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 چکیده

در  (Benzothiadiazole، بیونازول )یدابنزوتیماده محرک  نتایج تحقیقات اخیر مبنی بر کاراییبا توجه به 

ن تحقیق ایدر  ، Erwinia amylovoraبه بیماری آتشک با عامل (Cydonia oblanga) به درختافزایش مقاومت 

بر در شرایط باغی آزمایش برای اولین بار بررسی شد. با واسطه بیون در گیاه به القایی دفاع مکانیسم بیوشیمیایی 

ساله دو بار با  3گیاهان پیوندی در فصل بهار، . گرفتانجام  بذریروی پایه  یپیوندرقم اصفهان به های نهالروی 

ها های جوان آنروز بعد، از برگ 4ده و شپاشی گرم بر لیتر محلوللیمی 400غلظت درروز با محلول بیون  4 فاصله

در طی  .برداری شدفنل اکسیداز نمونههای دفاعی کاتالاز، پراکسیداز و پلیبرای استخراج و سنجش فعالیت آنزیم

بر ز بررسی شد. های جوان نیبرگبا بررسی احتمال بروز علائم سوختگی در ماده بیون  گیاهسوزی دوره آزمایش، اثر

زیم کاتالاز در ـالیت آنـمیانگین فع .ردـاد نکتگیاهسوزی ایجاه به ـگیدر ی ـرایط باغـون در شـتیمار بیاساس نتایج، 

 وبود  OD240/min/mg protein∆92/23و OD240/min/mg protein∆81/28ترتیب معادل های شاهد و بیون بهتیمار

ترتیب ها بهباعث افزایش فعالیت آنزیم پراکسیداز نسبت به شاهد شد )میانگینتیمار بیون ی نداشت. دارتفاوت معنی

در تیمار بیون با میانگین فنل اکسیداز فعالیت آنزیم پلی میانگینهمچنین (. D460/min/mg protein 23/0و  43/0

OD348/min/mg protein∆47/18بیش از تیمار شاهد با میانگینOD348/min/mg protein 41/9 در مجموع، ود. ب

بر . شدکاتالاز نه فنل اکسیداز و پر اکسیداز اما های پلیتیمار بیون باعث افزایش فعالیت آنزیمکه  شدگیری نتیجه

اکساینده های آنزیمهای فعالیتافزایش رسد بخشی از مکانیسم دفاع القایی در گیاه به، نظر میاین اساس، به

های فعال دلیل نقش آن در شکار گونهبه ،که فعالیت آنزیم کاتالازحالی در ؛باشدفنل اکسیداز پراکسیداز و پلی

 .  ماندتغییر باقی میبی ،اکسیژن

 مقاومت ،های دفاعی، پروتئینبه، Erwinia amylovoraکلیدی: گان واژ
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 مقدمه

از جمله  تیره گلسرخیانهای گیاهان ترین بیماریزاکی از خسارتی Erwinia amylovora با عاملبیماری آتشک 

در ایران، دار به بیماری آتشک است. میوه دانه ندرختا هایهـگونترین اسـحساز اه به ـگیی و سیب است. ـبه، گلاب

با  و مراکشبکستان زاهای جهان، پس از ترکیه، چین، در بین کشوراین گیاه از اهمیت بالایی برخوردار است و 

شود محسوب می آند کننده ـور تولیـن کشـ، پنجمیولـتن محص 82522هکتار سطح زیر کشت و  9061

(Anonymous, 2012, FAO STAT, 2014)های کاشت ردیف، بهارزش اقتصادی ه به افزایش ـ. امروزه با توج

 است شده تبدیلهای اصفهان، خراسان و زنجان انـه در استـات یکدست بـباغان به ـای این درختهـاشیـح

(Maniee, 2000)ین و به دلیل وجود اهای اخیر خسارات شدیدی به این محصول وارد آورده . وقوع آتشک در سال

اکنون تنها در اری ـاین بیم. رفه نیستـمقرون به صرج، ـک از جمله کشور مناطقبرخی در کشت آن بیماری، 

جز تان، اصفهان )بهچهار محال و بختیاری، یزد، کرمان، کهگیلویه و بویراحمد، خراسان جنوبی، خوزسهای استان

)مکاتبات  و سایر مناطق کشور به آن آلوده هستند لوده( قرنطینه داخلی استآجز مناطق فارس )به لوده( وآمناطق 

پاشی های آلوده، سمشاخه سوزاندنهرس و  ،بیماری آتشک مبارزه بااصلی رئوس  .شخصی، سازمان حفظ نباتات(

های با توجه به استفاده روز افزون از پایهما ا (.van der Zwet and Keil, 1979) حفاظتی و کاشت ارقام مقاوم است

 عمدتاًرقامی که به اگرایش سلیقه عمومی همچنین و اند در باغداری مدرن ننده که عمدتاً به آتشک حساسککوتاه

لذا استفاده از سموم . (Vanneste, 2001) کنترل این بیماری کماکان با دشواری همراه استبه آتشک حساسند، 

. از این رو، استا بروز خطرات زیست محیطی توام ببه نوبه خود شیمیایی کماکان رایج و روش اصلی مبارزه است که 

  یابد.تری میاین بیماری روز به روز اهمیت بیشبرای کنترل شیمیایی سالم غیرهای روشاستفاده از 

از  مشتقیه ـی از جملـرک دفاعـاده از مواد محـی استفـهای گیاهرل بیماریـم کنتـهای سالوهـشی از

Benzothiadiazole تجاری با نامBion
های در ایالات متحده در سطح تجاری برای کنترل بیماری . این مادهاست ®

 ودـشکار برده میو بهدک پودری اسفناج و کپک آبّی توتون تولید ـی، سفیـفرنگهـلکه و اسپک باکتریایی گوج

(Moffat, 2001)ی و باغی اهان زراعـهای گیبیماری از ی، در کاهش شدت بسیاریـح آزمایشـن در سطـ. همچنی

 ;Baysal et al., 2002) است دهـک شـآتشاری ـدار، موجب کاهش شدت بیمهـوه دانـان میـدرخت دربوده و ثر ؤم

Brisset et al., 2000; Maxson-Stein et al., 2002; Sparla et al., 2004; Balajoo et al., 2012) .  

میکروبی ندارد درونزاد گیاه است و مستقیماً اثر ضد عدفاهای سیستم ءالقای بر ـون مبتنـم عمل ماده بیـمکانیس

ای از گیاهان در طیف گسترده بیون شده توسط ءالقا دفاع شود.وب میـر محسـخطم و بیـسال ایمادهو از این رو، 

 ;Godard et al., 1999) است بوده (Pathogenesis-related proteins) های دفاعینـزایش فعالیت پروتئیـبا افتوأم 

Brisset et al., 2000; Siegrist et al., 1997 .)ات اصلاح ـام شده در موسسه تحقیقـانجات ـتحقیقج ـایـنتن ـهمچنی

 بهو  (Shahini et al., 2010) ان سیبرل آتشک در گیاهـکنت درون ـماده بیر ـثیأتدهنده نیز نشان ذرـال و بـنه

(Balajoo et al., 2012)  سنتز  مسئولهای ژن برداریدر گیاه به، افزایش نسخهاسخ دفاعی بخشی از این پبود که

 با توجه به این که تاکنون .(Sarhangi et al., 2015) شدتشخیص داده( هابتاگلوکاناز) 2های دفاعی گروهپروتئین

لقایی یا اند، در این تحقیق مکانیسم بیوشیمیایی مقاومت اهای دفاعی شناخته شدهکلاس از پروتئین 16بیش از 

 .شدبررسی در گیاه به بار دفاعی برای اولین هایآنزیم برخیفعالیت در براساس تغییر واسطه بیون 

 

 هامواد و روش

  یگیاهمواد 

در  1390گیاهان پیوندی در زمستان  مورد استفاده قرار گرفت. بذری بهپیوندی روی پایه بومی به اصفهان  قمر

اغبانی موسسه تحقیقات اصلاح نهال و بذر کشت شدند و در سه سالگی مورد شناسی بخش تحقیقات بباغ بیماری

  ارزیابی قرار گرفتند.
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 آنزیمی هایاندازه گیری فعالیت

روز با محلول  4 لهتکرار، دو مرتبه با فاص 4ابتدا درختان به رقم اصفهان در  منظور انجام مطالعات آنزیمی،به

های جوان از برگپاشی دوم، از محلول بعدپاشی شدند. چهار روز کامل محلول طورگرم بر لیتر( بهمیلی 400) بیون

 هایمنتقل و فعالیت سلسیوسدرجه  -80 در شرایطها نمونهبرداری و در یخدان به آزمایشگاه منتقل شدند. نمونه

 کارانو هم ونگ شروبا اسپکتروفتومتر و به یسنجرنگ بررسی شد. کلیه مطالعات آنزیمی براساس هاآنآنزیمی 

(Wang et al., 2004) جای محلول بیون با آب استریل اسپری شدند و سایر مراحل هگیاهان شاهد ب. ندانجام شد

 یکسان بود. 

لیتر بافر فسفات سدیم میلی 25چینی از قبل سرد شده با  گرم برگ در هاون 10، تهیه عصاره آنزیمیمنظور به

شد. مخلوط حاصل  هموژنیزه کاملاً PVP (polyvinylpyrrolidone) گرم 5/0اوی ح  4/6pH ،مولارمیلی 100

درجه  4دور بر دقیقه در دمای  5000ساعت در سرعت  مدت یکبه رف منتقل ووهای اپندبلافاصله به لوله

 -20زر در فریهای پراکسیداز و پلی فنل اکسیداز گیری فعالیت آنزیمبرای اندازهرویی سانتریفوژ و محلول  سلسیوس

فوق اما در بافر روش  همانگیری فعالیت آنزیم کاتالاز نیز با تهیه عصاره برای اندازه .شدنگهداری  سلسیوسدرجه 

  انجام شد. pH 7، مولارمیلی 50فسفات سدیم 

، رمولامیلی 100 سدیمفسفاتبافر  لیتریلیدو م لیتر عصارهمیلی5/0به ، تعیین فعالیت آنزیم پراکسیدازمنظور به

4/6pH   لیتر میلی 5/0، سلسیوس درجه 30نگهداری در دمایدقیقه  5پس از  مولار افزوده ومیلی 8حاوی گایاکول

 ،پراکسید هیدروژن به مخلوط واکنش اضافه و پس از اختلاط سریع سپسمولار اضافه شد. میلی 24آب اکسیژنه 

منظور بهگیری شد. دقیقه در دمای اتاق اندازه 4دت مثانیه به 10در فواصلنانومتر  460 طول موج جذب در میزان

 100 سدیم لیتر ترکیب بافر فسفاتمیلی 5/1لیتر از عصاره را با کرویم 250 ،فنل اکسیدازفعالیت آنزیم پلیتعیین 

 بانانومتر  398طول موج در جذب  تغییراتمخلوط کرده و  مولارمیلی 165حاوی پیروکاتگول   8/6pH مولارمیلی

به لیتر عصاره میلی 5/0، تعیین فعالیت آنزیم کاتالازبرای قرائت شد. دقیقه در دمای اتاق  2مدت ثانیه به 10واصلف

مولار اضافه میلی 40لیتر آب اکسیژنه میلی 5/0افزوده و سپس  pH 7،میلی مولار 50فسفات سدیم بافر لیتر میلی دو

در نانومتر  240 طول موج جذب در ، کاهشاز اختلاط سریع هیدروژن به مخلوط اضافه و پسپراکسید سپس شد.

 هیدروژن برای صفرمخلوط واکنش بدون پراکسید گیری شد.دقیقه در دمای اتاق اندازهدو  مدتثانیه به 10فواصل

ک گرم پروتئین، که هر واحد یفعالیت کاتالاز بر اساس واحد بر میلیکار برده شد. کردن دستگاه اسپکتروفتومتر به

 وردـرادفـب ن برگ به روشـغلظت پروتئی د.ـان شـد، بیـشکنه میـدروژن را در دقیقـهیدـمول پراکسیمیکرو

(Bradford, 1976) بیون توسط مشاهدات چشمی گیاهسوزی ناشی از  ها، علائمتیمار عمالگیری شد. پس از ااندازه

  شد. درختان در شرایط باغی بررسی تغییر رنگ و شکل برگ با بررسی

اساس آزمون ها برانجام شد. میانگین داده واحد آزمایشی )نهال( 4 تصادفی در در قالب طرح کاملاً اتآزمایش

 ترسیم شد. Excel برنامهنمودار توسط  مقایسه و  SASافزارای دانکن و توسط نرمدامنه چند

 

 نتایج و بحث

، ماده محرک بیون موجب کاهش شدت باغبانی در موسسه تحقیقاتانجام شده اساس نتایج تحقیقات قبلی بر

. مطالعات تکمیلی نشان شد (Balajoo et al., 2012) و به (Shahini et al., 2010) بیماری آتشک در گیاهان سیب

 بود PR2گروه  های دفاعیکننده پروتئین افزایش بیان ژن کداین دفاع القایی،  ملکولی بخشی از مکانسیم دادند که

(Sarhangi et al., 2015) در تحقیق حاضر برای اولین بار در گیاه به، مبنای بیوشیمیایی این مقاومت با مطالعه .

نزیم فوق آهای دفاعی سه رسی شد. بدین منظور، فعالیتفنل اکسیداز برهای کاتالاز، پراکسیداز و پلیفعالیت آنزیم

 پاشیجام دو نوبت محلولط باغی بررسی شد. انپاشی پیاپی بیون روی درختان در شرایچهار روز پس از دو محلول

 بود دفاعیهای پاشی بین برای القای بالای پاسخنیاز به بیش از یک نوبت محلول نتایج موجود مبنی براساس بیون بر

(Faize et al., 2004). 
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های پراکسیداز یماساس نتایج مطالعات بیوشیمیایی، تیمار بیون در مقایسه با شاهد موجب افزایش فعالیت آنزبر

تاثیر ماده محرک (. 1 ، شکل1 داری نداشت )جدولاکسیداز شد اما بر فعالیت آنزیم کاتالاز تاثیر معنیفنلو پلی

باکتری ه ـاز جملایی و قارچی ـریـهای باکتارگرـدر پاسخ به بیمی ـهای دفاعنـالیت پروتئیـزایش فعـاف برون ـبی

 است شده ده دادهـنیز مشاه و گلابی دار از جمله سیبدانهمیوه درختان از در بسیاری بیماری آتشک عامل 

(Baysal and Zeller, 2004; Brisset et al., 2000; Sklodowska et al., 2011; Hassan and Bachenaur, 2007; 

Ziadi et al., 2001; 2008; Maxson-Stein et al., 2002)   

 
 های بیون و شاهدهای دفاعی در تیمارمتجزیه واریانس فعالیت آنزی -1جدول 

Table 1. Analysis of variance of activity of defense-related enzymes in bion and 

control treatments 
     Mean square            میانگین مربعات 

 کاتالاز

Catalase 

 پراکسیداز

Peroxidase 

 پلی فنل اکسیداز

Polyphenol oxidase 

  Source of منابع تغییرات جه آزادیدر

variance 

 Treatment  تیمار 1 *133.31 **598.6 35.82

 Error  خطا 4 21.34  9.24  4.74

 % CV درصد ضریب تغییرات  22.13 9.33 8.26

 درصد 5و  1داری در سطح احتمال ** و * به ترتیب معنی
*,*Significat different at 5% and 1% probability level, respectively 
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 های بیون و شاهددر تیمار فنل اکسیدازهای کاتالاز، پراکسیداز و پلیفعالیت آنزیم مقادیر مقایسه میانگین -1شکل 
Fig. 1. Mean comparison of catalase, peroxidase and polyphenol oxidase activities in bion-

treated and control plants.   

 

 92/23 و 81/28ترتیب بهداری نداشت )تفاوت معنیهای شاهد و بیون میانگین فعالیت آنزیم کاتالاز در تیمار

U/mg protein )شده توسط بیون در گیاه به بود. عدم  ءبود که مبین عدم دخالت آنزیم کاتالاز در مقاومت القا

است. در  شدهنیز گزارش  انبهبیماری آنتراکنوز در گیاه دخالت آنزیم کاتالاز در مقاومت القا شده توسط بیون علیه 

هیدروژن و زایش غلظت پراکسیدـم کاتالاز، افـون بر مهار آنزیـده توسط بیـا شـقـاومت الـم مقـو، مکانیسـگیاه مانگ

ون ـا بیـی بـی ژاپنـار برگ گلابـتیم .(Zhu et al., 2007) ودـی بـی مبتنـاعـهای دفنـایر پروتئیـدن سـال شـفع

ه ـوح اولیـه سطـاً بـالاز سریعـوح کاتـالیت کاتالاز شد اما این افزایش موقتی بود و سطـموجب افزایش ضعیف فع
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شود که آنزیم کاتالاز در سیستم مقاومت القایی توسط گیری می. بر این اساس نتیجه(Faize et al., 2004) برگشت

 بیون دخالت ندارد. 

 23و  43ترتیب ها بهد )میانگینـد شـداز نسبت به شاهـم پراکسیـالیت آنزیـفع تیمار بیون باعث افزایش

OD460/min/mg protein∆پراکسیداز نیز  رل آتشک در سیب از طریق بالا بردن فعالیت آنزیمـ(. این ماده در کنت

 ;Baysal and Zeller, 2004; Brisset et al., 2000; Hassan and Buchnaur, 2007) استموثر گزارش شده

(Sklodowska et al., 2011; Maxson-Stein et al., 2002. 

خصوص ماده محرک هء شده توسط مواد مختلف شیمیایی بهای القاافزایش فعالیت آنزیم پراکسیداز در مقاومت

 ;Goodman and Novacky, 1994; Abdel-Monaim et al., 2012) شده استدر گیاهان دیگری نیز مشاهده  یبون

Siegrist et al., 1997; Smith and Hammerschmidt, 1998). 

تیمار بیون با افزایش فعالیت آنزیم پراکسیداز و کاهش رشد  ،Basal and Zeller (2004) اساس مطالعاتبر

های پراکسیداز پس نیز فعالیت آنزیم Fusarium oxysporum باکتری عامل آتشک ارتباط داشت. در لوبیای آلوده به

فرنگی نیز القای مقاومت با بیون توام با . در گوجه(Abdel-Monaim et al., 2012)ر تیمار بیون افرایش یافت ا

 . (2002)بیسال و همکاران،  افزایش کیتیناز و پراکسیداز بود

در که میانگین فعالیت آن طوریفنل اکسیداز نیز شد بهدار فعالیت آنزیم پلیکاربرد بیون باعث افزایش معنی

 OD398/min/mg protein∆ 41/9 میانگین بیش از شاهد باOD398/min/mg protein∆ 47/18 تیمار بیون با میانگین

 فنل اکسیداز در اثر تیمار بیونفعالیت آنزیم پلی نیز و برخی گیاهان دیگر (Baysal and Zeller, 2004) در سیببود. 

 .  (Goodman and Novacky, 1994; Abdel-Monaim et al., 2012) افزایش یافت

های فعال یزای مهاجم تولید مازاد انواع گونهرهای دفاعی گیاهان به عوامل بیمایکی از خطوط اولیه پاسخ

.) های هیدروکسیلو رادیکال (H2O2) هیدروژنشامل پراکسید (Reactive oxygen species) اکسیژن
OH)  و

1) اکسیژن نوزاد رادیکال مثلهای غیرو ملکول (O2) سوپراکسید
O2) ها مشتقاتی از ملکول اکسیژناست. این(O2)  

از آن میان،  .(Doke et al., 2001) های دفاعی گیاهان متعددی نقش دارنداند و در مسیرترهستند که از آن فعال

از چندین جهت  هیدروژنتر مورد بررسی قرارگرفته است. پراکسیدبیش ،ترهیدروژن به دلیل ثبات نسبی بالاپراکسید

های عنوان یک ماده سیگنال، سیستمکشی دارد و بهکه خواص میکروبدر دفاع گیاهی اهمیت دارد از جمله این

 .  (Mehdy et al., 1996) کنددفاع ثانویه اکثر گیاهان را فعال می

های طی واکنش های فعال اکسیژن درخصوص پراکسیداز مسئول تولید گونهفنل اکسیداز و بههای پلیآنزیم

فنل های پراکسیداز و پلیآنزیم .(Mehdy et al., 1996; Goodman and Novacky, 1994) دفاعی گیاهی هستند

های دیواره سلول پروتئینبا کراس لینک کردن اکسیداتیو  ،رگبیمار اطرافعلاوه بر ایجاد محیطی سمی اکسیداز 

واد غذایی در فضای بین سلولی مایش استحکام دیواره و کاهش های فعال اکسیژن، موجب افزبا واسطه گونهگیاهی 

های های مونومری به ساختارکردن اکسیداتیو واحدها در فرایند پلیمریزهنزیمآاین  .(Wojtaszek, 1997) شوندمی

ب استحکام ها موجها نیز دخالت دارند.  تقویت دیواره سلولی با لیگنینمانند لیگنینسلولی دیواره پلیمری پیچیده 

 ;Vance et al., 1980) شودمی بیمارگرهای هیدورلیتیک شدن آنزیم اثردیواره در مقابل نفوذ بیمارگر و بی

Nicholson and Hammerschmidt, 1992) .و مهار مهاجرت در آوند آبکش تواند موجب تولید لیگنین پراکسیداز می

های آنزیمهای دفاعی فعال شده در برابر بیمارگر، ستمهمانند سی (.Zeller, 1985) شود نباکتری آتشک در آ

 ;Goodman and Novacky, 1994) دارند مهمیهای دفاعی القایی نیز نقش در سیستمفنل اکسیداز پراکسیداز و پلی

Baysal and Zeller, 2004; Abdel-Monaim et al., 2012). ده با ـاهان تیمار شـا در بسیاری از گیـهآنالیت ـفع

 ;Baysal and Zeller, 2004; Vance et al., 1980; Conrath et al., 1995) یابدشدت افزایش میون، بهـیب

Sklodowska et al., 2011). های دفاعی گیاهان و افزایش نقش دو آنزیم فوق در سیستم هدر مجموع، با توجه ب

های گیری کرد که در اثر تیمار بیون، آنزیمتوان چنین نتیجهها در گیاه به متعاقب تیمار بیون، میفعالیت آن

کنند. ، محیطی سمی پیرامون بیمارگر مهاجم ایجاد میهای فعال اکسیژنگونهفعال شده و با تولید  واکسیداتی
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د. ـشوناثر میر بیـدرولیتیک بیمارگـهای هیه، آنزیمـه در نتیجـکنند کم میـرا محک دیواره سلول گیاهیهمچنین 

 .شودیماری میماندن بمحدود بیمارگر در گیاه و در نتیجه مهاجرت مانع در آوند آبکش شده  تولیدلیگنین علاوه، به

شده که نداشت. در برخی مطالعات دیگر نیز نشان دادهثیر قابل توجهی در فعالیت آنزیم کاتالاز أاز سوی دیگر، بیون ت

 کاهداما فعالیت کاتالاز را میالقای مقاومت می شود  های دفاعی اکساینده وبیون موجب افزایش فعالیت پروتئین

(Conrath et al., 1995).  بر آنزیم کاتالاز باشد زیرا بیون  بیوندلیل اثر مستقیم بازدارندگی به مکن استمثیر أتاین

ار ـر شکالاز را دـکات ،دـو این اسی (Baysal and Zeller, 2004) ک استـسالیسیلی دـوگ اسیـی آنالـر عملـاز نظ

ژن است و دو ملکول هیدرو . کاتالاز شکارگر پراکسید(Durrant and Dong, 2004) کندهیدروژن مهار می پراکسید

 تواند بهنزیم کاتالاز میمهار فعالیت شکارگری آ کند.آب و اکسیژن تبدیل می هایملکولرا به  هیدروژن پراکسید

 هیدروژن پراکسیدهای دفاعی وابسته به فعالیت سیستم افزایش هیدروژن ووبه خود موجب افزایش غلظت پراکسیدن

 های دفاع القاییمکانسیم فعال کردنقادر به ماده محرک بیون گیری کرد که توان نتیجهبا توجه به نتایج می د.شو

های آنزیمکلیه ثیر أتهای دفاعی است. میزان افزایش تولید پروتئین القائی، دفاعدر گیاه به است و بخشی از این 

هستند در ثر ؤمداز ـفنل اکسیداز و پلیـکننده پراکسیل دو آنزیم اکسیدـدفاعی در این فرایند یکسان نیست و حداق

رسد این نظر میکننده، بههای اکسیدکه آنزیم کاتالاز نقش قابل توجهی ندارد. با توجه به افزایش فعالیت آنزیمحالی

های ساختاری گیاه و ایجاد با اکسایش ملکولم أتوکند و عال اکسیژن عمل میهای فدفاع القایی با واسطه گونه

های فعال اکسیژن است نیز در همین نشدن آنزیم کاتالاز که شکارگر گونهحیطی سمی برای بیمارگر است. فعال م

 . استراستا قابل توجیه 
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