل منفي    ، فاقد قارچ قرار داده شده بود      PDAمحيط كشت   
 ،پس از مايـه زنـي     . ي بيماريزايي مورد استفاده قرار گرفت     ها  تدر تس 

.  درصـد قـرار داده شـدند       100 تا   92گياهان فورا در گلخانه با رطوبت       
ارزيابي شدت بيماري بـا انـدازه گيـري طـول علايـم ايجـاد شـده در              

 ).35(ي مختلف پس از مايه زني گياهان انجام شد ها زمان
  

   بيماريزااثر ريبوفلاوين بر رشد عوامل
 بـر روي محـيط   R. oryzae-sativae و  R. solaniقارچهـاي  

ــشت  ــامل   PDAك ــوفلاوين ش ــف ريب ــاي مختل ــاوي غلظته  1،0 ح
 روز 6پـس از  .  ميكرومـولار كـشت شـدند   5000 و 1000 ،100،10،

.  قطر كلوني قارچها اندازه گيري شـد       C28° رشد در انكوباتور با دماي    
  تكـرار    6  ،هر غلظت ريبـوفلاوين    براي هر قارچ در      ، آزمايش ايندر  

 .در نظر گرفته شد و آزمايش دو بار تكرار گرديد
  

بررســي ســيتولوژيكي مــرگ ســلولي بــا اســتفاده از      
  ميكروسكوپ فلورسنت
 گياهان برنج بـا غلظتهـاي مختلـف         ،بمنظور رديابي مرگ سلولي   

سپس احتمـال   . اسپري شدند )  ميكرومولار 5000  تا    0از( ريبوفلاوين  
رگ سلولي ناشي از كاربرد ريبوفلاوين پس از گذشـت پـنج روز           بروز م 

.  بطور ميكروسكوپي و ماكروسكوپي مورد ارزيابي قرار گرفت        ،از تيمار 
  R. solaniگياهان برنج تيمار نشده كه با استفاده از قارچ نكروتـروف  

 مايه زني شده بودند بعنـوان كنتـرل مثبـت           ،ايجاد كننده مرگ سلولي   
براي رديابي ميكروسكوپي مـرگ سـلولي از        . رار گرفتند مورد استفاده ق  

 بـا   ها  همه نمونه  ).41 و   10(روش رنگ آميزي تريپان بلو استفاده شد        
 مشاهده (Olympus U-MWB2)استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت 

 Olympus Color)شدند و تصاوير با اسـتفاده از دوربـين ديجيتـال    
View II Camera, Aartsellar, BA)فتــه شـدند و پــردازش   گر

 . انجام شدOlympus Analysis Cell F برنامه به كمكتصاوير 
  

  بررسي طول مدت كنترل بيماري
 ،بمنظور تعيين طول مدت محافظت از گياهان بوسيله ريبوفلاوين        

 ،5، 3،1 در روزهاي  R. solani مايه زني غلاف گياهان برنج با قارچ
 به غلظـت يـك       ريبوفلاوين  گياه با  محلول پاشي  پس از    20 و   15،10

 ميـزان پيـشرفت     ، انجام شد و چهار روز پس از مايه زني         ميكرومولار  
 بيـان ژنهـاي دفـاعي        . ارزيابي شد  ها  لكهبيماري با اندازه گيري طول      

بـا  ( در گياهان مايه زنـي شـده         LOX و   ،PO-C1، PALبرنج شامل   
) شده گيـاه  نمونه برداري از پايين ترين برگ مربوط به پنجه مايه زني            

 بررسـي   RT-PCR بـه روش     ، بعـد از تيمـار     20 و   5 ، 1در زمانهاي   
 بلافاصله پس از جدا شـدن از گيـاه در نيتـروژن مـايع     ها   نمونه .گرديد

قرار داده شده و به آزمايشگاه منتقـل گرديدنـد و تـا زمـان اسـتخراج                 
RNA درجه سانتيگراد نگهداري شدند– 80 در فريزر با دماي  . 
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مورد استفاده  RT-PCR بعنوان كنترل در واكنش actinژن . LOX و ،PO-C1، PAL پرايمرهاي طراحي شده براي بررسي بيان ژنهاي -)1 جدول(
  .قرار گرفت

Primer Gene Accession number Product size 
(bp) 

5´-CGCTGACCAACATCGTCTGG-3´   (F) LOX D14000 404 
5´-CACCTGTTCTTGAGCTTTC-3´       (R) LOX D14000 404 
5´-CCGATGCGAGTTGTAACAGA-3´  (F) PAL X16099 168 
5´-TGGTCAGAGACGACAGATCG-3´ (R) PAL X16099 168 
5´-GACCAGGTGCTCTTCAACAA-3´  (F) PO-C1 AF247700 342 
5´-GGCAAATCTGCATGTACCAC-3´  (R) PO-C1 AF247700 342 
5´-CTGCGGGTATCCATGAGACT-3´  (F) actin X15865 154 
5´-GGAGCAAGGCAGTGATCTTC-3´ (R) actin X15865 154 

F= Forward, R=Reverse 
  

  انتقال سيستميك پاسخهاي دفاعي ناشي از ريبوفلاوين
بمنظور بررسي انتقال سيستميك پاسخهاي دفاعي ناشي ازكاربرد        

 مـولار   كرو دو برگ پاييني هر گياه با ريبوفلاوين يك مي         ،ريبوفلاوين
) Mockكنتــرل يــا ( در آب  20Tween درصــد از 05⁄0يــا محلــول 

 قسمتهاي بالاتر گيـاه     ،ينياسپري شدند و در حين اسپري برگهاي پاي       
  مايـه    ،پنج روز پس از تيمـار     . كاملا با پاكت پلاستيكي پوشانده شدند     

در غلاف برگ تيمار شده و يا بـرگ تيمـار نـشده     R. solani با  زني
 و  ، پـنجم  ، سـوم  ، اول پيشرفت بيماري در روزهـاي    . بالايي انجام شد  

ميـزان  . جام گرديد  ان ها  لكه پس از مايه زني با اندازه گيري طول          هفتم
 در برگهاي تيمار شـده و  تيمـار        LOX و   PO-C1، PALبيان ژنهاي   
 .ارزيابي گرديد يك روز پس از مايه زني ،نشده  بالايي

  
   RT-PCR و بررسي بيان ژنها به روش  RNAاستخراج

 مــاده  گياهـان بــرنج بـا اســتفاده از  برگهــاي از  RNAاسـتخراج 
 Lifeشــــركت خريــــداري شــــده از   (TRIZOL شــــيميايي

(Technologies, Rockville, MD, USA انجام شـد ) بـراي  .)27 
بافت گياهي با افزودن يك ميلـي         ميلي گرم  100  از    RNA استخراج

سـپس عـصاره هـر    .  عصاره گيري شدون چينيها درTRIZOL ليتر  
به هـر نمونـه     .  دقيقه در دماي اتاق نگهداري گرديد      5نمونه به مدت      

 x دقيقه با دور 15فرم اضافه شد و سپس به مدت  ميلي ليتر كلرو2/0

g 12000  بخش مايع به   .  درجه سانتيگراد سانتريفوژ گرديد    4  در دماي
 ميلي ليتـر ايزوپروپيـل الكـل        5/0ي جديد منتقل و به هر لوله          ها  لوله

 4  در دمـاي x g 12000 دقيقه با دور 10افزوده شد و سپس به مدت 
سپس شستشوي رسوب حاصـل بـا       . ديددرجه سانتيگراد سانتريفوژ گر   
 ،در نهايـت .  به هر نمونه انجام شـد % 75افزودن يك ميلي ليتر اتانل      

 درجــه 4  در دمــايx g 7500 دقيقــه بــا دور 5 بــه مــدت هــا نمونــه
  در آب مقطــر اســتريل فاقــد RNAســانتيگراد ســانتريفوژ شــدند و 

RNaseي  هـا  پس از تيمار نمونه.  حل شدRNA  بـا RNase-free 

DNase (TURBO DNA-free kit) خريــداري شــده از شــركت 
Ambion (USA) بمنظور حذف DNAي ها  از نمونهRNA،  ميـزان 

RNA            در هر نمونه بوسيله اسپكتروفتومتر مورد بررسـي قـرار گرفـت  .
 در ژل آگارز يك درصد رنگ آميزي شده بـا           RNAي  ها  كيفيت نمونه 

با استفاده از پرايمر    مكمل   DNAسپس  . اتيديم برومايد بررسي گرديد   
oligo (dT) 18  و آنـزيم SuperScript Reverse Transcriptase 

 پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده بـراي  ،در مرحله بعد  .تهيه گرديد
 مـورد   ، ذكـر شـده انـد      1هر يك از ژنهاي مورد بررسي كه در جدول          

  ).1جدول ( استفاده قرار گرفتند
ها بـراي بررسـي بيـان ژن        اختصاصي بودن هر يك از اين پرايمر      

 مـورد تاييـد قـرار       NCBI در   BLAST بوسيله انجام آنـاليز      ،مربوطه
 شامل مرحله واسرشت سـازي      پلي مراز اي    زنجيرهي  ها  واكنش. گرفت
 30شامل  ( سيكل   35 تا   25سپس   ، C94° در دماي اي     دقيقه 5اوليه  

ــه در ــه در C94 ، 30°ثاني ــه در C58° ثاني و در ) C72° و يــك دقيق
 .  بودC72°  دقيقه در دماي7ايت مرحله گسترش نهايي بمدت نه

بمنظور تعيين تعداد سيكل مناسب براي بررسي بيان هـر يـك از             
 اي پلي مـراز    زنجيره واكنش   ، سيكل 35 و   30 25، ، 20 پس از    ،ژنها

متوقف و محصول در ژل آگارز يك درصد رنگ آميزي شده با اتيـديم              
پلـي  اي    زنجيرهواكنش   در هر آزمون  . تبرومايد مورد ارزيابي قرار گرف    

 تيمار شده بودنـد     DNase كه فقط با     RNAي  ها   نمونه ،مراز معكوس 
 بـراي آنهـا انجـام نـشده بـود           مكمـل  DNAو فرآيند سـاخته شـدن       

فاده قـرار گرفتنـد تـا       تنيز بعنوان كنتـرل مـورد اس ـ      ) RT–ي  ها  نمونه(
دو  RT-PCR.  ژنومي در آنها بررسي گـردد      DNAاحتمال آلودگي به    

 ارزيابي ميزان بيان هر ژن بـا بررسـي غلظـت بانـدهاي              .بار تكرار شد  
ي مختلف با استفاده از ژل آگـارز يـك          ها  مربوط به بيان ژنها در نمونه     

درصد انجام گرفت و غلظت باند مربوط به بيان ژن در گياه تيمار شده              
 ) تيمـار شـده بـود      Mockكه با محلـول     ( با گياه شاهد     ،با ريبوفلاوين 
 .مقايسه گرديد
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  نتايج و بحث
-R. oryzae و R. solaniايجاد مقاومت در گياهان برنج عليه 

sativaeبا كاربرد ريبوفلاوين   
ــي دار كــاهش  ــا   معن ــار شــده ب ــاري در گياهــان تيم شــدت بيم

 R. solaniريبوفلاوين در مقايسه با كنترل در هر دو مورد مايه زني با 
تفـاوت معنـي   ). 1شكل (هده بود  قابل مشاR. oryzae-sativaeو يا 

 ايجاد شده ناشي از هـر يـك از ايـن عوامـل              يها  لكهداري بين طول    
 در  Mockبيماريزا بر روي گياهان تيمار شـده بـا محلـول كنتـرل يـا                

مقايسه با گياهان تيمار شده با آب  مشاهده نشد كه نشانگر اين اسـت        
 ـ   در   هيچگونه تاثيري    Mockكه تيمار با     ا ايـن عوامـل     آلودگي گيـاه ب

بيشترين تاثير ريبوفلاوين در حفاظـت از گياهـان بـرنج           . بيماريزا ندارد 
 10 و 1ي رايزوكتونيـا در غلظتهــاي پـاييني همچــون   هــا عليـه گونـه  

ميكرومولار مشاهده گرديد و ميزان پيشرفت بيماري در گياهان تيمـار           
يج اين نتا .  تفاوت معني داري با يكديگر نداشت      ،شده با اين دو غلظت    

 از مـوثرترين غلظتهـاي      ، ميكرومـولار  1نشانگر اين است كه غلظـت       
 رايزوكتونيـا -ريبوفلاوين بـراي ايجـاد مقاومـت در پاتوسيـستم بـرنج           

ي سلولي ها باشد و در آزمايشات بعدي براي ارزيابي بيشتر مكانيسم       مي

تـوان از ايـن     مي،و ملكولي دخيل در ايجاد مقاومت در اين پاتوسيستم        
 ،) ميكرومولار 1⁄0(غلظت پايين تر مورد استفاده . ده نمودغلظت استفا

سطح پايين تري از حفاظت گياهان را در برابـر ايـن عوامـل بيمـاريزا                
ميلي 1(بالاترين غلظت ريبوفلاوين بكاررفته در اين تحقيق        . نشان داد 

ي هـا   اثر معني داري در حفاظـت از گياهـان بـرنج عليـه گونـه              ) مولار
ممكـن اسـت     كـه    )1شـكل   (ايسه با كنترل نداشـت      رايزوكتونيا در مق  

 توليد راديكالهـاي اكـسيژن ماننـد پراكـسيد هيـدروژن             تحريك بدليل
 پس از مايـه زنـي        غلظتهاي بالاي ريبوفلاوين   گياهان تيمار شده با   در

توليـد  ).  ارائـه نـشده انـد      ها   داده ،مشاهدات اوليه نگارنده  ( باشد   پاتوژن
اد مرگ سـلولي و در نتيجـه تـشديد          راديكالهاي اكسيژن منجر به ايج    

شـود و كـاهش اثـر         مي فعاليت بيماريزايي قارچ نكروتروف رايزوكتونيا    
 را در پي خواهد     گرريبوفلاوين در حفاظت از گياهان در برابر اين بيمار        

 اين نتايج بـا مـشاهدات اخيـر سـاير محققـان در مـورد نقـش                  .داشت
ي ناشــي از راديكالهــاي آزاد اكــسيژن در افــزايش شــدت بيمــار    

 عامل بيماري سوختگي  R. solaniي نكروتروف برنج نظير ها بيمارگر
اي   عامل بيماري لكه قهـوه Cochliobolus  miyabeanusغلاف و 

  ).15 و 3( مطابقت دارد

  

  
.  در زمان چهار روز پس از مايـه زنـي          IR-64ته  نيايي برنج واري  ÷ تاثير غلظتهاي مختلف ريبوفلاوين بر روي پيشرفت بيماريهاي رايزوكتو         -)1شكل(

  آزمـايش در قالـب طـرح    ). گياه براي هر تيمار در هر آزمايش و نهايتا با سه بار تكرار آزمـايش          12  شامل    ، هر تيمار  ء گياه به ازا   36(گياهان برنج   
بر روي گياهان اسپري شد و سه روز پس )  ميكرومولار1000تا  1⁄0(ي مورد بررسي ها  ريبوفلاوين در هر يك از غلظت.  تصادفي انجام شد"كاملا

 بر اساس آناليز  SPSS 12.0 با استفاده از نرم افزار ها آناليز آماري داده. انجام شدR. oryzae-sativae    (B)و يا  )(R. solani A مايه زني با ،از تيمار
Kruskal-Wallis  اي   و آزمون مقايسهMann-Whitney در سطح  P=0.05حروف مختلف نشان داده شده بـر روي بارهـا نمايـانگر    . انجام گرديد

  . باشند  ميي مختلفها اختلاف معني دار بين تيمارهاي مختلف و يا غلظت

ريبوف



  73      ...ي دفاعي گياه برنجها بررسي اثر ريبوفلاوين بعنوان فعال كننده مكانيسم

  

 
ز پس رو4 يا 2در ) M( يا كنترل ، ميكرومولار1با غلظت ) (R بر روي گياهان برنج تيمار شده با ريبوفلاوين سوختگي غلاف علايم بيماري -)2شكل(

 ).(days post inoculation; dpiاز مايه زني 
  

  . در محيط كشتR. oryzae-sativae و R. solani  تاثير ريبوفلاوين بر رشد قارچهاي-)2جدول(
 غلظت ريبوفلاوين

)ميكرومولار(  

R. solani قطر كلني 
)سانتي متر(  

R. oryzae-sativae قطر كلني 
)سانتي متر(  

0 8.2 ± 0.1             a1 4.9 ± 0.2              b1 
0.1 8.2 ± 0.2             a 5.1 ± 0.1              b 
1 8.1 ± 0.4             a 5.0 ± 0.1              b 
10 8.3 ± 0.1             a 4.9 ± 0.3              b 

100 8.0 ± 0.3             a 5.0 ± 0.2              b 
1000 8.2 ± 0.1             a 4.8 ± 0.5              b 
5000 8.0 ± 0.2             a 5.1 ± 0.1              b 

 بـر اسـاس    SPSS 12.0 با استفاده از نـرم افـزار   ها آناليز آماري داده. باشد  مي آزمايش مستقل3تكرار مربوط به 18هر عدد ميانگين  اعداد بدست آمده از 
  . انجام گرديدP=0.05  در سطح Mann-Whitneyاي   و آزمون مقايسه  Kruskal-Wallisآناليز 

  .باشند  ميانگرمعني دار بودن يا نبودن اختلاف بين اعداد بدست آمدهحروف مختلف نشان داده شده نماي= 1 
 
 ريبوفلاوين از طريق افزودن به خـاك         مختلف كاربرد غلظتهاي در

)  ارائه نشده انـد    ها  داده(به همراه آب آبياري نتايج مشابهي بدست آمد         
اما ميزان حفاظت گياهان در برابر اين عوامل بيماريزا در اين روش  در       

. ايسه با كاربرد ريبوفلاوين از طريق اسپري كردن گياهان كمتر بود          مق
توانـد بـدليل جـذب و         مـي  پايين تر بودن سطح مقاومت در اين روش       

ــاك و    ــيله ذرات خــ ــوفلاوين بوســ ــاديري از ريبــ ــه مقــ تجزيــ
ي موجود در خاك باشد كه در نتيجه موجـب جـذب            ها  ميكروارگانيسم

  . شود  مياهمقدار كمتري از اين ويتامين توسط گي
ظهور سريعتر و پيش رونده تر علايم بيماري در گياهان كنترل در            

  ).2شكل (مقايسه با گياهان تيمار شده با ريبوفلاوين مشاهده شد 
 ابتدا علايمي شامل زخمهاي     ،اكثر غلافهاي برگ در تيمار كنترل     

تخم مرغي تا بيضي شكل به رنگ خاكستري مايل به سـبز در اولـين               
 حفاظت از گياهان توسط     ،در مقايسه . مايه زني نشان دادند   روز پس از    

. ريبوفلاوين در گياهان تيمار شده با اين ويتامين كـاملا مـشهود بـود             
اين گياهان هيچگونه علايمي را در روز اول پس از مايـه زنـي نـشان                

ي كوچـك   ها  علايم بيماري بر روي اين گياهان كه شامل لكه        . ندادند
 در روز دوم و يا سوم پس از         ،رنگ بود اي    قهوهمحاصره شده با حاشيه     

 از مايه زنـي در      ساين گياهان در روز دهم پ     . مايه زني ظاهر گرديدند   
 گياهـان   ،گلخانه هنوز زنده و سرسبز بودند در حاليكه در همين زمـان           

  .كنترل در اثر پيشرفت شديد بيماري سوختگي غلاف كاملا مرده بودند
  

ي رايزوكتونيا و گياهـان     ها  ونهتاثير ريبوفلاوين بر روي گ    
  برنج

ي مختلــف ريبــوفلاوين بــر روي رشــد هــا ررســي تــاثير غلظــتب
ي رايزوكتونياي مورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه نـشان داد كـه               ها  گونه

 ميكرومولار 5000 و 1000 ،100،10، 1،0يها ريبوفلاوين در غلظت
 هيچگونه اثـر مـستقيمي بـر رشـد       PDAافزوده شده به محيط كشت      

  . )2جدول  ( نداشتR. oryzae-sativae و R. solaniقارچهاي 
در ارزيابي اثرات احتمالي گيـاه سـوزي و مـرگ سـلولي ناشـي از              

 گياهان تيمار شده بـا  ،ي فوقها ريبوفلاوين در گياهان برنج در غلظت    
ريبوفلاوين فاقد هر گونه مرگ سلولي ميكروسكوپي و ماكروسكوپي و       

  ).3شكل ( و وضعيت ظاهري بودند يا هر گونه تغيير در رشد
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بعنوان كنترل مثبت بـراي ايجـاد مـرگ      R.solani بررسي ميكروسكوپي و ماكروسكوپي گياهان برنج مايه زني شده با قارچ نكروتروف -)3شكل(

روزه شديدا رنگ را جذب كرده و به رنـگ   سلولهاي نك،در رنگ آميزي با تريپان بلو.  (B) در مقايسه با گياهان تيمار شده با ريبوفلاوين  (A)سلولي
  .شوند  مي مشاهدهAتيره در تصوير 

  
 در  هـا   عدم وجود اثر مستقيمي از ريبوفلاوين بر روي رشـد قـارچ           

ي هـا  محيط كشت و عدم ايجاد گياه سوزي بـر روي بـرنج در غلظـت      
مورد بررسي نشانگر اين است كه ريبوفلاوين داراي شرايط لازم براي           

). 20(باشـد     مـي  ايي فعال كننده پاسخهاي دفاعي گياه     يك ماده شيمي  
  در مورد استفاده از ) 16( اين نتايج داراي تطابق با گزارش دانگ و بير

اي   ريبوفلاوين بعنوان فعال كننده سيستم دفاعي گياهـان دو لپـه          
ــف     ــاريزاي مختل ــل بيم ــه عوام ــاكو علي ــسيس و تنب ــر آرابيدوپ  نظي

 Pseudomonas syringae و Peronospora parasiticaشـامل (
pv. Tomato   و،در آرابيدوپــسيس  Alternaria alternate  و 

Tobacco mosaic virusبدون تاثير مستقيم بـه عوامـل   ) در تنباكو 
 . باشد  مي بر روي گياهءبيماريزا و يا اثر سو

  
ارتباط طول مدت دوام مقاومت القايي ايجـاد شـده توسـط            

  اعي گياهريبوفلاوين با بيان ژنهاي دف
براي ارزيابي طول مـدت دوام مقاومـت القـايي ناشـي از كـاربرد               

ــا  ،ريبــوفلاوين  گياهــان بــرنج در زمانهــاي مختلــف پــس از تيمــار ب
  ،4بـا توجـه بـه شـكل     .  مايه زنـي شـدند   R. solani با  ،ريبوفلاوين

. مقاومت القايي ناشي از ريبوفلاوين تـا بـيش از بيـست روز دوام دارد              
 در گياهان مايه زني شده در روز پنجم پـس  ، ريبوفلاوين بهترين تاثير 

از تيمار با ريبوفلاوين مشاهده گرديد كـه نـشان دهنـده لـزوم وجـود                
فاصله زماني بين تيمار با ريبوفلاوين و مايه زني عامل بيمـاريزا بـراي           

. باشد  مي تحريك و فعال سازي سيستم دفاعي گياه توسط ريبوفلاوين        
 ناشي از ريبوفلاوين در گياهان مايه زنـي شـده           كاهش مقاومت القايي  

 اما هنوز تيمـار     ،در روز دهم پس از تيمار با ريبوفلاوين مشاهده گرديد         
تـا   (R. solaniبا ريبوفلاوين براي حفاظت از گياه در برابر آلودگي به 

  .موثر بود) بيش از بيست روز پس از تيمار
  

  

  
مايه زني در روزهاي مختلف ). (Mو يا كنترل  يك ميكرومولار) (Rوي گياهان تيمار شده با ريبوفلاوين  پيشرفت بيماري شيت بلايت بر ر-)4شكل (

  .  باشد  مي1 مطابق موارد ذكر شده براي شكل ي اين آزمايشها ناليز آماري دادهآتعداد تكرارها و روش . پس از تيمار انجام شد
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ن ژنهـاي دفـاعي      بررسي تاثير ريبـوفلاوين بـر روي بيـا         ،بنابراين
عمده گياه برنج در زمانهـاي مختلـف پـس از تيمـار بمنظـور ارزيـابي         

ي دخيل در ايجاد مقاومـت القـايي توسـط ريبـوفلاوين در             ها  مكانيسم
بيـان ژنهـاي   . باشـد   مـي تعامل بين برنج و رايزوكتونيا مهم و ضروري       

 كـه بترتيـب   (PAL)فنيل آلانـين آمونيـا ليـاز      و(LOX) ليپوكسيژناز
 و  Octadecanoid pathwayكرهـــاي اصـــلي مربـــوط بـــه مار

Phenylpropanoid pathwayباشند مورد بررسي قرار گرفت تـا    مي
دخالت آنها در مقاومت القايي ناشـي از ريبـوفلاوين در بـرنج ارزيـابي               

  كـه  (PO-C1)همچنين بيان ژن پراكسيداز كـاتيوني در بـرنج          . گردد
 در برابر عوامل بيمـاريزا و يـا در          تواند در توليد سدهاي دفاعي گياه      مي

 ،ايجاد راديكالهاي اكسيژن و ايجاد واكنش فوق حساسيت دخيل باشد         
  . بررسي گرديد

افزايش بيان هر سه ژن مورد بررسي در گياهان برنج پس از مايه             
 مشاهده شد كه نشانگر دخالت هر سه ژن دفـاعي  R. solaniزني با  

. رنج عليه اين عامل بيماريزا ميباشد   مورد بررسي در مقاومت پايه گياه ب      
 در گياهان تيمار شده بـا ريبـوفلاوين در          LOXافزايش شديد بيان ژن     

ميـزان بيـان ژن     ).5شـكل  (مقايسه با گياهان كنترل مشاهده گرديد 
PO-C1               در گياهان مايـه زنـي شـده در روز پـنجم پـس از تيمـار بـا 

آنـاليز  . يـشتر بـود   ريبوفلاوين در مقايسه بـا گياهـان كنتـرل انـدكي ب           
 در زمانهـاي  PALترانسكريپتوم تفاوتهـاي قابـل تـوجهي را در بيـان          

مختلف پس از مايه زنـي در گياهـان تيمـار شـده بـا ريبـوفلاوين در                  
 .مقايسه با كنترل نشان نداد

ضرورت وجود فاصله زماني بين تيمار با ريبوفلاوين و مايه زني با            
وح نشان دهنده اين اسـت      ، بوض براي كاهش شدت بيماري   ،بيمارگر  

قـارچ  كه ريبوفلاوين با القاء مقاومت در گياه برنج، اين گياه را در برابر              
R. solaniاين مورد با بررسي ژنهاي دفاعي بـرنج  . كند  مي محافظت
در  LOXبطوريكه افزايش ميزان بيان بويژه در مـورد ژن          . تاييد گرديد 

شـدت  . وين مـشاهده شـد     روز پس از تيمار با ريبوفلا      20 و   5زمانهاي  
بيان اين ژن در گياهان تيمار شده با ريبوفلاوين در مقايسه با گياهـان        

 ايـن ژن توسـط      كنترل بيشتر بود كه اين نتايج نـشانگرتحريك بيـان         
 LOX ژن ،بنـابراين . باشـد   مي )و نه توسط قارچ بيمارگر    (ريبوفلاوين  

  روتـروف  مقاومت گيـاه بـرنج عليـه قـارچ  نك           ء القا دراي    عمده نقش
 R. solaniاين نتايج تاييـد كننـده نتـايج بدسـت آمـده      . كند  مي ايفاء

 نشان دادند كـه وجـود       آنها. باشد  مي 2000توسط دانگ و بير در سال       
فاصله زماني بين كاربرد ريبـوفلاوين و مايـه زنـي بـا بيمـارگر بـراي                 

 مقاومـت  در گيـاه       ءافزايش بيـان ژنهـاي دفـاعي و در نهايـت القـا            
در گياهـان    LOX بيـشترين ميـزان بيـان ژن         ).16(باشد   ي م ضروري

 روز از تيمـار مايـه زنـي         5كه پس از گذشت     تيمار شده با ريبوفلاوين     
ايـن نتـايج داراي ارتبـاط مـستقيم  بـا            .  مـشاهده گرديـد    ،شده بودند 

 مقاومت در گياهان مايه زني شده پس از گذشـت           ءبيشترين ميزان القا  
 LOXباشد و نشانگر نقش عمـده ژن          مي وين روز از تيمار با ريبوفلا     5

نقش اين ژن در مقاومـت  .  استR. solani بروز اين مقاومت عليه در
گياهان عليه بيمارگرهاي نكروتروف در پژوهشهاي انجام شده توسـط          

 در گيـاه    ،بعنـوان مثـال   . ساير محققان نيز مورد تاييد قرار گرفته است       
 Phytophthora روتـروف براي بروز مقاومت عليـه قـارچ نك    توتون

parasitica var. nicotianae،27(باشد   مي ضروري بيان اين ژن .(  
 افـزايش مـوقتي در ژن   ،شود  مي مشاهده5همانطور كه در شكل   

LOX گياهان تيمار شده با ريبـوفلاوين و مايـه زنـي شـده بعـد از                 در 
 بطوريكه ميزان بيان اين ژن در     .  مشاهده شد  ، روز از تيمار   20گذشت  

 افزايش يافتـه و سـپس در    (hpi 24) ساعت بعد از مايه زني24زمان 
48 hpiنتـايج مـشابه در مـورد افـزايش     .  كاهش يافته اسـت " شديدا

موقتي بيان ژنهاي مختلف دفاعي گياه در واكنشهاي دفـاعي گياهـان            
 توسط محققان متعددي گزارش شده است       ،و يا دو لپه اي    اي    تك لپه 

 بيان ژنهاي دفاعي مختلف گياهـان       ،اما بطور كلي  ). 44 و   18 ، 3 ، 2(
  .در زمانهاي مختلف پس از تيمار و مايه زني يكسان نمي باشد

 در تمام زمانهـاي     PAL سطح پاييني از بيان ژن       ،در اين پژوهش  
مورد بررسي در گيـاه كنتـرل و در گيـاه تيمـار شـده بـا ريبـوفلاوين                   

ابقت با نتايج گزارش شـده توسـط        مشاهده شد كه اين مورد داراي مط      
بعـد  . )42 (باشد      مي ساير محققان در مورد بيان اين ژن در گياه برنج         

 افزايش شديد بيان ايـن ژن هـم در گيـاه            ،از مايه زني گياه با بيمارگر     
ايـن نتـايج   . تيمار شده با ريبوفلاوين و هم در گياه كنترل مشاهده شد       

 در گياهان تيمار شده     PAL  ژن    نشانگر عدم وجود تفاوت بارز در بيان      
با ريبوفلاوين در مقايسه با گياهان كنترل در زمانهـاي مختلـف مـورد              

 باشد و در اثر مايه زني با بيمارگر بيان آن در گيـاه افـزايش             مي بررسي
در مقاومت القايي ناشي از     اي     نقش عمده  PAL  ژن    ،بنابراين. يابد مي

يش بيان اين ژن در گياه برنج پس        افزا. ريبوفلاوين در گياه برنج ندارد    
ي انجـام شـده در   ها در نتايج ديگر پژوهش  R. solaniاز مايه زني با 
ي مقاومـت طبيعـي بـرنج عليـه ايـن قـارچ بيمـارگر               ها  مورد مكانيسم 

 شدت بيان ايـن ژن بمـدت        ،و پس از مايه زني    ) 6(گزارش شده است    
  .  يابد  ميچند روز افزايش و سپس به حد طبيعي كاهش

 در زمانهـاي مختلـف مـورد بررسـي در       PO-C1 بيـان ژن     نميزا
گياهان تيمار شده با ريبوفلاوين و گياهان كنتـرل مـشابه بـود و تنهـا        

 مايـه زنـي     ، روز پس از تيمار    5درگياهان تيمار شده با ريبوفلاوين كه       
  افزايش در    ، ساعت پس از مايه زني     48 و   24 در زمانهاي    ،شده بودند 

 كـه   ،اين نتايج . مقايسه با گياهان كنترل مشاهده شد     بيان اين ژن در     
داراي ارتباط مستقيم با بيشترين ميزان كنترل بيماري در گياهان مايه           

 ،باشـند   مـي  روز از تيمـار بـا ريبـوفلاوين   5زني شده پس از گذشـت    
  R. solani مقاومـت در بـرنج عليـه     ءنشانگر نقـش ايـن ژن در القـا   

 مقاومـت گيـاه بـرنج عليـه بيمـاري           همچنين نقش ايـن ژن در     . است
 و Xanthomonas oryzae pv. oryzaeسوختگي باكتريايي ناشي از 

ي دفـاع   ها  دخالت آن در توليد ليگنين در گياه بعنوان يكي از مكانيسم          
  ).19(گياه پس از حمله بيمارگر بخوبي مورد مطالعه قرار گرفته است 
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 و مايه زني شـده در روزهـاي   (Mock) در گياهان تيمار شده با ريبوفلاوين ويا كنترل  LOX و PO-C1،PAL بررسي بيان ژنهاي دفاعي -)5شكل (

آزمايش دو بار با نتايج مشابه تكـرار  .  مورد استفاده قرار گرفتRT-PCRي ها  بعنوان كنترل در واكنشActinژن  .  پنجم و بيستم پس از تيمار      ،اول
  (days post treatment; dpt) .شد

  

  
  .و تحريك بيان ژنهاي دفاعي گياه  R. solaniاثرات سيستميك ريبوفلاوين در القاء مقاومت در برنج عليه  -)6شكل (

.A دو برگ پاييني گياهان برنج با ريبوفلاوين (Riboflavin; R)  به غلظت يك ميكرومولار يا با محلول كنترل (Mock; M)مايه ،يمارپنچ روز پس از ت.  محلول پاشي شدند 
 انجـام  (Systemically; S)برگهاي بالايي تيمار نـشده    و يا در محل غلاف (Locally; L)زني عامل بيماريزا  به صورت موضعي در محل غلاف برگهاي پاييني تيمار شده 

 نشان داده شده در شكل (هر طول لكه در هر روز . ندازه گيري شدا پس از مايه زني  و هفتم، پنجم، سوم،ي ناشي از بيماري سوختگي غلاف برنج در روزهاياولها  طول لكه.شد
A6  (       گياه   36مربوط به ميانگين طول لكه در )    بارها نشان دهنـده انحـراف      . است)  تكراربراي هر آزمايش و نهايتا با سه بار تكرار آزمايش در قالب طرح كاملا تصادفي               12شامل

. (M) در مقايسه با كنتـرل       (U) و برگهاي بالايي تيمار نشده       (R)ي بيان ژنهاي دفاعي گياه در برگهاي پاييني تيمار شده با ريبوفلاوين             ثر ريبوفلاوين بر رو    ا B.. باشند  مي معيار
  . دو بار با نتايج مشابه تكرار شد بررسي بيان ژنها آزمايش
  

ارتباط اثرات سيستميك ريبوفلاوين با افزايش بيان ژنهـاي         
  دفاعي گياه

سي امكان سيستميك بودن مقاومـت القـايي ناشـي از           بمنظور برر 
 اين ويتامين فقط بر روي برگهاي پاييني گياهـان          ،كاربرد ريبوفلاوين 

 به برگهاي تيمار شـده  R. solaniمايه زني .  گرديد محلول پاشيبرنج

و يــا تيمــار نــشده بــالايي نــشان داد كــه مقاومــت القــايي ناشــي از  
 ،نمايـد   مـي  اسـر گيـاه پيـشرفت     ريبوفلاوين بطور سيـستميك در سرت     

ي ناشـي از عامـل بيمـاري        هـا   لكهچراكه تفاوت معني داري در طول       
 در برگهاي تيمار شـده در مقايـسه بـا برگهـاي             سوختگي غلاف برنج  

تيمار نشده در زمانهاي مختلـف پـس از مايـه زنـي مـشاهده نگرديـد            
  ).A6 شكل (
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ــشان داده شــدهB 6 همــانطور كــه در شــكل    تفــاوت قابــل، ن
ي مختلف تيمار شـده  ها  در نمونه PALدر سطوح بيان ژن     اي    ملاحظه

ي مربوط بـه برگهـاي بـالايي        ها  با ريبوفلاوين و كنترل و يا در نمونه       
 مـشاهده  ،تيمار نشده گياهاني كه برگهاي پاييني آنها تيمار شـده بـود   

عدم وجود تفاوت قابل ملاحظـه در بيـان ايـن ژن در گياهـان                 . نشد
تيمـار شـده بـا      (ا ريبوفلاوين در مقايسه با گياهان كنتـرل         تيمار شده ب  

ي هـا    دلالت بـر عـدم دخالـت ايـن ژن در مكانيـسم             )Mockمحلول  
دفاعي فعال شده در اثر كاربرد ريبوفلاوين و مقاومت القـايي ناشـي از              

  .كند  ميآن
 و  PO-C1   دفـاعي  در حاليكه افزايش قابل ملاحظه بيان ژنهاي      

LOXــ ــوفلاوين  هــم در گياهــان تيم ــا ريب -Riboflavin)ار شــده ب
treated; R)برگهاي بالاتر تيمار نـشده بهي مربوط ها  و هم در نمونه  
 در زمان شش روز پش از مايـه زنـي   (Untreated; U) با ريبوفلاوين
ي كنتـرل   هـا    اما اين سـطح از بيـان ژنهـا بـراي نمونـه             ،مشاهده شد 

ــد  ــشاهده نگردي ــشانگر آن ). B 6شــكل(م ــايج ن ــن نت ــه اي  اســت ك
 ريبوفلاوين در افزايش و تسريع و تقويت پاسخهاي دفـاعي گيـاه كـه             

. باشـد   مـي  توانند به بخشهاي تيمار نشده گياه نيز انتقال يابند موثر          مي
 در هر دوي گياهان تيمار شده       LOXهمچنين افزايش شديد بيان ژن      

ي تيمار نشده نشانگر نقش عمده ايـن ژن در          ها  با ريبوفلاوين و نمونه   
 فاومــت القــايي ناشــي از ريبــوفلاوين در بــرنج عليــه شــيت بلايــتم

 در دفاع گياهـان عليـه عوامـل بيمـاريزا و            LOXنقش مهم     . باشد مي
). 28 و   27 ، 7(آفات در مطالعات زيادي تشريح و گزارش شـده اسـت            

 در ارتباط بـا مقاومـت       ،LOX حاصل از بيان ژن      ،LOXفعاليت آنزيم   
ست و فعاليت اين آنزيم بوسيله مواد شيميايي        گياه عليه عوامل بيماريزا   

 در  INAباشند از قبيل      مي متنوعي كه فعال كننده سيستم دفاعي گياه      
وظـايف  . يابد  مي افزايش )18( در انگور  BABA و )33 و 31 ( برنج

 در تعامل بين گياه و عوامـل بيمـاريزا شـناخته و             LOXمتعددي براي   
 ممكن است منجر بـه توليـد        LOXافزايش فعاليت   . تشريح شده است  

 مــواد ضــد ،مولكولهــايي نظيــر هيدروپراكــسيدها و راديكالهــاي آزاد
 و مشتقات آن كه موجـب اثـر بـر           JAيي نظير   ها  سيگنال  و ،ميكروبي

 ). 13( گردد ،شوند  ميبيان ژنهاي دفاعي
 ، Octadecanoid pathway اصلي ء بعنوان جزجاسمونيك اسيد

يه حمله عوامل بيماريزا و يا تحريك ايجاد  در پاسخهاي دفاعي گياه عل    
 كـه ايـن فرآينـد ميتوانـد در ارتبـاط بـا توليـد                ،مقاومت دخيل اسـت   

 يا تشكيل   ، تحريك و افزايش بيان ژنهاي دفاعي گياه       ،ها  فيتوالكسين
و  17 (سدهاي دفاعي گياه در نواحي آلودگي به عامـل بيمـاريزا باشـد            

ي متعددي است و وظايف     ها  م در هر گياه داراي ايزوفر     LOXژن  . )31
 ممكن است كه توسـط بـيش از يـك ايزوفـرم             LOXذكر شده براي      

LOX40 ( انجام شوند.(  
در گياهان برنج تيمـار      LOX-13ي ما بر روي بيان ژن       ها  بررسي

شده با ريبوفلاوين نشانگر سطوح بالاي بيان اين ژن پس از مايه زني             
باشـد كـه در ارتبـاط بـا       مي در مقايسه با گياهان كنترلR. solaniبا 

ي محققـين   هـا   اين نتايج تاييد كننده يافته    . ايجاد مقاومت القايي است   
ي توليـد شـده در اثـر        هـا   قبلي است كه نشان داده اند كه جاسـمونات        

 سريعا پس از تيمار با مواد شيميايي فعـال كننـده            ،LOX-13فعاليت    
شـوند و     مـي  ا توليـد  دفاع گياه و يا مايه زني گياهان با عوامل بيمـاريز          

موجب تحريك بيان ژنهاي مختلف دفاعي و در نتيجـه فعـال سـازي              
ايجــاد ). 17  و 12 ، 11(شــوند   مــيي دفــاع در گياهــانهــا مكانيــسم

 همچنين افزايش سيستميك بيان ژنهاي دفـاعي        ،مقاومت سيستميك 
در گياهان تيمار شده با ريبوفلاوين نـشانگر توانـايي ايـن ويتـامين در          

ي دفـاعي گيـاه و در نتيجـه تحريـك ايجـاد      هـا  ازي سـيگنال فعال س 
 همـانطور كـه ايجـاد مقاومـت     ، بودR. solaniمقاومت در برنج عليه 

  ).16( گزارش شده است ها توسط ريبوفلاوين قبلا در دولپه اي
ي حاصـل از ايـن تحقيـق نقـش نـويني را       ها   يافته ،بطور خلاصه 

سـخهاي دفـاعي گيـاه      براي ريبوفلاوين در فعال سازي سيستميك پا      
كاربرد ريبوفلاوين موجب مقاوم شدن گياهـان بـرنج         . نمايد  مي تشريح

 شـد كـه   PO-C1 و LOXاز طريق افزايش بيان ژنهاي دفاعي نظيـر      
 و پراكـسيداز  Octadecanoid pathwayبترتيب نشانگر نقش عمـده  

. باشـد   مـي  در ايجاد مقاومت ناشي از ريبوفلاوين در ايـن پاتوسيـستم          
 ريبوفلاوين در تحريك ايجاد مقاومت در گيـاه بـراي بـيش از              كارآيي

 نشانگر اين است كه ريبوفلاوين يـك فعـال          ،بيست روز پس از تيمار    
كننده موثر سيستم دفاعي گياه است كه در مقايـسه بـا سـاير عوامـل                

  مقاومـت القـايي بـا دوام تـري ايجـاد           ،محرك سيستم دفـاعي گيـاه     
ي هـا   ي متداول بـراي كنتـرل بيمـاري       اه  همراه با استراتژي  . نمايد مي

 كـاربرد   ،ي نـسبتا مقـاوم    هـا   رايزوكتونيايي برنج نظير استفاده از واريته     
تواند يك روش نوين و بي خطر بـراي محـيط زيـست               مي ريبوفلاوين

ي دفـاعي گيـاه و نهايتـا كـاهش          هـا   باشد كه موجب تقويت مكانيسم    
 . شود  ميشدت بيماري و خسارت حاصل از آن
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A study on the effect of riboflavin as a defense activator in rice against 
Rhizoctonia diseases 
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Abstract 
In this study, the role of riboflavin (vitamin B2) as a defense activator in rice plant against Rhizoctonia 

diseases was investigated. Following application of riboflavin, rice plants developed systemic resistance to the 
pathogen and riboflavin did not have any direct effect on the growth pathogens and did not cause phytotoxicity 
on plants. The necessity of the time interval between riboflavin application and inoculation of pathogen for 
reduction of disease progress clearly indicates that riboflavin protects rice against R. solani by inducing plant 
defense responses and induction of resistance. This case was further confirmed by investigating the expression of 
defense genes, including cationic rice perroxidase (PO-C1), phenylalaninr ammonia-lyase (PAL), and 
lipoxygenase (LOX). Results revealed elevated levels of LOX and PO-C1 expression in riboflavin-treated plants 
especially after inoculation with the pathogen. Induction of resistance in plant even after 20 days post-treatment 
with riboflavin reveales that the vitamin is effective for induction of more durable resistance compared to other 
activators of plant defense system. Our findings demonstrate that using riboflavin as a plant defense activator is a 
new, simple, and environmentally safe strategy that could be used to control Rhizoctonia sheath diseases of rice. 
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