
  
  
  

  دا௉ه ع࢖وم ইشاورزی 

  تحقيقات غلات
  )219- 230( 1394 پاييز /سومشماره / پنجم دوره

  
به  )Oryza sativa(بر واكنش گياه برنج  Piriformospora indicaهمزيستي قارچ اثر 

  بيماري پوسيدگي طوقه
 

  4محمد علوي سيدو  3دزابابايياالله  يول، 2سيد حسن حسني، *2، محمد مهدي سوهاني1پور باقري عباس حاجي
  

كارشناس ارشد  -3دانشجوي دكتري و استاديار گروه بيوتكنولوژي دانشكده علوم كشاورزي دانشگاه گيلان، به ترتيب  -2و  1
  پزشكي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري  ياهگاستاديار گروه  -4 ،پژوهشكده ژنتيك و زيست فناوري طبرستان

  
  

  )2/6/94 :تاريخ پذيرش -3/3/94: تاريخ دريافت(
  چكيده

مقاومت سيستميك  يالقاموارد سبب از است كه در بسياري  ريزجانداراي Piriformospora indicaزيست  هم قارچ درون
عامل بيماري پوسيدگي طوقه  كه Fusarium proliferatumقارچ ، گريد از طرف. شود ميزبان مي ياهاندر گعليه بيمارگرها 

 پژوهش. سمي استانسان و دام  كند كه براي يمي يها زهرابهتوليد  ،علاوه بر كاهش رشد و عملكرد ،اعي برنج استدر گياه زر
 به منظور كنترل بيماري F. proliferatumو قارچ  P. indicaزيست همدرون قارچ  بينكنش برهم يينتعحاضر با هدف 
هاي مورفولوژيك بيماري بر اساس نتايج حاصل، نشانه. م شدهاي غير شيميايي انجااستفاده از روشبا  پوسيدگي طوقه

 هايهاي نابجا در گره وجود ريشك ،هايدگي برگكاي شدن و خش قهوه يا، زرد گياهان ارتفاع غير نرمالپوسيدگي طوقه از قبيل 
ميزان فعاليت برخي از . نشدمشاهده  بودند، تيمار شدهپيش P. indicaقارچ  قبلاً بادر گياهاني كه  پوكي و اول و دوم

در  ،تيمار شده بودندپيش P. indicaكه با قارچ در گياهاني پوسيدگي طوقه  اكسيدان در پاسخ به بيماري هاي آنتي آنزيم
ريشه گياهان پراكسيداز در   آسكوربات و هاي پراكسيداز يمآنزسطوح فعاليت  كه نشان داد )تيمار نشده(شاهد گياهان مقايسه با 

در برنج نيز فعاليت آنزيم كاتالاز  .دار نبودمعني ها برگاما تغيير در  ،افزايش يافتداري به طور معنيقارچ  اين شده با تيمارپيش
 موثر نقش  نشان دهنده احتمالاًنتايج اين . داشت هاو ريشه هاداري در برگزيست و آلوده به بيماري، افزايش معني داراي هم

 هاي مختلف از جملهبا استفاده از روش F. proliferatumقارچ در برابر زراعي مهم گياه اين ز در حفاظت ا P. indicaقارچ 
 P. indicaشود از قارچ بنابراين، بر اساس نتايج اين تحقيق پيشنهاد مي .استاكسيدانت  هاي آنتي افزايش ميزان فعاليت آنزيم

  . دگي طوقه در برنج استفاده شودهاي كنترل غير شيميايي بيماري پوسيبه عنوان يكي از روش
  
 كاتالاز، زيستدرون هم، پراكسيدازباكانه، بيماري اكسيدانت،  آنتي هاي يمآنز، پراكسيداز  آسكوربات: كليدي هاي واژه
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 مقدمه
. استا برنج غذاي عمده بيش از نيمي از مردم دني

افزايش توليد و نيز پايداري توليد از اهداف كشورهاي 
 استيابي به امنيت غذايي  توليد كننده جهت دست

)Song and Goodman, 2001 .(غير زيستي و  عوامل
برنج دانه و كيفيت زيستي مختلفي سبب كاهش عملكرد 

عوامل  ينتر عمدهزا از  هاي بيماري د كه قارچنشو مي
هاي  پوسيدگي ريشه و طوقه از جمله بيماري. هستند

خيز دنيا مشاهده كه در اكثر مناطق برنج استبذرزاد برنج 
هاي  علاوه بر كاهش عملكرد، با توليد زهرابه و شود يم

 شود م ميقارچي باعث ايجاد مسموميت در انسان و دا
)Desjardin et al., 1997, 2000.(  

 F. proliferatum  و Fusarium fujikuroiدو گونه 
هاي اصلي عامل ايجاد اين بيماري در شمال ايران و  گونه

گونه غالب در مازندران گزارش  F. proliferatumگونه 
فومونيزين ). Alian et al., 2005( شده است

)Fumonisin( ت ثانوي است كه به مقدار ترين متابولي مهم
هاي  در همه بخش توليد وآن را F. proliferatum زياد 

اين مايكوتوكسين در . گياه از جمله بذر ذخيره ميشود
 ,.Matić et al( كند انسان و دام ايجاد مسموميت مي

روش متداول كنترل بيماري پوسيدگي طوقه ). 2013
و نيز  دارد ها است كه هزينه بالاييكش استفاده از قارچ

بنابراين، لازم . زيست محيطي نامطلوب استآثار داراي 
هايي ابداع شود تا مقاومت پايدار گسترش  است استراتژي

 هاي پايدار است يابد و مقاومت القايي يكي از اين استراتژي
)Song and Goodman, 2001.(  

هاي  امروزه مشخص و ثابت شده است كه يكي از روش
زاي گياهي استفاده  مقابل عوامل بيماريالقاي مقاومت در 

از جمله اين . استدر گياهان  زيست هم ريزجانداراناز 
 Piriformospora زيستدرون هم، قارچ ريزجانداران

indica  است كه در ريشه تعداد زيادي از گياهان گزارش
رده ، Sebacinalesاين قارچ از راسته . شده است

Agaricomycetes  و شاخهBasidomycota  است و
اولين بار از ريزوسفر گياهان كهور و كنار در كشور 

اين ). Verma et al., 1998( هندوستان جداسازي شد
قارچ در فضاي بين سلولي و داخل سلولي ريشه گياه رشد 

كند و موجب تحريك مقاومت سيستميك عليه عوامل  مي
  .شود زاي ريشه، ساقه و برگ در گياه مي بيماري

با گياه جو موجب مقاومت  P. indicaرچ همزيستي قا
سيستميك گياه عليه بيماري سفيدك سطحي جو 

Blumeria graminis f.sp. hordei  شد)Waller et 
al., 2005 .(تيمار  گياهان جوريشه  ،در مطالعه ديگري

 ،در مقايسه با گياهان شاهد P. indicaبا قارچ  شده
ه جو مقاومت سيستميك عليه بيماري پوسيدگي ريش

ضمن اينكه مقاومت همراه با افزايش بيان  ،نشان دادند
 ,Deshmukh and Kogel( بود) PR(هاي مقاومت  ژن

با گياه جو باعث  P. indicaقارچ  همزيستي).  2007
مقاومت در برابر بيماري پوسيدگي ريشه ناشي از  يالقا

Fusarium culmorum  شد كه اين پديده با افزايش
 اكسيدانت در گياه همراه بود آنتيهاي  ميزان آنزيم

)Harrach et al., 2013.(   
گياهان به علت ثابت بودن در يك مكان و عدم توانايي 

. ندهستهاي محيطي  فرار دائماً در معرض انواع تنش
ها در گياهان سبب انفجار اكسيداتيو از طريق افزايش  تنش

ش افزاي .شوند مي) ROS(هاي آزاد اكسيژن  ميزان راديكال
 يغشاهاي آزاد اكسيژن، پراكسيداسيون ليپيد  ل راديكا

پلاسمايي و خسارت به پروتئين و اسيدهاي نوكلئيك و 
 Apel and(نهايتاً مرگ سلولي را در پي خواهد داشت 

Hirt, 2004  .( براي اجتناب از اين خسارت گياهان داراي
 هستنداكسيداني  هاي آنزيمي و غير آنزيمي آنتي مكانيسم

هاي  مضر راديكال آثارين بردن از بعادل بين توليد و كه ت
). Waller et al., 2005(سازد  آزاد اكسيژن را برقرار مي

 Harpophora oryzaeزيست  زيستي قارچ درون هم هم
با ريشه برنج موجب حفاظت گياه در برابر قارچ عامل 

از طريق ) Magnaporthe oryzae(بيماري بلاست 
اكسيدان كاتالاز و  هاي آنتي آنزيم افزايش ميزان توليد

   ).Su et al., 2013(د شپراكسيداز 
با گياه  P. indicaهمزيستي  قارچ  اثر در اين مطالعه 

مقاومت عليه بيماري پوسيدگي طوقه  ياحتمال القا وبرنج 
احتمالاً در مقاومت  ي كههاي ميزان توليد آنزيم. بررسي شد

شامل  ،لت دارنددخا به بيماري پوسيدگي طوقه برنج
پراكسيداز، آسكوربات پراكسيداز و كاتالاز در گياهان تيمار 

در مقايسه با گياهان تيمار نشده  P. indicaشده با قارچ 
 .Fو  P. indicaو ويژگي آنتاگونيستي دو قارچ 

proliferatum  ارزيابي شدنيز نسبت به يكديگر.  
 

 ها مواد و روش
  ها تهيه و تكثير قارچ

 تهيه شده از ( P. indicaدرون همزيست  چجدايه قار
شناسي كاربردي دانشگاه  شناسي و جانور سسه بيماريوم
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 CM در محيط كشت جامد اختصاصي) گيسن آلمان
)Complex Medium( )Waller et al., 2005(  كشت و

 سلسيوسدرجه  25براي توليد اسپور سه هفته در دماي 
درون ور قارچ براي تهيه مايه تلقيح اسپ. نگهداري شد

به ميزان  20، از آب مقطر سترون حاوي توئين همزيست
  درصد استفاده شد 05/0

تهيه شده از ( Fusarium proliferatumجدايه قارچ 
در محيط ) آمل سسه تحقيقات برنج كشور،وممعاونت 

در PDA) Agar -Dextrose- (Potato كشت جامد
 شد روز رشد داده 10به مدت  سلسيوسدرجه  22دماي 

)Amatulli et al., 2012 .(در آب سترون حاوي  هااسپور
پخش و سوسپانسيون حاصل از  20درصد توئين  05/0

مايه تلقيح حاوي . پارچه دو لايه كتاني عبور داده شد
   .ليتر براي آلوده سازي آماده شد اسپور در ميلي 5×104

 
در ريشه  P. indica درون همزيستاستقرار قارچ 

  گياه برنج
رقم رايج منطقه و حساس (طارم محلي  ر برنج رقم بذ

از مزرعه پژوهشي پژوهشكده ) به بيماري پوسيدگي طوقه
ساري تهيه  -فناوري كشاورزي طبرستان ژنتيك و زيست

با  هاهاي سطحي، بذر براي از بين بردن آلودگي. شد
 دقيقه ضد 30به مدت درصد  25/0هيپوكلريت سديم 

 .مقطر استريل آبكشي شدند بار با آب سهعفوني و سپس 
 .Pهاي چهار روزه در مايه تلقيح قارچ  ريشه گياهچه

indica )106 ور و به  غوطه) ليتر كلاميدوسپور در ميلي
دور در دقيقه  40ساعت روي شيكر با سرعت  پنجمدت 

هاي شاهد نيز در  زمان ريشه گياهچه هم. تكان داده شد
هاي  اهچهگي. دشور  ابه فاقد اسپور قارچ غوطهمحلول مش

روي كاغذ صافي مرطوب  تيمار شده به مدت يك شب
قرار داده شدند تا  P. indicaشده با سوسپانسيون قارچ 

در نهايت . ندخوبي كلاميدوسپورها وارد ريشه شوبه 
هاي تيمار شده و شاهد در سه تكرار به ظروف  گياهچه

 ,.Yoshida et al(حاوي محيط غذايي مايع يوشيدا 
  .گلخانه انتقال يافتند هب) 1976

 
  با ريشه گياه  P. indicaهمزيستي  قارچ  آزمون

 بازيست درون همبه منظور بررسي همزيستي  قارچ 
شاهد  ريشه گياه برنج، بافت گياهان تلقيح شده و

و با  )Vierheiling et al., 1998(آميزي  رنگ
  . ميكروسكوپ بررسي شدند

زيستي آن در ريشه استقرار پايدار قارچ ميكوريز و هم
 وشامل دو  شد كهطي سه مرحله بررسي و مطالعه  ،گياه

 بود دهيو پايان خوشهها  گياهچهچهار هفته پس از كاشت 
 گياهان تلقيح شدهوجود كلاميدوسپورها در ريشه  و

هاي تاييد حضور قارچ درون همزيست در بافت .ارزيابي شد
در اين . شدمولكولي نيز انجام  روشريشه گياه برنج با 
هاي تيمار شده و  فوني سطحي ريشهع روش پس از ضد

 Murray( ي و تامپسوناروش مور ابژنومي  DNAشاهد، 
and Thompson, 1980( براي . استخراج شدها  از ريشه

ژنومي  DNAنانوگرم  150مقدار  ،قارچ مولكولي رديابي
 با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن PCRبراي واكنش 

EF-1-alpha (tef) )AJ249911 (هاي شامل آغازگر
 Deshmukh and( هاي زيريتوال باو معكوس  پيشرو

Kogel 2007(  و ارزيابي محصول استفادهPCR  روي ژل
-TBE )Tris-Boric acidدرصد در بافر  2آگارز 

EDTA (انجام شد :  
   'ACCGTCTTGGGGGTTGTATCC 3 '5:    يشروپ

   'TCGTCGCTGTCAACAAGATG 3 '5    :معكوس
 

  زني قارچ عامل بيماري پوسيدگي طوقه به گياه  مايه
 .Fجدايه قارچ مايع تلقيح تهيه شده از 

proliferatum  براي ليتر  اسپور در ميلي 5×104حاوي
ريشه و براي اين منظور، . ها استفاده شدزني گياهچهمايه

از شاهد و نيز نيمي  اي هاي دو هفته طوقه نيمي از گياهچه
 .P قارچ باشده  يحتلق پيش يا دو هفته هاي هگياهچ

indica سوسپانسيون اسپور ساعت داخل  12مدت  به
كوبي  عمل مايه تا ندور شد غوطه F. proliferatumقارچ 

فعاليت   گيري به منظور اندازه. دبه خوبي انجام شو
گيري از برگ و ريشه در  نمونه ،اكسيدانت هاي آنتي آنزيم

ساعت پس از  96و  72، 48، 24فواصل زماني صفر، 
منتقل و  سلسيوسدرجه  -80به فريزر  و كوبي انجام مايه

اكسيدانت  هاي آنتي آنزيمفعاليت نگهداري شدند تا 
   .دشوگيري  اندازه

 
  فنوتيپي بيماري ارزيابي

براي ارزيابي فنوتيپي توسعه بيماري پوسيدگي طوقه 
سيستم  زيست از در گياهان تيمار شده با قارچ درون هم

المللي تحقيقات برنج  موسسه بيناستاندارد ارزيابي 
)International Rice Research Institute, 2014 (و 

 )Zainudin et al., 2008( الدين و همكاران زين روش
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گياهان ميزبان در برابر  اساس، واكنشاين بر . ستفاده شدا
گياهچه،  طبيعيرشد غير  مانندخصوصياتي براي بيماري 

ها، وجود  اي شدن و خشكيدن برگ شدن، قهوه ردز
اي اول و دوم، وجود توده ه هاي نابجا در گره ريشك

ها  ميسيليوم قارچ در سطح ساقه گياه و پوك شدن دانه
 پنجبه م گياهان با توجه به اين علاي. رداري شدب يادداشت

  .ارزيابي شدند 4مختلف و با مقياس صفر تا  گروه
 

 in vitroارچ در شرايط كنش دو قبرهم تعيين
 F. proliferatumو  P. indicaهاي  كنش قارچبرهم

مطالعه و  PDAدر ظروف پتري حاوي محيط كشت جامد 
يك  ظروف پتري، در مركزكه بررسي شد، بدين نحو 

و به فواصل مساوي در  F. proliferatumآگار  صفحه
قرار داده  P. indicaآگار  صفحه ، چهارچهار طرف آن

حالتي ديگر، در ظرف پتري حاوي محيط كشت  در .شد
) SNA )Synthetic Nutrient deficient Agarجامد 
در مركز و پس از گذشت  P. indicaآگار  صفحهيك 

در چهار طرف آن به  ،زيست قارچ همچهار روز از رشد 
قرار  F. proliferatumآگار  صفحهفواصل مساوي يك 

  ).Deshmuch et al., 2007(داده شد 
  

  تاكسيدان هاي آنتي فعاليت آنزيم گيري اندازه
كوبي با قارچ عامل بيماري  چهار روز پس از مايه

ها و   از برگ) F. proliferatum(پوسيدگي طوقه 
كشت شده در محيط كشت  هاي برنج گياهچه  هاي ريشه

هاي  گيري ميزان فعاليت آنزيمهزجهت اندا آبي يوشيدا
و ) APX(اكسيداز ، آسكوربات پر)POD(پراكسيداز 

اين بازه زماني براي . برداري شدنمونه) CAT(كاتالاز 
ضمن اينكه  ،كندكفايت مي قارچ عامل بيمارياستقرار 

روز  سههاي مقدماتي نشان داد كه تا قبل از آزمون
). نتايج نشان داده نشده است(شود فعاليتي مشاهده نمي

 Nickel(از روش  PODبراي سنجش فعاليت آنزيم 

and Cunningham, 1969( فعاليتو  شد استفاده 
مول بر گرم بافت تازه در دقيقه  آنزيمي بر حسب ميكرو

نانومتر با  470تغييرات جذب در طول موج  . محاسبه شد
در محلول . استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر قرائت شد

مولار  ميلي 50فسفات بافر  از جاي عصاره آنزيمي بلانك به
 از روش ،CATسنجش فعاليت آنزيم براي  .داستفاده ش

) Cakmak and Marschner, 1992( مارشنر و كاكماك
فعاليت آنزيمي بر حسب ميكرومول استفاده شد و 

در طول بر گرم بافت تازه در دقيقه هيدروژن  پراكسيد 
براي سنجش فعاليت . شد ارزيابينانومتر  240 موج
استفاده شد  )et al., 1995 Aono(از روش ،  APXآنزيم

 نانومتر قرائت 290منحني تغييرات جذب در طول موج و 
فعاليت آنزيمي بر حسب ميكرومول آسكوربيك  و سپس

تجزيه . شداسيد بر گرم بافت تازه در دقيقه محاسبه 
الب طرح قدر  ،پس از آزمون نرمال بودنها  دادهواريانس 

روش ها به  و ميانگينبا سه تكرار انجام كاملاّ تصادفي 
افزار با استفاده از نرم درصد 5توكي در سطح احتمال 

SAS  شدندمقايسه  9نسخه.  
  

  بحث نتايج و
  با ريشه گياه برنج P. indicaهمزيستي  قارچ 

، گياه ريشه با P. indica قارچ  همزيستيجهت تأييد 
كلاميدوسپورهاي ، آميزي ريشه تلقيح شده رنگپس از 

اي در بافت  ل و زنجيرهقارچ به صورت گرد تا گلابي شك
هاي ريسه قارچ نيز در سطح  توده. كورتكس مشاهده شدند
، در صورتي كه كلاميدوسپورها و ندريشه قابل مشاهده بود

مشاهده نشدند هاي گياهان شاهد  در ريشههاي ريسه  توده
 tefدر بررسي مولكولي با آغازگر اختصاصي  ).1شكل (

در  P. indicaه جفت باز مربوط ب 160اي معادل  قطعه
اما در  ،هاي تلقيح شده تكثير و روي ژل مشاهده شد نمونه

 دشن مشاهدهنمونه شاهد تكثيري صورت نگرفت و باندي 
  ).2شكل (

 
بيماري پوسيدگي طوقه در گياهان تيمار شده با 

   P. indicaقارچ 
زيست  هم تلقيح شده با قارچ درون برنج پيش گياهان
P. indica  ه با قارچ عامل بيماري تلقيح شد سپسو

كه فقط  ندمقايسه شدي پوسيدگي طوقه با گياهان شاهد
ه دشكوبي  با قارچ عامل بيماري پوسيدگي طوقه مايه

م بيماري در دو گروه يروز پس از آلودگي علا 10. بودند
نشان داد كه همگي داراي رشد نتايج  .گياه بررسي شد

چند در  هر ند،در مقايسه با شاهد بود طبيعيعادي و 
ها مشاهده شد كه  خفيفي در برگزردي  اول گياهان گروه

 ,.Zainudin et al(و همكاران  الدين بر اساس مقياس زين
در مقابل،  ).A3شكل ( گروه يك قرار گرفتند در) 2008

تلقيح عامل پوسيدگي طوقه با قارچ گياهاني كه فقط 
 داراي رشد غير نرمال بوده بدين صورت كه برخي از شدند

برخي بلندتر از اندازه  تر و اين گياهان داراي ارتفاع كوتاه
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هاي اين  برگ ).C3شكل (اند  نرمال تيپيك رقم را داشته
اي  سپس زرد، قهوه ،قبيل گياهان ابتدا سبز متمايل به زرد

گياهان  ،ضمن اينكه). B3( و در نهايت خشك شدند
ول در گره ا. كمتري توليد كردند هاي ضعيف و تعداد پنجه

 هاي نابجا سطح خاك ريشهدر و دوم اين قبيل گياهان 
هاي پوك بودند  ها داراي دانه ظاهر شد و تعدادي از خوشه

م در گياهاني كه فقط با يعلااين هيچ كدام از ). D3 شكل(
P. indica مشاهده نشد ،تلقيح شده بودند.   

در صورت تاييد  بود كهاميد بخش  تحقيقنتايج اين 
با همكاري متخصصان توان هاي تكميلي ميپس از آزمايش

هاي عملياتي كردن اين روش را در گياه پزشكي روش
مطالعه با . مزارع كشور در تحقيقات بعدي پيگيري كرد

. ردساير گياهان نيز از اميد بخش بودن نتايج حكايت دا
 P. indicaهمزيستي قارچ  در زمينهمطالعات انجام شده 

سبب تحمل بالاتر  آنكنش برهم با گياه جو نشان داد كه
و  F. culmorumمانند زا هاي بيماري گياه در برابر قارچ

Cochliobolus sativus  در مقايسه با گياهان شاهد فاقد
 Waller et( عملكرد دانه افزايش يافت و همزيست شد

al., 2005 .( قارچP. indica  موجب القاي مقاومت
شد نيز طحي سيستميك در جو عليه بيماري سفيدك س

ها  درصدي در اندازه لكه 70كه نتيجه آن كاهش 
 P. indicaكلونيزه شدن ريشه جو با قارچ . بود) پوستول(

 F. graminearumشد تا گياه نسبت به بيماري  سبب 
و   م بيماري شامل پوسيدگي ريشه، علايمقاومت پيدا كند

 Deshmukh( طوقه مشاهده نشود و عملكرد افزايش يابد

and Kogel, 2007 .( قارچP. indica  موجب حفاظت
 .Fسيستميك گياه جو در برابر قارچ بيماريزاي 

culmorum هاي  با افزايش ميزان توليد آنزيم
همزيستي ). Harrach et al., 2013( شد اكسيدانت  آنتي

موجب شد  P. indicaزيست  هم ريشه گندم با قارچ درون
 م بيماريعلاي اي اي و مزرعه شرايط گلخانه گياه در

 ،Blumeria graminisسفيدك سطحي ناشي از 
 Pseudocercosporellaناشي از پوسيدگي ساقه 
herpotrichoides  ناشي ازو پوسيدگي ريشه F. 

culmorum را كمتر نشان دهد )Serfling et al., 
بر اين اساس، استفاده از اين قارچ در قالب ). 2007

تواند علاوه ز شمالي ميخيعمليات زراعي در مناطق برنج
  .بر مزاياي ديگر به افزايش محصول برنج منجر شود

 
در  F. prolifratumو  P. indicaكنش قارچ برهم
 in vitroط شراي

در اين آزمايش ويژگي آنتاگونيستي احتمالي دو قارچ 
در  F. proliferatumبدين نحو كه قارچ  ،مطالعه شد

 .Pن قارچ و در چهار طرف آ PDAمركز محيط كشت 
indica پس از اتمام مدت آزمايش مشاهده. قرار داده شد 

تأثيري مستقيم بر  ميسيليوم دو قارچ رشد كرده وشد 
در بررسي اثر مستقيم ). 4شكل (رشد قارچ ديگر نداشتند 

 F. graminearumو  P. indicaآنتاگونيستي دو قارچ 
بر نتايج نشان داد كه دو قارچ اثر آنتاگونيستي مستقيم 

  ).Deshmuch et al., 2006( رشد يكديگر نداشتند
  

  
كه با پيكان  تيره تا گلابي شكل گردهاي لكه. P. indicaهاي برنج تلقيح شده با قارچ درون همزيست  بررسي ميكروسكوپي ريشه - 1شكل 

   .ندهستكلاميدوسپورهاي قارچ در بافت كورتكس ريشه برنج  اند،نشان داده شده
Figure 1. Microscopic analysis of rice roots inoculated with endophytic fungi P. indica. Darkly pigmented and 

thick-walled clamidospores on the root surface presented by an arrow. 
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قارچ درون  TEF-1-alpha (tef) با آغازگر اختصاصي ژن فاكتور طويل سازي ترجمه  PCRباندهاي الكتروفورزي محصول  -2شكل 

كنترل ( P. indica قارچ DNA -3 ،)كنترل منفي( گياه شاهد -2، )Fermentas, 100 bp( اندازه نشانگر -indica P.، 1همزيست 
 ..indica P با قارچ  نتيمار شدروز پس از  10 انگياه DNA -5و  4، )مثبت

Figure 2. Electrophoretic bands of PCR product of the elongation factor EF-1-alpha (tef) gene of root endophyte 
Piriformospora indica. 1. 100 bp DNA size marker, Fermentas, 2. Control plant (non-inoculated, negative 

control), 3. P. indica fungus DNA (positive control), 4 and 5. Plants 10 days after inoculation with the P. indica. 
 

  
  اكسيدانت هاي آنتي فعاليت آنزيم سنجش

 .Fزاي  چهار روز پس از آلودگي گياهان با قارچ بيماري
proliferatum ريشه و برگ كليه تيمارها شامل :P0F0 

 P. indica( ،P0F1فقط تلقيح با ( P1F0، )تيمار شاهد(

تلقيح با ( P1F1و ) F. proliferatumكوبي با  فقط مايه(
P. indica بي با كو و مايهF. proliferatum ( برداشت و

 اكسيدانت پراكسيداز از نظر ميزان توليد سه آنزيم آنتي
)POD(آسكوربات پراكسيداز ، )APX (و كاتالاز )CAT (

واريانس و مقايسه ميانگين ها  نتايج تجزيه. ارزيابي شدند
در تيمار  ت كه ميزان آنزيم پراكسيداز ريشهمبين آن اس

P1F1 تلقيح با قارچ عامل بيماري به  چهار روز پس از
درصد نسبت به تيمارهاي شاهد و تيمار  40ميزان حدود 

P0F1  افزايش نشان داد، مقدار اين آنزيم در برگ در بازه
داري در بين تيمارها  تفاوت معني زماني مطالعه شده

   ).5شكل (نداشت 
و نيز آلوده شده  P. indicaهاي تلقيح شده با  ريشه

نسبت به  F. proliferatumو  P. indicaبا هر دو قارچ 
 43افزايشي به ترتيب حدود  P0F1تيمار شاهد و تيمار 

د آنزيم آسكوربات درصد در ميزان تولي 29درصد و 
كه همچون آنزيم پراكسيداز  ند، در حاليپراكسيداز داشت
وجود ها  داري  براي اين آنزيم در برگ اختلاف معني

كاتالاز  آنزيمدار شدن توليد علت معني ).5شكل ( نداشت

ها در مقايسه با ساير تيمارها و مشابه ريشه  برگدر 
هاي مربوط به سيستم ممكن است به سبب انتقال پيام

    . هاي هوايي باشداز ريشه به اندام ISRدفاعي 
ميزان افزايش توليد آنزيم كاتالاز  P1F1و  P1F0تيمارهاي 

برابر شاهد  5/2و  5/1به ترتيب  هاي تيمار شدهريشهدر 
افزايشي  P0F1نسبت به تيمار  P1F1تيمار ه ويژه كه ب ،بود

اين آنزيم در برگ ). 5شكل ( درصد را نشان داد 65حدود 
داري نشان داد،  هم در تيمارهاي مختلف تفاوت معني

برابر  3/3افزايشي حدود  P1F1بدين صورت كه در تيمار 
درصدي نسبت به  38افزايش حدود  شاهد و بهنسبت 
   ).5شكل ( داشت P0F1تيمار 

هاي گياهي باعث تنش  هاي غير زنده و بيمارگر تنش
هاي اكسيژن  اكسيداتيو در گياهان از طريق توليد راديكال

سلولي سبب آسيب  ROSو ميزان بالاي ) ROS(آزاد 
ياه در گ .شوند ها و نهايتاً مرگ سلولي ميرساندن به سلول

اجتناب از اين خسارت، از مكانيسم آنزيمي و غير آنزيمي 
 ,Foyer and Noctor( كند اكسيدانت استفاده مي آنتي

اكسيدانت پراكسيداز، آسكوربات  هاي آنتي آنزيم). 2005
هايي هستند كه در گياه  پراكسيداز و كاتالاز از جمله آنزيم

 ,.Harrach et al( كند توليد مي ROSبراي تجزيه 
2013.(

    

1 2 3 4 5 

160bp 



 225                                                                                                  1394پاييز / سومشماره / پنجم دوره/ تحقيقات غلات

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
زردي  .F. proliferatum .Aو بيمارگر   P. indicaم در گياهان برنج تيمار شده با تركيب مختلف قارچ همزيست بروز علاي - 3شكل 

ها و  زردي و خشكيدگي برگ. F. proliferatum ، Bو آلوده به  P. indicaشده با  گياهان تيمارهاي  خفيف و عدم خسارت خوشه
 .Pشده با  تيمارو ارتفاع متعادل در گياهان  رشد طبيعي. F. proliferatum، Cها در گياهان آلوده به  ها و پوكي دانه خسارت به خوشه
indica  و آلوده بهF. proliferatum، D . رشد غير نرمال و ارتفاع نا متعادل در گياهان آلوده به F. proliferatum .  

Figure 3. Appearance of disease symptoms in rice plants inoculated with P. indica and infected with  
F. Proliferatum. A. Yellowish leaves and non-damaged panicles inoculated with P. indica and infected with  

F. proliferatum, B. Dry and yellow leaves, damaged panicles and unfilled grains in plants infected with  
F. proliferatum, C. Normal growth and balanced height in plants inoculated with P. indica and infected with  

F. proliferatum, D. Abnormal growth and unbalanced height in plants infected with F. proliferatum. 
  
  
  
  

 

A B 

C D 
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روز پس  7پتري حاوي آگار  دريسيليوم دو قارچ مرشد طبيعي  .)P( P. indicaو قارچ  )F. proliferatum )Fكنش قارچ برهم - 4شكل 

  .وجود ندارد in vitroگونه تأثير آنتاگونيستي بين دو قارچ در شرايط  هيچكه نشان داد كشتي آنها از هم
Figure 4. Interaction between F. proliferatum (F) and P. indica (P). Natural growth of the two fungi mycelium 

on the agar seven days after co-cultivation showed that there was no antagonistic effects between them.  
 
 

هاي درون همزيست كلونيزه كننده ريشه مانند  قارچ
P. indica  باعث ايجاد مقاومت سيستميك و افزايش

در . شوندهاي آنتي اكسيدان در گياهان ميفعاليت آنزيم
عليه سفيدك  P. indicaهاي  استفاده از  قارچ ،ايمطالعه

هاي گلوتاتيون  افزايش توليد آنزيم ، سببپودري گندم
 ,.Waller et al(در برگ شدند  GSHو  (GR)ردوكتاز 

هاي مختلف فوزاريوم  گندم به گونه آلودگي ريشه). 2005
د، در نشو باعث افزايش چند برابري تنش اكسيداتيو مي

دهنده قوي تجمع  كاهش P. indicaحالي كه  
. شود القا مي  F. culmorumاكسيداتيوي است كه توسط

هاي  افزايش ميزان توليد آنزيم قارچ همزيست با القاي
 -هيدرو ي، دSOD(، APX، GR(سوپراكسيد ديسميوتاز 

هيدرو   و مونو دي) DHAR(ردوكتاز  آسكوربات 
 ROSدر گياه باعث كاهش ) MDHR(ردوكتاز   آسكوربات

همزيستي ). Harrach et al., 2013(شود  مي
Arthrobotrys oligospora  و آلوده شدن گياه به نماتد

، CAT ماننداكسيدانت  هاي آنتي باعث افزايش توليد آنزيم
SOD ،APX  وPOX زاييهاي مرتبط با بيماري آنزيم و 
گلوكاناز و فنيل آلانين آمونيالياز  3-1كيتيناز، بتا  مانند
  ).Singh et al., 2013( دنشو مي

مهم  تغلا هايدار كردن بذر ثابت شده است كه جوانه
با سوسپانسيون  ها آنجو و گندم و سپس تلقيح  انندم

ك و يمورفولوژسبب تغييرات  P. indicaاسپور قارچ 
و به طور  شوندميگياهان ميزبان  در فيزيولوژيك

نتايج تحقيقات  .دهدميداري عملكرد را افزايش  معني
 ،مقاومت سيستميك يالقاكه اين قارچ با  دهدنشان مي

ي بيمارگر ها قارچي زيستي و ها تنشگياهان را در برابر 
  ). Harrach et al., 2013( كند گياهي نيز مقاوم مي

سطح  توان در ي از نتايج اين تحقيقات ميندم بهرهبا 
دن دار كر تجاري به كشاورزان توصيه كرد تا پس از جوانه

 4يا  3هاي  بذر برنج قبل از بذرپاشي در خزانه، گياهچه
 .Pساعت در سوسپانسيون اسپور قارچ  5روزه را به مدت 

indica  ساعت در سيني داراي كاغذ  12و سپس به مدت
تا اسپور به د قرار دهن قارچ ه به اسپورصافي مرطوب آغشت

خوبي وارد و عمل كلونيزه شدن با احتمال بالايي انجام 
با توجه به نتايج مطالعات در ديگر گياهان خانواده . شود

تواند علاوه بر  يم احتمالاً P. indicaگندميان، قارچ 
ي ها تنشافزايش عملكرد، مقاومت گياه برنج را نسبت به 

خشكي و شوري و بيمارگرهاي قارچي  غير زنده مثل
رسد با توجه به نتايج اين تحقيق به نظر مي .افزايش دهد

مقاومت  يتواند سبب القامي P. indicaقارچ  كاربرد
 F. proliferatum قارچ يهبرنج بر عل ياهدر گ يستميكس
د و از اين طريق خسارت ناشي از بيماري را كاهش وش

شات تكميلي و تكرار بديهي است پس از آزماي. دهد
در صورت تاييد نتايج، ارايه راهكارهاي عملي در  و آزمايش

تواند در قارچ در سطح مزارع برنج مياين استفاده از 
هاي در استان پوسيدگي طوقهكاهش و كنترل بيماري 

  .شمالي كشور موثر باشد

F 

P 

P 

P 

P 
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    (B) فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز ريشه برنج                            (A) فعاليت آنزيم پراكسيداز ريشه برنج 

  
  

  

  

  

  

  

  

              D .فعاليت آنزيم كاتالاز برگ برنج                                              C .فعاليت آنزيم كاتالاز ريشه برنج  
  . در برنج F. proliferatumو  P. indica دو قارچهاي مختلف  يبتركهاي آنتي اكسيدانت در  يمآنزگيري ميزان فعاليت اندازه - 5شكل 

A. فعاليت آنزيم پراكسيداز در ريشه برنج، B. فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در ريشه برنج، C. فعاليت آنزيم كاتالاز در ريشه برنج، D. 
 P0F0 :اند ازعبارتتيمارها . شده استانجام  %5در سطح احتمال مقايسه ميانگين تيمارها با روش توكي . فعاليت آنزيم كاتالاز در برگ برنج

و  P. indicaتلقيح با  پيش( P1F1و ) F. proliferatumكوبي با  فقط مايهP. indica( ،P0F1 )فقط تلقيح با ( P1F0، )تيمار شاهد(
  .)F. proliferatumكوبي با  مايه

Figure 5. Antioxidant enzymes activity in rice plants under different treatments of two fungi, P. indica and  
F. proliferatum. A. Peroxidase activity in rice root, B. Ascorbat peroxidase activity in rice root, C. Catalase 

activity in rice root, D. Catalase activity in rice leaf. Mean comparisons were conducted by Tukey’s method at 
5% probability level. The treatments are: P0F0 (control), P1F0 (only inoculated with P. indica), P0F1 (only 
infected with F. proliferatum) and P1F1 (pre-inoculated with P. indica and infected with F. proliferatum).  
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Abstract 

Fusarium prolifratum is a causal agent of Bakanae disease (root rot and crown rot) in rice (Oryza 
sativa L.) which result in sever reduction of plant growth and yield. Morever, it produces mychotoxin 
that cause toxication in human and animals. Piriformospora indica is a endophytic fungus that can 
induced systemic resistance against different plant pathogens. In the current study, rice plants were 
pre-inoculated with P. indica followed by infected with Fusarium prolifratum in order to study the 
endophytic effects on plant resistance against Bakane disease as well as possibility of non-chemical 
control of the disease. A mild typical symptoms of the Bakane disease were developed in rice plants 
pre-inoculated with P. indica and chalenged with the Fusarum. Activity of some antioxidant enzymes 
such as Proxidase (POD), Ascorbat proxidase (POD) and catalase (CAT) were measured 4 days after 
inoculation with F. prolifratum in root and leaves. The concentration of the three enzymes were 
significantly higher in colonized plants with P. indica and challenged with F. prolifratum compare to 
non-colonized and control plants in root and leaves. These results suggest that P. indica might protect 
rice from necrotrophic pathogens through activating the plant antioxidant enzyme. Therefore, results 
of this research showed that the endophytic fungus P. indica can be used as one of the non-chemical 
methods for controlling Bakanae disease in rice.  

 
Keywords: Antioxidant enzyms, Ascorbat proxidase, Bakanae disease, Catalase, Endophyte, 
Proxidase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Corresponding author: msohani@guilan.ac.ir ; mhdsohani@gmail.com 


