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 سالم و مايه متحمل و حساس خيار دو رقم و آنزيم پراكسيداز در مقايسه ميزان فنل كل

   Fusarium oxysporum f.sp radicis-cucumerinum زني شده با دو سويه

  4، داريوش شهرياري3، حسن رضا اعتباريان2اله امينيان، حشمت*1الهام مولوي

  

  

  چكيده

 Fusarium oxysporum  در برابر قـارچ ايار گلخانهي رقم مختلف خ20  و حساسيت مقاومتدر بررسي واكنش

f.sp radicis-cucumerinum،32  ارقــام-PV ،Nasco ،Janette ،Sultan ،Nicoo 100 ،Negeen ،Rubah-l ،

CB- 61688222 ،8-Ayat ،PSR36-47112 ،Rubah-s   حساس به بيماري و ارقامFestival ،Jakie ،PSR 36-

45007  ،Ayat  ، 120118  ،Storm  ،FD-C101  ،SR36-45664  ،Khassib  تشخيص داده شـدند متحمل به بيماري 

ورد  كل و آنزيم پراكسيداز مهاي بيوشيميايي تركيبات فنل جهت بررسي Festival متحملو  Negeenرقم حساس  كه

 تا يك  حساس در مرحلهنستروهاي هر دو رقم بعد از رشد در مخلوط پيت ماس و پرليت      گياهچه. استفاده قرار گرفتند  

و بـراي گياهـان شـاهد         عامل بيمـاري   حاوي مخلوط ماسه و آرد ذرت آلوده به دو جدايه قارچ           سترون برگي به خاك     دو

 و ريشه گياهان در مراحل      ها از قسمت طوقه   نمونه برداري .  انتقال داده شدند    بود سترونذرت   حاوي مخلوط ماسه و آرد    

بعد از استخراج تركيبات فنلي و آنزيم پراكسيداز بـر       . زني انجام گرفت   بعد از مايه    روز 10يك، سه، پنج، هفت و      زماني  

 و فعاليت ايـن  مقدار اين تركيبات توسط اسپكتروفوتومتر  تغييرات جذب نور    گيري  و اندازه ،  هاي توصيه شده  طبق روش 

غييـرات تركيبـات فنلـي در طـي روزهـاي      ، تدست آمدهبر اساس نتايج به.  شد ارزيابيگياهگرم بافت تركيبات در ميلي 

سه و داري با يكديگر نداشت ولي فعاليت آنزيم پراكسيداز طي روزهاي     ارقام متحمل و حساس اختلاف معني      مختلف در 

    . حساس بودرقم ، ميزان آنزيم بيشتر ازمتحمل آلوده به قارچدار داشت و در رقم با يكديگر تفاوت معني  پنج

  

 ، Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum، كسيداز، تركيبات فنلي، خيـار پرا: كليد واژه ها

     مقاومت

      

  مقدمه     

  ريشه خيار پوسيدگي فوزاريومي ساقه و

F. oxysporum  f.sp. radicis-cucumerinum  در

هاي جيرفت،  در گلخانه1381 -82 سال از ايران

ث كرده و باع ورامين شروع به گسترش  ويزد

اين قارچ از مرحله  .)2( خسارات شديد شده است

علايم . زندشي خسارت ميخزانه تا پايان دوره روي

 يك ماهه ظاهر شده و اًابتدا روي گياهان حدود

  را بهپوسيدگي يقه و سپس پوسيدگي هيپوكوتيل

 پوسيدگي هيپوكوتيل ،با پيشرفت آلودگي. دنبال دارد

افت آلوده فيد قارچ روي بشديدتر شده و رشد س

هاي ثانويه هم ريشه اوليه و ريشه. شودظاهر مي

اي   قاعده ساقه تغيير رنگ قهوه در قسمتپوسيده و
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و گياهان آلوده كوتوله . شودمشاهده ميدر آوندها 

  . )32 (ميرندشوند و طي چند هفته ميپژمرده مي

د از جمله زاي خاكهاريي مبارزه با بيمابرا

كاشت بذور .  دارددي وجودهاي متعدفوزاريوم راه

 دو ساله و ، تناوب زراعي حداقلعاري از بيماري

، زير خاك كردن بقاياي عدم كاشت گياهان حساس

هاي هرز گياهي پس از برداشت و از بين بردن علف

 كاربرد. د در كنترل بيماري مؤثر واقع شودتوانمي

پاشي خاك با سموم مؤثر سموم تدخيني و محلول

روش مؤثر و قطعي براي معالجه . د باشدتواند مفيمي

روش . ين بيماري در طول كشت وجود نداردا

معمول مبارزه در مورد اين بيماري توسط زارعين 

استفاده از سموم قارچ كش سيستميك است ولي 

كاربرد اين تركيبات با خطرات مسموميت انساني و 

 نظر اقتصادي نيز زيست محيطي همراه است واز

تلف هاي مخاز طرفي روش. باشدميقابل توجيه ن

،  از كارايي كمي برخوردارندمبارزه زراعي نظير تناوب

شيميايي و هاي غيربنابراين استفاده از روش

در حال . سزايي برخوردار استبيولوژيك از اهميت به

هاي هاي مبارزه با بيماريحاضر از بهترين راه

زه وه بر مبارها علازاد از جمله فوزاريومخاك

 ، هاي تريكودرما وريزو باكترهابيولوژيك توسط گونه

-ي ميداراي مقاومت نسبكاربرد ارقام مقاوم يا ارقام 

ترين روش ترين و با صرفه، سالمترينباشد كه مهم

كنترل اين بيماري شناخته شده مديريتي در امر 

 رقم 24، ازميان 1پاركر هايبر طبق بررسي .است

آلوده شده با عامل بيماري خيار و پنج رقم طالبي 

 Escape , Flamingo , Luberonارقام

Mustang  و Seram ازگونه خيار long English 

 Calypso  و  Imagineحساس به بيماري و ارقام

متحمل به بيماري و ديگر ارقام حساسيت و مقاومت 

 18 نيز آزمايش ديگريك در . )21 (بينابيني داشتند

قاومت و حساسيت به اين رقم خيار جهت ارزيابي م

                                                 
1- Parker 

بيماري بررسي شدند و نتايج نشان داد كه ارقام 

Amazing, Sienna  وDominica  حساسيت

 Euphoriaبيشتري به عامل بيماري داشتند و ارقام 

, Korindaو Aviance  ترين ارقام در از متحمل

ساسيت  رقم باقيمانده نيز ح12برابر بيماري بودند و 

ي در بررسي ديگر. )27 ( داشتنديا مقاومت بينابيني

صورت گرفت واكنش  زارعكه توسط شهرياري و 

 رقم تجاري تحت شرايط طبيعي گلخانه نسبت 28

 10ارزيابي گرديد و در نتيجه به بيماري 

-Tkw1-52, Tkw1-45, Tkw1-87, Tkw1رقم

127, Tkw1-228, Astoria, Number one, 

Rubah-s, Columvia, Festivalيه  مقاوم و بق

-Sultan, PSR36-45007, PSR036 شاملارقام 

45009, Tkw2-9, Rubah-L , Evergreen, 

Cashmere, Parma, PSR36-47112, 

PSR36-45664, TKW1-97, TKW1-96  

TKW1-80, TKW1-68, PSR36-44326, 

PX36-46330, Bs036-41491, tkw1-110 
   .)2( حساس به بيماري مشاهده گرديد

 در هاآن نقش و فنلي باتتركي مقدار تغييرات

 مورد هابيماري به مبتلا گياهان در مقاومت ايجاد

 تجمع كه هددمي نشان نتايج و گرفته قرار مطالعه

 است مقاومت واكنش با در ارتباط اغلب فنلي مواد

 تجمع سرعت موارد بيشتر در). 36، 26، 14(

 مقاوم رقم در بيماري به ابتلا از بعد فنلي تركيبات

 مثبت رابطه خطي يك و است حساس رقم از زيادتر

 دارد وجود گياه مقاومت و فنلي تركيبات مقدار بين

 مقاومت با ارتباط در را فنلي مواد اعتباريان اما، )14(

. )10 (ندانست دخيل ايهقهو زنگ به جو ارقام

 با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني محقق ديگري

هاي  مكينهها وتجمع مواد شبه فنلي اطراف هيف

هاي قارچ سفيدك پودري متلاشي شده در برگ

 .)19 (مقاوم به بيماري را نشان داده استخيار  

  نيزپارازيت-افزايش پراكسيدازها در واكنش ميزبان

زبان در برابر بيماري ممكن است با مقاومت مي

دخالت مستقيم ماكو و همكاران . همراه باشد
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گياه گزارش ي پراكسيداز را در واكنش هاي دفاع

اند كه پراكسيداز از رشد عامل داده و نتيجه گرفته

  گزارش.)16 (آوردزا ممانعت به عمل مي بيماري

داز باعث دهد فعاليت پراكسي هاي متعددي نشان مي

شود و در واكنش ناسازگار  افزايش مقاومت گياه مي

، 8 (فعاليت پراكسيداز چند برابر واكنش سازگار است

البته در بعضي موارد افزايش ). 40، 33، 30، 12

فعاليت پراكسيداز در واكنش سازگار بيش از واكنش 

 رووني و نتايج تحقيقات). 39(ناسازگار بوده است 

دهد كه فعاليت پراكسيداز نشان نشان مي 1همكاران

دهنده تغييرات بيوشيميايي بوده و بخشي از واكنش 

هدف از اين بررسي . )24 و 23 (مقاومت است

اي به يابي مقاومت برخي ارقام خيار گلخانهارز

پوسيدگي فوزاريومي ساقه و ريشه و بررسي برخي 

  .باشدهاي بيوشيميايي مقاومت ميمكانيسم
 

  ها مواد و روش

 تهيه زادمايه قارچ عامل بيماري

 ماسه و آرد ذرت 2 ريكربه اين منظور طبق روش

 ميلـي ليتـر آب      10 مخلوط شده و     1 به   9به نسبت   

ر نيز جهت تأمين رطوبت بـه آن اضـافه شـد و             مقط

چند قطعه  .  شدند ستروندر اتوكلاو   سپس دو مرتبه    

بـه   روزه قـارچ     4متر از محيط كشت     ميلي 5به قطر   

 درجـه   25در دمـاي    اضـافه شـد و      مخلوط حاصـل    

.  هفتـه نگهـداري شـدند      3 -4گراد به مـدت     تيسان

 -2سبت  شده به نسترونسپس اين مخلوط با خاك 

هـاي   در گلـدان  .)25(رصد وزني مخلوط شـد       د 5/1

 استفاده شد سترونشاهد از مخلوط ماسه و آرد ذرت 

يك تا دو برگ حقيقي به خـاك  و گياهان در مرحله    

متوسـط    و شاهد منتقل شـده و در گلخانـه بـا          آلوده

 -17 و متوسط دمـاي شـبانه        28 -30دماي روزانه   

  .ندگراد تا ظهور علائم نگهداري شد درجه سانتي15

  

                                                 
1- Reuveni et al. 

2- Ricker 

   ابي مقاومت ارقاميآزمون ارز
ــون از  در  ــن آزم ــه 20اي ــار گلخان ــم خي اي  رق

)Rubah-s, PSR36-47112, 8-Ayat, CB- 

61688222, Sultan, Janette, 32-PV, 

Nasco, Rubah-l, Nicoo 100, Negeen, 

,Festival, ,Jakie  PSR 36-45007 Khassib, 

SR36-45664, FD-C101, Storm, 120118, 

Ayat ( و براي آلوده سازي از دو جدايـه         استفاده شد

زايـي   كـه در آزمـايش اثبـات بيمـاري    J1 ,P1 قارچ

زايـي را نـشان   توسط نگارنده بيشترين درجه بيماري    

سازي به روش خـاك     استفاده شد و آلوده    ه بودند داد

-ده بعـد از آلـو  سي روز. آلوده به قارچ صورت گرفت 

 بيمـاري ، شاخص شدت    سازي و ظهور كامل علائم    

ساقه و (  وزن تازه و خشك اندام هوايي و )1جدول (

ميـزان  و ريـشه ارقـام مختلـف ارزيـابي و             ) هابرگ

 .حساسيت و مقاومت ارقام مورد بررسي قرار گرفـت        

  تيمـار و   60 با   آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي     

.  و سه شاهد بـراي هـر تيمـار انجـام شـد        سه تكرار 

 و SAS 9,0ده از نرم افزار آناليزهاي آماري با استفا

  .ها به روش دانكن انجام شدمقايسه ميانگين

بررسي تغييرات بيوشـيميايي در ارقـام مقـاوم و          

  حساس آلوده به عامل بيماري

 آلوده سازي و شرايط رشد گياه

اي و تعيين ارقام پس از انجام آزمايشات گلخانه

، از دو )0 -3بر اساس مقياس (متحمل و حساس 

 j1 , p1 يوال و نگين و دو جدايه قارچ رقم فست

جهت بررسي برخي تغييرات بيوشيميايي استفاده 

زني به روش خاك آلوده به در اين آزمايش مايه. شد

هاي ارقام متحمل و گياهچه. قارچ انجام گرفت

-حساس در مرحله يك تا دو برگ حقيقي به گلدان

هاي حاوي خاك آلوده و خاك سترون به عنوان 

ماسه، تركيب خاك گلدان شامل . نتقل شدندشاهد م

: 1: 1كمپوست برگ، پرليت و خاك مزرعه به نسبت 

ها گلدان ،جهت حفظ دماي ريشه. ، سترون بود1: 2

متوسط ( درون حمام آب با هيتر تنظيم كننده دما 

 20 درجه و متوسط دماي شبانه 28دماي روزانه 



 ...مقايسه ميزان فنل كل و آنزيم پراكسيداز: مولوي و همكاران

  

34

 

روي  F. oxysporum  f.sp.  radicis-cucumerinum شاخص شدت بيماري قارچ -1جدول 

  )32(خيار

  0 -3مقياس   علائم بيماري

  0  بدون علائم

  1  پوسيدگي ابتدايي تا متوسط روي ريشه اصلي، ريشه هاي ثانويه و طوقه و كمي تغيير رنگ آوندي در ساقه

  2   و تغيير رنگ آوندي در ساقهپوسيدگي شديد روي ريشه اصلي ، ريشه هاي ثانويه و طوقه همراه با پژمردگي يا كوتولگي

  3  مرگ گياهچه

  

آزمايش درارديبهشت . قرار گرفتند) گراددرجه سانتي

 در 6×5و با نور طبيعي و بر پايه طرح فاكتوريل  ماه

تنظـيم شـد كـه      قالب كاملآ تصادفي در سه تكـرار        

بـرداري  شامل شش تيمار وپنج نوبت زمـاني نمونـه        

بـدون  (دو رقم در هر  تيمارها شامل شاهد سالم     . بود

زنـي  و ارقام متحمل و حساس مايه     ) زني با قارچ  مايه

ها در روزهاي يك،    نمونه. شده با دو جدايه قارچ بود     

آوري زني جمع  روز پس از مايه    10سه، پنج، هفت و     

  .شد

  استخراج پراكسيداز
اكسيدازهاي محلول در جهت استخراج پر

 بافر از 1 مادايان و همكارانبه روشسيتوپلاسم 

 استفاده شد) (pH=6 مولار 1/0فسفات سديم 

گيري شد و  آببرداري شدههاي نمونهريشه. )17(

-به هاون توسط ازت مايع در گرم از آن نيممقدار 

ليتر بافر ميلي 1سپس مقدار . آمدصورت هوموژن در

. به آن اضافه شد مولار سرد 1/0فسفات سديم 

 g ×14000  دقيقه در20عصاره حاصل براي مدت 

 سانتريفوژ شد و  گراد درجه سانتيچهاردر دماي 

گراد   درجه سانتي-20در دماي  و جدابخش روئي 

  .نگهداري شد

ارزيابي ميزان كل پـروتئين محلـول و سـنجش          

  پروتئين استاندارد

ين  پروتئگرمم به ميليجهت تعميم فعاليت آنزي

 جود در نمونهميزان پروتئين تام مو موجود در بافت،

                                                 
1- Madhaiyan et al. 

 .)6(  به شرح ذيل تعيين شد2 برادفورده روشها ب

 30همراه باليتر معرف برادفورد سه ميليابتدا 

 كامل مخلوط به صورت گياه  عصاره ريشهميكروليتر

 نانومتر در دستگاه 595 در  نور مقدار جذبشده و

ن دستگاه براي صفر كرد. قرائت شداسپكتروفوتومتر 

كه شامل فقط سه  هاي شاهداسپكتروفوتومتر از لوله

  ).6 (تر معرف برادفورد بود استفاده شدليميلي

  تهيه منحني استاندارد
تهيه منحني براي  3از سرم آلبومين گاوي

مقدار پنج  برادفورد طبق روش. استاندارد استفاده شد

 حل و از ستروندر آب مقطر از اين سرم گرم يليم

 40 و 30، 25، 20، 15، 10، 5آن به ترتيب 

ليتر هاي آزمايش حاوي سه ميليليتر به لولهميكرو

  نور مخلوطمقدار جذبمعرف برادفورد اضافه شد و 

 نانومتر در دستگاه اسپكتروفوتومتر قرائت 595در 

دست  سپس بين ميزان سرم و اعداد جذب به.شد

-آمده معادله رگرسيون و منحني مربوط به آن به

  .)6 (دست آمد

  راكسيدازاندازه گيري فعاليت آنزيم پ
تام  ميكروگرم پروتئين 40مخلوط واكنش شامل

  بودمولار ميلي200 4 گوايكل ميكروليتر معرف20و

- ميلي25 سيترات -بافر فسفات توسط آنحجم  كه

 ليتر رسانده شد و ميلي2  به 4/5اسيديته مول با 

 10سپس مقدار . دستگاه با استفاده از آن صفر شد

                                                 
2- Bradford 

3- Bovine serum albumin=BSA  

4- Guaiacol 
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 درصد به مخلوط 30 1ميكروليتر پراكسيد هيدروژن

 475در  نور واكنش اضافه گرديد و مقدار جذب

اي به مدت يك  ثانيه10نانومتر با فواصل زماني 

 نور در منحني تغييرات جذب و دقيقه قرائت شد

شيب خط   سپس عدد.مدت يك دقيقه رسم شد

عنوان فعاليت آنزيم در ه بونمربوط به معادله رگرسي

د مذكور با محاسبات ثانيه در نظر گرفته شد و عد

 درصورت تغييرات جذب همعمولي به فعاليت آنزيم ب

م گرم پروتئين تا نانومتر در دقيقه در ميلي475

 .تبديل شد

اكـسيداز محلـول بـه      بررسي آيزوزايم هاي پر   

ــورز نا ــومي  روش الكتروف ــته ب -Native)پيوس

PAGE)  
شامل دو  (2در اين روش از ژل پلي اكريلاميد

و ژل جدا شش درصد  كننده  ژل متراكمقسمت

 3 سيورز و همكارانطبق روش ) درصد12 كننده

 روز پنجم قداري از عصارهم. )28(استفاده شد 

ها و دار بودن ميانگينبا توجه به معني(برداري نمونه

 20 كه حاوي) ميزان افزايش آنزيم در آن روز

 ها ريخته شد وبود در چاهكگرم پروتئين ميكرو

 ميكروليتر 80دن بافر نمونه به حجم آن با افزو

سيم هاي اتصال به منبع تغذيه طوري . رسانده شد

نصب شد كه تانك بالا به قطب منفي و تانك پائين 

ولتاژ در مرحله ژل . به قطب مثبت وصل شود

 ولت و در مرحله ژل جدا كننده 75متراكم كننده 

  .  ولت در نظر گرفته شد100

  يدازرنگ آميزي آيزوزايم هاي پراكس
 ابتدا ژل چندين بار با آب مقطر شستشو داده شد

با مول  ميلي25 فسفات -ترات سپس در بافر سيو 

گوايكل با غلظت نهايي پنج  حاوي 4/5اسيديته 

.  قرار گرفت4 دقيقه روي شيكر30مول به مدت ميلي

يك درصد پراكسيد هيدرژن به آن  سپس مقدار

                                                 
1- H2O2  

2- Polyacrylamide gel 

3- Seevers et al. 

4- Shaker  

هاي ايمبلافاصله بعد از ظهور آيزوز. اضافه شد

  Rfو شاخص ) باندهاي قرمز رنگ(پراكسيداز 

ها كه عبارت است از فاصله طي شده به آيزوزايم

وسيله آيزوزايم تقسيم بر فاصله طي شده بوسيله 

  . )17 (رنگ برم فنل بلو تعيين شد

  استخراج تركيبات فنل كل 

 ماليك  كيبات فنلي طبق روش   جهت استخراج تر  

اسـتفاده  ) pH=2(  درصـد  80از متـانول     5و سينگ 

گيـري شـد و     برداري شـده آب   هاي نمونه ريشه. شد

ليتر متانول همراه با هشت ميلي  مقدار نيم گرم از آن      

مخلـوط  . گيـري شـد    درصد درون هاون عـصاره     80

 بـه مـدت پـنج       g × 4000  در صاف شـده و   حاصله  

هـاي  بخش رويي داخـل لولـه     . انتريفوژ شد دقيقه س 

ي است كـه از رسـوب       سانتريفوژ حاوي تركيبات فنل   

گـراد   درجـه سـانتي    -20در دماي   بافتي جدا شده و     

  .)18(نگهداري شد 

  ارزيابي ميزان فنل كل ريشه  
براي اندازه گيري مقدار كل مواد فنلي در عصاره  

 با 6از معرف فولين  ماليك و سينگريشه طبق روش

ليتر از  يك ميلي . )18 (استفاده گرديد اندكي تغييرات   

ليتـر آب   پـنج ميلـي   دست آمده بـا   هلي ب عصاره متانو 

. مقطر در لوله آزمايش ريخته و كاملاً مخلوط شدند        

 ميكروليتر از معرف فولين به لولـه        250سپس مقدار   

اضافه و مجدداً محتويات لوله با هم مخلوط و پـس           

م ليتر محلـول كربنـات سـدي      ه يك ميلي  از سه دقيق  

طر اضافه  ليتر آب مق  اشباع به لوله اضافه و يك ميلي      

داري در دمـاي اتـاق      پس از يك سـاعت نگه ـ     . شد

 نانومتر با استفاده    720 در طول موج     مقدار جذب نور  

هـاي  لولـه . دستگاه اسـپكتروفوتومتر خوانـده شـد   از  

   . شاهد شامل آب و معرف بود

  

  

  

                                                 
5- Malick & Sing 

6- Folin-ciocalteu’s reagent  
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  اسيدكافئيك تهيه منحني استاندارد
 1براي تهيه منحني استاندارد از اسيد كافئيك

 و جذب استفاده شد  2رز و همكاران سيو روشطبق

معادله .  نانومتر قرائت شد720ها در نمونه نور

قدار اسيد كافئيك موجود در  خطي بين مرگرسيون

در نهايت ميزان فنل . ها و جذب نور برقرار شدنمونه

گرم اسيد كافئيك در هر ها بصورت ميليكل نمونه

  .)28( اه نشان داده شدگرم وزن تر گي

  

  نتايج

  اريابي مقاومت ارقام خيارز

سازي ارقام مختلف هفته پس از آلوده چهار

 با دو جدايه رگ حقيقي بيك تا دودر مرحله خيار

هاي متفاوت در ، آلودگي با شدتقارچ عامل بيماري

 ارقامي كه شدت. )1شكل  (اين ارقام بروز كرد

 بود جزء ارقام صفر و يك آنها در مقياس بيماري

را  دو و سه ارقامي كه مقياس و متحملمقاوم تا 

-حساس طبقه نيمه حساس تا نشان دادند جزءارقام 

   .)32 و 2 (بندي شدند

 شدت بيماري و وزن تازه و خشك با توجه به

، PV ،Nasco-32ارقام  ،و اندام هواييريشه 

Janette ،Sultan ،Nicoo 100 ،Negeen ،

Rubah-l ،CB- 61688222 ،8-Ayat ،PSR36-

47112 ،Rubah-s   حساس به نيمه حساس تا

-Festival ،Jakie ،PSR 36بيماري و ارقام 

45007 ،Ayat  ،120118 ،Storm ،FD-C101 ،

SR36-45664 ،Khassib  مقاوم تا متحمل 

 طبق محاسبات انجام شده در .تشخيص داده شدند

ن تازه و هاي شدت بيماري و وزرابطه با شاخص

 ضريب كه ، مشخص شدخشك ريشه و اندام هوايي

 بود منفي فاكتورها ساير با بيماري شدت همبستگي

 وزن رشدي هايصبيماري، شاخ شدت افزايش با و

 .يافت هوايي كاهش اندام و ريشه خشك و تازه

                                                 
1- Caffeic acid  

2- Seevers et al.  

مثبت و  همبستگي يكديگر با ها بقيه شاخص

  .دادند نشان دارمعني

تغييرات دفاع بيوشـيميايي در ارقـام متحمـل و          

  دگي فوزاريوميحساس به بيماري پوسي

بررسي فعاليت آنزيم پراكسيداز محلول در ريشه  

  ارقام متحمل و حساس خيار

  مختلفروزهاي تيمارها، در بين داد نشان نتايج

 فعاليـت  ميـزان  در آنهـا  متقابل اثر و برداري نمونه

 ≥p  (دارمعنـي  اخـتلاف  پراكـسيداز محلـول   آنزيم

 مآنـزي  فعاليـت  بررسـي  نتـايج . دارد  وجـود )01/0

 مـشاهده  2 و شـكل   2 محلول در جـدول      پراكسيداز

 قـارچ  زنيمايه از بعد و پنجم سوم روز در. شودمي

 تيمارهـاي  بـين  يدارمعنـي  بيماري اختلاف عامل

 دو هـر  در سالم درگياهان . گرديدمشاهده مختلف

 50 از بـيش  آنزيمي فعاليت رقم متحمل و حساس،

ر دو گياهـان آلـوده ه ـ   در .داد نشان افزايش درصد

 آلـوده از بعـد  پـنجم  روز در پراكـسيداز  فعاليت رقم،

 از و رسيد خود حداكثر به بيماري عامل قارچ سازي

در  .نهـاد  كـاهش  بـه  رو آن فعاليت بعد به روز اين

  كـه در     P1رقم حساس نگين، آلوده شده با جدايه        

 اي بيشترين شـدت بيمـاري را نـشان        آزمون گلخانه 

سوم در روز اول و      J1ه  داده بود، در مقايسه با جداي     

زني ميزان پراكـسيداز افـزايش بيـشتري        بعد از مايه  

 باعـث   J1جدايه  كه در روز پنجم     نشان داد در حالي   

 واحد پراكسيداز در رقـم حـساس        50افزايش در حد    

 تفاوت چنداني نسبت بـه روز سـوم         P1شد و جدايه    

در روز هفـتم و دهـم در تمـام تيمارهـا            . نشان نداد 

ان پراكــسيداز مـشاهده شــد و ايــن  كـاهش در ميــز 

 كمـي  P1كاهش در رقم حـساس در مـورد جدايـه         

در رقم متحمل فستيوال، در     .  بود J1بيشتر از جدايه    

تـر و    افـزايش سـريع    P1تيمار آلوده شده با جدايـه       

-بيشتري در فعاليت آنزيم در روز پنجم بعد از مايـه          

 كـه  J1 كه در مورد جدايهزني مشاهده شد، در حالي

اي كمترين شدت بيماري را در رقم آزمون گلخانهدر 

متحمل نشان داده بود، افزايش فعاليت آنزيم در روز         
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تر بود و بعد از آن افـزايش و كـاهش در            سوم سريع 

 كندتر بود و P1ميزان فعاليت آنزيم نسبت به جدايه       

. بعد از روز پنجم نيز روند كاهشي كندتري نشان داد        

ساس، ميـزان فعاليـت   در مقايسه رقم متحمـل و ح ـ   

آنزيم در روز پنجم در رقم متحمـل، بيـشتر از رقـم             

زنـي  دهم بعـد از مايـه      در روز هفتم و   . حساس بود 

داري بين تيمارهاي مختلـف مـشاهده      اختلاف معني 

  .نشد
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  ري مقايسه ميانگين شدت بيماري در ارقام مختلف خيار در اثر دو جدايه قارچ عامل بيما-1شكل 
  .باشد مي1شدت بيماري بر اساس جدول . باشندمي) خطاي استاندارد (SE ±اعداد نمودار ميانگين سه تكرار        

  
 

 مقايسه ميانگين تأثير قارچ عامل بيماري پوسيدگي فوزاريومي ساقه و ريشه خيار روي فعاليت -2جدول

 °C  ل در شرايط گلخانه با متوسط دمايآنزيم پراكسيداز محلول در ارقام حساس نگين و متحمل فستيوا

   و نور طبيعي در مراحل مختلف بعد از مايه زني25

تيمارهاي   LSD روزهاي نمونه برداري                                                       

  =P)005/0(  10  7  5  3  1  آزمايشي

ConNeg  
b 9/62  A ab 66  B a 16/81  C a 5/79  A ab 3/77  A 59/16  

P1+Neg A 6/59 b   AB 08/80 ab   BC 8/95   a   A 25/82 ab  A 3/74  ab   96/25  

J1+Neg A 75/40  b  C 58 /45  b   BC 9/89 a  A 16/87  a  A 82  a   3/18  

Con Fes  A 5/54  b   B 5/65   b   BC 16/93  a   A 5/89  a  A 87  a   52/14  

P1+Fes A 91/60  c   AB 91/71  c  A 66/118  a   A25/ 95 b    A 86  b  49/11  

J1+Fes A 91/40  b   A 5/85  a   B 6/ 103  a   A 58/90  a   A 83  a  3/17 

LSD 

)003/0(P = 

n.s. 9/15  3/15  n.s. n.s.   

 و بعـد  LSDها بـه روش  ميانگين. شاهد سالم: con  .رقم متحمل فستيوال   : Fes،  نگينرقم حساس    : Neg .تكرارمي باشند   اعداد جدول ميانگين سه     

 انـد در سـطح  ا حـروف مختلـف بـزرگ نـشان داده شـده     اعدادي كـه در هـر سـتون ب ـ    . معني دار نيست:n.s. اندمقايسه شده Bonferoni از تصحيح 

003/0P =  005/0 اند در سطح ا حروف مختلف كوچك نشان داده شدهو اعدادي كه در هر سطر بدار دارند اختلاف معني P =  دار اختلاف معنـي
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  بردارينمونهروزهاي 

  

 قارچ عامل ه فعاليت آنزيم پراكسيداز محلول در ارقام متحمل و حساس خيار در اثر دو جداي-2شكل 

  بيماري
  فستيوال: ، رقم متحملنگين: رقم حساس. باشندمي) خطاي استاندارد (SE ±سه تكرار  اعداد نمودار ميانگين 

  

بررســي الگــوي آيزوزايمــي آنــزيم پراكــسيداز 

محلول در ريشه ارقام متحمل و حساس آلوده به         

   Native – PAGEقارچ و شاهد به روش 

ليت آنزيم پراكـسيداز    عصاره خام گياهاني كه فعا    

محلول آنها بررسـي شـده بـود در روز پـنجم بعـد از         

 فعاليـت  بررسـي   جهـت  قارچ عامل بيماريزنيمايه

 بــه روش محلــول پراكــسيداز آنــزيم آيزوزايمــي

 نتايج . گرفت قرار استفاده مورد 1عمودي الكتروفورز

هاي خيار در اين آزمون حاوي سه كه ريشه داد نشان

  ،يداز بودنـــد كـــه بـــه صـــورتزايم پراكـــسآيـــزو
 P1(Rf=0/12)، Rf=0/55) P2( و P3(Rf=0/57)  

 آيزوزايم بازي بـود     P1آيزوزايم  . در نظر گرفته شدند   

كه در ژل متـراكم كننـده بـاقي مانـد در حـالي كـه                

هاي اسيدي بودند كه  آيزوزايمP3 و  P2هاي  آيزوزايم

 نتـايج نـشان     .يك شدند در ژل جدا كننده از هم تفك      

 در تيمارهاي گياه متحمل و حساس       P1يزوزايم  داد آ 

                                                 
1- Native polyacrylamide gel electrophoresis  

ــه   ــه جداي ــوده ب ــه  P1آل ــسبت ب ــنجم ن ، در روز پ

 در ،تيمارهــاي ديگــر مقــداري افــزايش نــشان داد

. تــر بــودكــه در تيمارهــاي ديگــر ضــعيفصــورتي

ــاه   P3 و P2هــاي آيــزوزايم نيــزدر تيمارهــاي گي

 ـ   P1متحمل و حساس آلوده بـه جدايـه          ه  نـسبت ب

. تيمارهــاي ديگــر افــزايش بيــشتري نــشان دادنــد

 در تيمار گياه متحمل آلـوده       P3 و   P2هاي  آيزوزايم

  نيـز نـسبت بـه تيمارهـاي متحمـل      J1به جدايـه    

 افزايش J1وحساس شاهد و حساس آلوده به جدايه 

بــه طــور كلــي الگــوي . بيــشتري نــشان داده بــود

آيزوزايمي نشان داد كه تجمع آنـزيم در روز پـنجم           

در تيمارهاي آلـوده بـه قـارچ، بيـشتر از تيمارهـاي           

شاهد و در رقم متحمل آلوده بيشتر از رقم حـساس     

  .)3شكل (آلوده بود 
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P2 ( Rf = 0/55 ) 

P3 ( Rf = 0/57 )  

بررسي تغييرات كمي تركيبـات فنلـي در ارقـام          

  متحمل و حساس
 درصـد بــين  9/99نتـايج نـشان داد بــه احتمـال    

مقادير تركييبات فنل كل، در ارقام متحمل و حساس         

. داري وجـود دارد   هاي مربوطه اختلاف معني   و شاهد 

 و شكل   3مقايسه ميانگين مقادير فنل كل در جدول        

چنانكـه از ايـن جـدول       هـم .  نشان داده شده است    4

بـرداري  گردد، در بين تمام روزهاي نمونه     استنباط مي 

 بـين تيمارهــا  يدارفقـط در روز اول اخـتلاف معنــي  

ر هر دو رقم    شود د طور كه ديده مي   همان. وجود دارد 

زني شده ميزان تركيبات فنل كل      چه سالم و چه مايه    

يك روند تقريباً افزايـشي داشـته و ايـن افـزايش در             

زني شده هر رقم بيشتر از شـاهد آن         تيمارهاي مايه 

بوده، ولي بين رقم متحمل و حساس ايـن افـزايش      

  .اختلاف چنداني نداشته است

  

  بحث

يزبـان در   هاي مهم دفاعي گيـاه م     يكي از جنبه  

 زا، دفاع بيوشيميايي و واكـنش      برابر عوامل بيماري  

بـر طبـق آزمايـشات      ). 31(هاي پيچيده آن اسـت      

ــه اي قبــل ارقــامي كــه بيــشترين تحمــل و  گلخان

بيشترين حساسيت را نسبت به عامل بيماري نشان        

  دادند، جهـت بررسـي مكانيـسم مقاومـت انتخـاب          

  

  
                                                FJ1    FP1  FC     NJ1     NP1   NC    

  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

  

 ارقام متحمل و حساس خيار هايريشه در محلول پراكسيداز آنزيم آيزوزايمي الگوي بررسي -3شكل 

  .زني قارچ عامل بيماريمايهدر روز پنجم پس از 

  
 FC :ال  شاهدرقم متحمل فستيو ،NC :نشاهد رقم حساس نگي ،FP1:    رقم متحمل آلـوده بـه جدايـه P1 ،FJ1:      رقـم متحمـل آلـوده بـه جدايـه J1 ،

NP1: رقم حساس آلوده به جدايه P1 ،NJ1: رقم حساس آلوده به جدايه J1 ، شاخص= Rf مـسافت  بـر  تقسيم آيزوزايم بوسيله شده طي مسافت 

  بلو فنل برم رنگ بوسيله شده طي

P1 ( Rf = 0/12)    
Stacking gel 

 

Running gel 
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گرم ميلي(  در ريشه روي محتواي تركيبات فنل كلامل بيماري مقايسه ميانگين تأثير قارچ ع -3جدول

به بيماري پوسيدگي خيار در ارقام حساس و متحمل ) اسسيد كافئيك در هر گرم وزن تر ريشه

  فوزاريومي ساقه و ريشه

تيمارهاي   LSD                                      روزهاي نمونه برداري                                                         

  آزمايشي
1  3  5  7  10  )005/0(P=  

ConNeg  
b 212/0  B  b 230/0  A a 286/0  A  ab 248/0  A ab 261/0  A 046/0  

P1+Neg  A 259/0  b   A 275/0 b  A 335/0 a   A 272/0 b  A 247/0 b   042/0  

J1+Neg B 194/0 b A 235/0 ab   A 284/0 a  A 293/0 a  A 272/0 a  06/0  

Con Fes  B 164/0 c   A 215/0 b  A 314/0 a  A 257/0 b  A 238/0 b 036/0  

P1+Fes A 233/0 b  A 261/0 ab  A 319/0 a  A 289/0 ab  A 264/0 ab  081/0  

J1+Fes A 256/0 a  A 265/0 a  A 295/0 a  A 239/0 a A 243/0 a   n.s. 

LSD 

)003/0(P = 

048/0  n.s. n.s. n.s. n.s.   

 و بعـد  LSDها بـه روش   ميانگين.شاهد سالم: con .  فستيوالرقم متحمل : Fes، نگينرقم حساس : Neg. باشندمياد جدول ميانگين سه تكرار  اعد 

دار اخـتلاف   = 003/0P انـد در سـطح   ا حروف مختلف بـزرگ نـشان داده شـده   اعدادي كه در هر ستون ب. اند مقايسه شدهBonferoni از تصحيح 

  .دار نيست، معنيn.s .دار دارنداختلاف معني =005/0P اند در سطح ا حروف مختلف كوچك نشان داده شده اعدادي كه در هر سطر ب، ودارند

  

  

 
در ارقام متحمل و حساس ) گرم در يك گرم بافت تازه ريشهميلي(  تغييرات ميزان فنل كل -4شكل 

  ايه قارچ عامل بيمارير اثر دو جدخيار د
  فستيوال: نگين، رقم متحمل: رقم حساس. باشندمي) خطاي استاندارد (SE ±تكرار  اعداد نمودار ميانگين سه 
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 بـين    1 ون لون و همكـاران     هايطبق بررسي . شدند

هـاي دفـاعي    تيمار القاء كننده و فعال شدن واكنش      

، )34(  ساعت وجود دارد   24 – 48گياه فاصله زماني    

 زنـي مايـه ها  يك روز بعد از       از اين رو نمونه برداري    

در اين تحقيق   . شروع شد و تا روز دهم ادامه داشت       

مقداركل تركيبات فنلي و فعاليت آنزيم پراكسيداز به        

-، در برهم  ن دو عامل اساسي دفاع بيوشيميايي     عنوا

  فوزاريوم عامل پوسيدگي ريشه و ساقه–كنش خيار 

نتـايج   .گيري شـد  ري اندازه از طريق اسپكتروفوتومت  

 متحملبررسي تغييرات كمي تركيبات فنلي در ارقام 

و حساس خيار نسبت به بيماري نشان داد در هر دو           

زنـي شـده بـا    شاهد و چه تيمـار مايـه   رقم چه تيمار    

 روز 10قــارچ، ميــزان تركيبــات فنــل كــل در طــي 

برداري يك روند تقريباً افزايشي تا روز پنجم و         نمونه

ت و اين افزايش    كاهش تا روز دهم داشته اس     سپس  

شـاهد  زني شده هر رقم بيـشتر از        در تيمارهاي مايه  

 و حـساس ايـن   متحمـل ، ولـي بـين رقـم    آن بـوده 

 نتيجـه اصـلي  . افزايش اختلاف چنداني نداشته است    

گرم در يك گرم    اينكه مقدار فنل كل بر حسب ميلي      

مي هاي آلوده هر دو رقم ك     ، در بافت  وزن تازه ريشه  

ها بوده ولـي بـين رقـم        هاي سالم آن  بيشتر از بافت  

داري و متحمل در اين تحقيق تفاوت معنـي       حساس  

رسـد   نظر مـي  شود و به  در ميزان فنل كل ديده نمي     

ميزان تركيبات فنل در اينجا مقاومت گياه ارتباطي با 

طبيعت توليـد تركيبـات فنلـي در        . كل نداشته است  

ر جهت دفاع و مقاومت     گياه آلوده به عامل بيماري د     

، اما در مورد نتيجه حاصل از توليـد يـا           ميزباني است 

افزايش اين تركيبات در ميزبان آلوده نتايج متفـاوتي    

محققـين  . قيقات مختلف به دست آمـده اسـت      از تح 

ايـن   افزايشمتعددي ارتباط نقش تركيبات فنلي و       

هـاي مختلـف در     ، در ميزبـان   تركيبات را با مقاومت   

، 1 (اندزاي قارچي ثابت كرده   عوامل بيماري رابطه با   

برخي از محققـين    ). 37 و   31،  20،  13،  11،  7،  4،  3

                                                 
1- Van Loon et al. 

نيز در مطالعات خود ارتبـاطي بـين مقـدار تركيبـات        

، 15 ،10 ،8(انـد   نلي با مقاومت گياه مشاهده نكرده     ف

 و فستيوال بين مقاومت رقم نيزدر اين آزمايش . )29

 زنـي مايـه دايي بعد از    تركيبات فنلي بجز روزهاي ابت    

كيبات فنلي در پاسخ به     كه مربوط به تجمع سريع تر     

ر روزهاي بعـد ارتبـاطي مـشاهده        شود، د آلودگي مي 

ــشد ــان . ن ــزايش پراكــسيدازها در واكــنش ميزب  -اف

زبـان در برابـر     پارازيت ممكن اسـت بـا مقاومـت مي        

 . )40 و   38،  35،  28،  22،  11 (بيماري همـراه باشـد    

، به توانايي اين     را در مقاومت گياه    ش پراكسيدازها نق

هـاي مهـم نـسبت      آنزيم در اكسيده كردن متابوليت    

ــي ــدم ــاران.دهن ــاكو و همك ــستقيم  دخا 2 م ــت م ل

ي گياه گزارش داده هاي دفاعپراكسيداز را در واكنش

انــد كــه پراكــسيداز از رشــد عامــل و نتيجــه گرفتــه

هاي گزارش. )16( آورد ممانعت به عمل ميزابيماري

يداز دهد فعاليت پراكس  متعدد وجود دارد كه نشان مي     

شـود و در واكـنش      باعث افزايش مقاومت گياه مـي     

ناسازگار فعاليت پراكسيداز چند برابر واكنش سـازگار        

در مقايسه رقم متحمل  ).40 و 34، 30، 12، 9 (است

وز پنجم در رقـم    ، ميزان فعاليت آنزيم در ر     و حساس 

 ـ       در روز هفـتم و     . ودمتحمل بيشتر از رقم حـساس ب

ي بــين دارزنــي اخــتلاف معنــيمايــهدهــم بعــد از 

بررسي نتايج الگوي   . تيمارهاي مختلف مشاهده نشد   

سيداز و نتـايج آمـاري      الكتروفورزي آيزوزايمي پراك ـ  

، نشان داد كـه، در هـر دو رقـم حـساس و متحمـل         

 مـشابه   گياهان شاهد بر خلاف گياهان آلوده الگوي      

گـر ايـن    دهند كـه بيـان     مي فعاليت آنزيمي را نشان   

-اتوژن سبب تغيير فعاليت آنزيم مي     است كه حمله پ   

توانــد بــه دليــل آزاد شــدن ايــن تغييــر مــي. شــود

اليسيتورها در اثر حمله قارچ عامل بيماري باشد كـه          

پــس از آزاد شــدن اليــسيتور و دريافــت آن توســط  

م در رقـم    ها در الگـوي فعاليـت آنـزي       ميزبان تفاوت 

 رسـد به نظر مي   .شود مشاهده مي  متحمل و حساس  

                                                 
2- Macko et al. 
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زايـي متفـاوت    بيماريهاي مختلف قارچي كه     جدايه

 لگوي فعاليت پراكسيداز مـؤثر بـوده  اند نيز در ا داشته

 J1جدايه با توجه به اينكه در مورد رقم حساس، . اند

 ،زايـي كمتـري را بـه وجـود بيـاورد          توانسته بيماري 

بـه هـر      J1 جدايـه  اگر كه 1 آتيتالا مطابق با گزارش  

 وارد گيـاه شـده      P1جدايـه   دليل با تأخير نسبت به      

توان نتيجه گرفت بـه دليـل وقفـه زمـاني           باشد، مي 

هـاي مقاومـت   پيش آمده و به دليل توسعه مكانيسم    

جدايه ميزبان در بازه زماني حاصل مقاومت نسبي به     

J1  وجـود آمـده و فعاليـت آنـزيم در ايـن تيمـار               به

. )5( در طي زمان خواهد شديگر تيمارها متفاوت با د

رسد كاهش ميزان فعاليت آنـزيم      هر چند به نظر مي    

  P1جدايهبعد از روز پنجم در رقم متحمل آلوده به 

، احتمـالاً افـزايش روز      تر از رقم حساس اسـت     سريع

برداري به اندازه كـافي قـادر بـه ايجـاد           پنجم نمونه 

 بـوده تـا سـبب    عامل بيمـاري  موانع دفاعي در برابر     

هاي حساس از    به بافت  عامل بيماري م دسترسي   عد

 شـود و يـا اينكـه        2طريق واكـنش فـوق حـساسيت      

افزايش پراكسيداز توانسته با رسوب تركيبات فنلي و        

ليگنين در ديواره سلولي گيـاه فعاليـت آنـزيم را بـه             

هاي ل و توليد سيگنا   عامل بيماري دليل عدم توسعه    

كاهش از محرك بعد از روز پنجم كاهش دهد و اين 

گر اين است كه در ايـن       روز پنجم به روز هفتم بيان     

 عامـل بيمـاري   گياهان ممكن است محـدود شـدن        

هاي دفاعي توسـط آن و      سبب عدم تحريك فعاليت   

اين نتايج  بنابر. عامل بيماري شده باشد   محدود شدن   

تواند قارچ عامل بيماري مي جدايهدهد نوع نشان مي

 .ي گيـاه دخيـل باشـد      هاي دفاع در نوع بروز واكنش   

كـه  تجمـع      نـشان داد     آيزوزايمي پراكسيداز الگوي  

كمي آنزيم در روز پنجم در تيمارهاي آلوده به قارچ،          

بيشتر از تيمارهاي شـاهد و در رقـم متحمـل آلـوده      

رقم متحمل به دليل    . بيشتر از رقم حساس آلوده بود     

 را در حالت دفاع قبل از حمله پتانسيل دفاعي كه آن   

                                                 
1- Attitalla  
2- Hyper Sensitivity Reaction (HR)  

عامـل   بعـد از رخنـه       ،دهـد  قـرار مـي    يماريعامل ب 

 هـاي دفـاعي شـديدتري را       از خود واكـنش    بيماري

از . )5(دهـد   نسبت به شاهد غيـر آلـوده نـشان مـي          

طرفي اگر مقاومت رقم مذكور سبب شده باشـد كـه           

نسته باشد بـه درون      به ميزان كمي توا    عامل بيماري 

، با توجـه بـه ايـن نكتـه كـه ايجـاد              گياه رخنه كند  

 مستلزم ميزان رخنه در حد      ري به وسيله پاتوژن   بيما

 سبب كاهش   اي است و مقاومت ممكن است     آستانه

 ـ   رخنه شده باشد اين مسأله مي      زان تواند مرتبط با مي

در مورد رقم حساس . افزايش پراكسيداز حاصله باشد

تري را در   كه شدت بيماري بيـش     P1  جدايه آلوده به 

راكسيداز مربوطه ، آيزوزايم پاين رقم به همراه داشت 

كند اين نتايج تأكيد مي. بود J1  جدايهتر ازنيز واضح

 و ايجاد آلودگي جهـت بـروز    عامل بيماري كه حمله   

 ، بـه عبـارت  نمايـد هاي مقاومت ضروري مي   واكنش

عامـل  كنـد كـه     ديگر مقاومت گياه زماني بروز مـي      

 توانسته باشد گياه را مورد حملـه قـرار دهـد            بيماري

 و سرعت گـسترش     عامل بيماري له  وليكن چون حم  

هـاي دفـاعي گيـاه رخ داده        تـر از واكـنش    آن سريع 

هـاي  بـه موقـع واكـنش   است  اين گياه نتوانسته    بنابر

. بروز داده و از شدت بيمـاري بكاهـد        دفاعي خود را    

 كه تفاوت رقم حساس     احتمال داد توان  اين مي   بنابر

 در اين است كـه سـرعت        متحمل در اين آزمايش   و  

  .باشد بيشتر ميمتحملهاي دفاعي در رقم واكنش

  

  سپاسگزاري

ــات     ــز تحقيق ــاري مرك ــيله از همك ــدين وس ب

آوري كــشاورزي ورامــين در اجــراي پــروژه و جمــع

. شودگزاري ميها و ارقام مورد آزمايش، سپاسنمونه

اين تحقيق با همكاري معاونـت پژوهـشي دانـشگاه         

ني تهران انجام گرفته است كه بـدين وسـيله قـدردا          

 .گرددمي
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