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   نهال و بذر  زراعي مجله به
1389، سال 4  ، شماره26-2جلد   

  
هاي سيب رقم زرد تيمار شده با باكتري  مطالعه ميزان تغييرات آنزيم پراكسيداز و فنل كل در ميوه

   عامل كپك آبي سيب Penicillium expansum و قارچPseudomonas fluorescensآنتاگونيست 
  

Study of Changes in Peroxidase Enzyme and Total Phenol in Golden Delicious 
Apple Fruits Inoculated with an Antagonistic Isolate of Pseudomonas fluorescens 

and Penicillium expansum the Causal Agent of Apple Blue Mould 
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  چكيده

 
هاي سيب رقـم زرد تيمـار     مطالعه ميزان تغييرات آنزيم پراكسيداز و فنل كل در ميوه          .1389 .، و عليزاده، ع   .، روستائي، ع  .ر. يان، ح ، اعتبار .ع. خزائي، ف 

  نهـال و بـذر   زراعـي   مجلـه بـه   . عامل كپك آبي سيب Penicillium expansum و قارچPseudomonas fluorescensشده با باكتري آنتاگونيست 
2-26) 4(: 433 - 419. 

  
در اين تحقيق ميزان تغييرات برخي تركيبات دفاعي گياهي از جمله آنزيم پراكسيداز و ميزان فنل كل در ميوة     

و قـارچ  Pseudomonas fluorescens زنـي بـا يـك جدايـه آنتاگونيـست بـاكتري        سيب رقـم زرد، پـس از مايـه   
Penicillium expansum براي اين منظور از جدايه .  بررسي شدP. fluorescens F7    كـه كـارايي آن در كنتـرل 

گيري آنزيم پراكسيداز و فنل كل  استخراج و اندازه. بود، استفاده شدبيماري كپك آبي سيب قبلاً به اثبات رسيده    
نتـايج نـشان داد   . زني قارچ عامل بيماري انجام شـد  به ترتيب در روزهاي سوم، ششم، نهم و دوازدهم پس از مايه         

هاي سيب تيمار شده بـا تيمـار بـاكتري و قـارچ بـه                 آنزيم پراكسيداز و ميزان فنل كل در ميوه       كه ميزان فعاليت    
در اين تيمار بيـشترين ميـزان افـزايش فعاليـت           . داري داشت   صورت توأم، در مقايسه با تيمار شاهد افزايش معني        

نتايج ايـن بررسـي   . مشاهده شدزني قارچ عامل بيماري  آنزيم پراكسيداز و ميزان فنل كل در روز نهم پس از مايه  
تواند دليلي بر القاي ايـن تركيبـات          نشان داد كه افزايش در ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز و تركيبات فنلي، مي            

  . باشدP. fluorescensدفاعي در ميوة سيب توسط باكتري 
 

ــسيداز، فنـــل كـــل، : كليـــدي هـــاي واژه ــزيم پراكـ   ،Pseudomonas fluorescens القـــاي مقاومـــت، آنـ
Penicillium expansum.  
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  مقدمه

ها، مواد معـدني   ها به دليل داشتن ويتامين      ميوه
اكسيدان بخـش مهمـي از رژيـم          و تركيبات آنتي  

از آنجائيكـه   . دهنـد   غذايي انـسان را تـشكيل مـي       
انـسان  سلامتي با نوع رژيـم غـذايي رابطـه دارد،           

كننده را بر آن داشـته اسـت تـا بـه دنبـال                مصرف
هــا و  غــذايي عــاري از بقايــاي ســموم، توكــسين 

ميـزان خـسارت    . هاي مضر باشـد     ميكروارگانيسم
جات از مزرعه، انبار و تـا مـصرف،           وارده بر ميوه  

بــه دليــل فقــدان امكانــات انبــارداري مناســب در 
 (Harvey, 1978)% 25كشورهاي توسعه يافته تا 

ــا   و ــعه ت ــال توس ــشورهاي درح ــز  %50 در ك ني
  .  (Eckert and Ogawa, 1985)رسد مي

  امـــــروزه بـــــه دليـــــل توجـــــه ويـــــژه     
  بـــــه ســـــلامتي انـــــسان و محـــــيط زيـــــست

(Wilson and Wisniewski, 1994) و 
ــه  ــاوم شـــدن برخـــي جدايـ   هـــاي  همچنـــين مقـ

ــه   ــاريزاي پــــس از برداشــــت بــ   عوامــــل بيمــ
  ;Romano et al., 1983(ســــــموم 

(Spotts and Cervantes, 1986ها براي   انگيزه
هــاي جــايگزين بــراي ســموم بــسيار يــافتن روش

در اين بين كنترل بيولوژيك بـه       . است  بيشتر شده 
هـاي كنتـرل    تنهايي و يا در تلفيـق بـا سـاير روش    

اي از خود نـشان داده   بيماري آيندة اميدواركننده 
در راســتا و تقويــت هرچــه بيــشتر كنتــرل . اســت

هـا و اسـتفاده    قاي مقاومت در ميـوه بيولوژيك، ال 
هاي گياهي و يا حيواني كـه خاصـيت           از فراورده 

ضد قارچي دارنـد نيـز مـورد توجـه قـرار گرفتـه              
 .  (Spadaro and Gullino, 2004)است 

در زمان تهاجم قارچ به ميوه، عامـل بيمـاريزا          
هــاي دفــاعي ميزبــان، ماننــد تجمــع  بــا اســتراتژي

دفــاعي، توليــد عناصــر تــشكيل دهنــدة ســدهاي 
تركيبات ضدميكروبي كه مـستقيماً مـانع تهـاجم         

شوند و بـا گروههـاي مختلـف          عامل بيماريزا مي  
ــسيد     ــصوصاً سوپراك ــسيژن خ ــال اك O2(فع

و ) -
كه توسط ميزبان در    ) H2O2(هيدروژن پراكسيد   

. شوند نيز روبرو خواهد شد      محل حمله توليد مي   
گروههــاي فعــال اكــسيژن باعــث اكــسيد شــدن  

هــا،  ات داخــل ســلول از جملــه چربــي   تركيبــ
 . شوند ها و اسيدهاي نوكلئيك مي پروتئين

 و كارهـــاي ضـــد  گياهـــان نيـــز داراي ســـاز
اكسيداسيوني در جهت كاهش اثـر راديكالهـاي        

ــي ــند آزاد م ــروز   . باش ــامل ب ــازوكارها ش ــن س اي
هاي دفـاعي گيـاه ماننـد         تغييراتي در ميزان آنزيم   

، (Peroxidase)، پراكسيداز   (Catalase)كاتالاز  
، (Polyphenol oxidese)اكــسيداز  فنــل پلــي

 و PAL  (Phenylalanine ammonialyse) آنـزيم 
ــل   ــه فن ــات ديگــري از جمل ــي  تركيب ــا م ــد  ه باش

)Staskawicz et al., 1995.(  
در زمان تحريـك گيـاه توسـط برخـي مـواد            
شيميايي، نژادهاي ناسازگار عوامل بيمـاريزا و يـا    

 ظهور علائم آنها وابسته بـه       عوامل بيماريزايي كه  
شرايط محيطي است، ظرفيـت دفـاعي گيـاه بـالا           

رود، كه ايـن حالـت بـه القـاء مقاومـت تعبيـر              مي
ــي ــود  مــ   ;Gorlach et al., 1996(شــ

(Sticher et al., 1997; Wei et al., 1991. 

تواننـد فقـط      هاي دفاعي القا شده مـي      واكنش
در محلــي كــه تحريــك صــورت گرفتــه اتفــاق  
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، كه توليد تركيباتي ماننـد      )القاي موضعي (ند  بيفت
هـا    ها، ليگنين و فيتو آلكـسين       هيدروكسي پرولين 

در محل تحريك و مرگ سريع سلولها در محل         
از ) واكنش فوق حساسيت  (ورود عوامل بيماريزا    

در صــورتيكه ايــن  . جملــة ايــن مــوارد اســت   
هاي مختلـف     ها در كل بافت و يا قسمت        واكنش

) القاي سيستميك (القاء شوند   گياه تحريك شده    
) Diby and Sharma, 2005 .(  

مقالات زيادي در رابطه با كنتـرل بيماريهـاي         
ــيب    ــي س ــك آب ــه كپ ــس از برداشــت از جمل   پ

)Blue mould (  هـاي   با اسـتفاده از آنتاگونيـست
يكـي  . باكتريايي، قارچي و مخمري وجـود دارد      

از ســاز و كارهــاي عوامــل بيــوكنترل در كنتــرل 
هاي پس از برداشت تحريك واكنش هاي       بيماري

بيوشيميايي بافت ميزبـان گيـاهي بـر عليـه عامـل            
  ).  Stevens et al., 1999(باشد بيماريزا مي
 Pseudomonas  fluorescenceهاي  جدايه

، (PO)هاي پراكسيداز  باعث افزايش ميزان آنزيم   
 و فنيل   (CAT)، كاتالاز   (PPO)اكسيداز    فنل  پلي

 در قسمتهاي مختلـف     (PAL)يز  آلانين آمونيو لا  
گياه فلفل سياه از ريشه تـا سـاقه در مقابـل قـارچ              

Phytophthora capsiciكــه دليــل بــر .  شــدند
  القــــاي مقاومــــت سيــــستميك در گيــــاه بــــر 

ــي    ــاريزا مــ ــل بيمــ ــن عامــ ــه ايــ ــد عليــ   باشــ
)Diby and Sharma, 2005 .(   

   هــــاPGPRدر پــــي تيمــــار گياهــــان بــــا 
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria)، 

ــدار فيتوالكــسين  ــزايش چــشمگيري در مق ــا  اف ه
(Van Peer et al., 1991)  ــي ــات فنل  تركيب

(Piga et al., 1997)ــسيدازها   ، پراكـــ
 (Albert and Anderson, 1987; Zdore and 

Anderson, 1992)  ــطوح ــاي  mRNA، س ه
ــولاز    ــين آمنيـ ــل آلانـ ــاگر فنيـ  و (PAL)شناسـ

ه، مـشاهده شـده     همچنين ميزان چوبي شدن گيـا     
  .(Anderson and Guerra, 1985)است 

تركيبات فنلي جزو تركيبـاتي هـستند كـه در          
تمام گياهان شامل ميوه جات، سبزيجات، غلات       

ــد... و ــود دارنــ ــزو . وجــ   ايــــن تركيبــــات جــ
ــستند  ــان هــــ ــه گياهــــ ــاي ثانويــــ   متابوليتهــــ

(Taiz and Zeiger, 2002) .  به طور طبيعي بـالغ
لـف بـا تأثيرهـايي از        تركيـب فنلـي مخت     8000بر  

قبيل دخالت در ساخت ديوارة سلولي، دخيل در        
مكانيسم دفـاعي گيـاه و دخيـل در خـصوصيات           
ميــوه ماننــد رنــگ، عطــر، طعــم و مــزه، در گيــاه 

همچنـين تركيبـات فنلـي بـه عنـوان          . وجود دارد 
هايي براي مراحل فيزيولوژيكي در طول        شاخص

  شـــوند رشـــد ميـــوه نيـــز در نظـــر گرفتـــه مـــي 
(Macheix et al., 1990).  

ســاخته شــدن تركيبــات فنلــي در گياهــان از  
طريــق جــدا شــدن عامــل آمينــي از فنيــل آلانــين 

) PAL(توسط آنـزيم فنيـل آلانـين آمونيـو لايـز        
 بـه صـورت غيـر       PALآنـزيم   . گيرد  صورت مي 

مستقيم در ساختن چندين تركيب فنلي، از جمله        
پليمرهــاي ســازندة ديــواره ســلولي دخالــت دارد 

)Parr and Bolwell, 2000.(  
ــه  ــاس يافتـــ ــر اســـ ــال بـــ ــاي و نيوســـ   هـــ

(Matern and Kneeusal, 1998) اولين مرحله 
در فعاليت دفاعي گياه، تجمع تركيبات فنلـي در         
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محل آلودگي بوده كه باعـث توقـف و يـا كنـد             
بـسياري از   . شـود   شدن رشـد عامـل بيمـاريزا مـي        

ــه   تركيبــات فيتوالكــسيني شــناخته شــده متعلــق ب
 مقـدار  (Kindl, 1994).باشـند   هـا مـي    فنلگروه

اين تركيبات با توجه به بافـت مـورد حملـه قـرار             
 (Harborne, 1994).باشـد   گرفتـه متفـاوت مـي   

هـاي شـيميايي، مكـانيكي و يـا بيولـوژيكي             تنش
متابوليسم تركيبات فنلي را در ميـوة سـيب تغييـر           

ميـزان فعاليـت   . (Mayr et al., 1994)دهنـد   مي
هـا در ارقـام مقـاوم و         اكسيدكنندة فنل هاي    آنزيم

هاي مورد حمله بـسيار بيـشتر از ارقـام            يا در بافت  
  باشـــد حـــساس و يـــا گياهـــان مـــصون مـــي    

(Agrios, 1988)  . 

هــدف از انجــام ايــن تحقيــق، بررســي ميــزان 
تغييرات برخـي تركيبـات دفـاعي گيـاه از جملـه            
آنزيم پراكـسيداز و ميـزان فنـل كـل موجـود در             

  زنـي بـا قـارچ       م زرد پـس از مايـه      ميوه سـيب رق ـ   
p. expansum  و بـاكتري p. fluorescens f7 و 

همچنين اثر توام اين قارچ و باكتري در افـزايش          
  . مي باشدها اين متابوليت
  ها مواد و روش

  هاي سيب انتخاب ميوه

هاي سـيب رقـم       جهت انجام آزمايشات، ميوه   
هاي ميوه و   از ميدان (Golden Delicious)زرد
و ورامـين تهيـه    هـاي پاكدشـت   بار شهرستان هتر
شده بدون هر گونه زخم،  هاي انتخاب سيب. شد

   .لهيدگي و يا سوراخ بودند
  انتخاب جداية قارچ عامل بيماري 

از Penicillium expansum Pe2 جدايــه 

ــوه ــع    مي ــودة جم ــيب آل ــاي س ــده از  ه آوري ش
سردخانة مهرشهر كرج جدا شـد و در مطالعـات          

 بيماريزايي بسيار شديدي از خـود       آزمايشگاهي،
ــشان داد  ــسيون . (Khazaee, 2010)نـ سوسپانـ

  هــــاي اســــپور مــــورد اســــتفاده از كــــشت   
   روزه قــــارچ بــــر روي محــــيط كــــشت10-7

PDA (Potato Dextrose Agar, Merck) 

ــتفاده از لام     ــا اس ــت آن، ب ــد و غلظ ــت ش برداش
 تنظـيم  Con./ml  104 × 1شمار در حدود گلبول

  . (Nunes et al., 2001)شد 
  انتخاب جداية باكتري آنتاگونيست 

ــة  ــز از ســطح P. fluorescens F7جداي  ني
آوري شــده از ســردخانة  هــاي ســيب جمــع ميــوه

هــاي  مهرشــهر كــرج جــدا شــد و در بررســي    
كنندگي خوبي بر     آزمايشگاهي و انبار، اثر كنترل    

 و  P. expansum Pe2عليــه رشــد ميــسيليومي
ــود نــــش  ــاري كپــــك آبــــي از خــ   ان دادبيمــ

(Khazaee, 2010).  ،رقت سوسپانسيون باكتري
با اسـتفاده از دسـتگاه اسـپكتروفوتومتر در طـول           

ــر رويnm 420مــوج   تنظــيم OD = 2/0-3/0  ب
ميــزان جمعيــت بــاكتري در ايــن محــدودة  . شــد

 تخمـــين زده CFU./ml. 109×1نـــوري حـــدود 
  . (Nunes et al., 2001)شده است 

 و قـارچ عامـل      زنـي بـاكتري آنتاگونيـست       مايه

  بيماري 

ــوه ــا آب     ميـ ــاملاً بـ ــدا كـ ــيب ابتـ ــاي سـ   هـ
ــدت     ــه مـ ــپس بـ ــد، سـ ــسته شـ ــه در 7شـ    دقيقـ

ــديم   ــت ســ ــدند % 2هيپوكلريــ ــته شــ   . گذاشــ
  هــــا پــــس از دو بــــار شستــــشو بــــا      ميــــوه
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فرو برده  % 95آب مقطر استريل، در الكل اتانول       
هـا بـر روي يـك سـطح           پـس از آن ميـوه     . شدند

 شـد تـا كـاملاً       استريل گذشته شده و اجـازه داده      
  . (Sholberg et al., 1995)خشك شوند 

با استفاده از يـك مـيخ اسـتريل سـه سـوراخ             
)mm 3 × 3 × 3 (  هـاي مـساوي در هـر         با فاصـله

  . (Etebarian et al., 2005)سيب ايجاد شد 
 ميكروليتر از سوسپانـسيون بـاكتري       40ميزان  

)CFU/ml 109×1 (  ــوراخ ــك از س ــر ي ــه ه ــا  ب ه
شده، هـر كـدام بـه       زني  هاي مايه  سيب. تزريق شد 

طور جداگانه داخل يك ظـرف يكبـار مـصرف          
گذاشته شد و با خود ظرف، داخـل يـك كيـسه            

بـراي حفـظ رطوبـت      . پلاستيكي قرار داده شدند   
داخل كيسه در هنگـام نيـاز چنـد پاشـش از آب             

پاش دستي به داخل آن       مقطر استريل به وسيله مه    
  . شد پاشيده 

 ميكروليتــر از 20ر  ســاعت، مقــدا24پــس از 
) Con./ml104×1 (سوسپانـسيون اسـپور قـارچي    

به داخل سوراخهاي تيمار شـده بـا سوسپانـسيون          
ــه  ــاكتري، ماي ــد  ب ــي ش ــيب. زن ــظ    س ــا حف ــا ب   ه

  پلاســــتيك و رطوبــــت لازم بــــه انبارهــــاي    
مورد نظر و با دماي مـشخص انتقـال داده شـدند            

(Etebarian et al., 2005) .  
گيري ميـزان فنـل       دازهآزمايشات مربوط به ان   

كل و ميزان تغييرات آنـزيم پراكـسيداز بـه طـور            
بـاكتري تنهـا،    ( تيمـار    4جداگانه و هـر كـدام بـا         

هاي فقط    قارچ تنها، باكتري و قارچ توأم و سيب       
) هر سيب يـك تكـرار     ( تكرار   6و  ) سوراخ شده 

براي هر كدام از ايـن  .  انجام شدoC20 در دماي 

 پـــس از 12 و 9 ،6، 3آزمايـــشات در روزهـــاي 
زني قـارچ عامـل بيمـاري ميـزان فنـل كـل و              مايه

گيـري    ميزان تغييـرات آنـزيم پراكـسيداز، انـدازه        
  . شد

گيـري ميـزان آنـزيم        استخراج عصاره و انـدازه    

  پراكسيداز

ــرم از     ــنج گــ ــخ، پــ ــيط يــ ــدا در محــ   ابتــ
 ml 15در ) شـده  زنـي  از محل مايـه (بافت سيب 

ــسفات  ــافر فـ ــاوي) M, pH:7.0 0.05(بـ   حـ
)10 ٪(w/v  (Poly vinyl poly pyrolidone) PVPP و

M 1/0 EDTA (Ethylene di amine tetra 

acetic acid) در يك هاون چيني كاملاً له شـد  .
 g15000 دقيقـه در     15مخلوط حاصله بـه مـدت       

ــاي  ــد oC4 در دم ــانتريفيوژ ش ــسيون .  س سوسپان
ــزيم      ــرات آن ــزان تغيي ــي مي ــت بررس ــي جه روي

  .(Gong et al., 2001)د پراكسيداز برداشته ش
گيري ميزان فعاليت آنـزيم پراكـسيداز    اندازه

بــر اســاس روش اصــلاح شــدة وتــر و همكــاران 
(Vetter et al., 1956)   توسط گـورين و هيـدما 

(Gorin and Heidema, 1976)    بـه شـرح زيـر 
  .انجام شد

در ابتدا مخلوط واكنش با تركيبات زير تهيـه         
  : شد

a. يبعصارة استخراج شده از س.               ml.  1/0 

b. ) M 1/0 5/5؛  :pH(MES buffer ..ml. 35/1 

c.  H2O2                                                    05/0٪ 

d.  ١/٠                                          فنيلن دي آمين٪ 

 d, b, aبراي تهيه اين تركيب ابتدا قـسمتهاي  
ــووت  ــوط و در كيــ ــم مخلــ ــا هــ ــتگاه بــ  دســ
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 نيز به  cسپس قسمت   . اسپكتروفوتومتر ريخته شد  
مخلــوط درون كيــووت اضــافه شــد و بلافاصــله  

 بـه  nm 485تغييرات جـذب نـور در طـول مـوج       
گيـري     ثانيه يكبـار انـدازه     15 دقيقه و هر     3مدت  
مقــدار . (Gorin and Heidema, 1976)شــد 

  فعاليـــت آنـــزيم بـــر حـــسب تغييـــرات جـــذب  
  گـــرم پـــروتئين  لـــينـــور بـــر دقيقـــه بـــر مي   

 OD /Min./mg. protein)Δ(بيان شد  .  
 هـاي  آنـزيم  اختصاصي فعاليت محاسبه براي

 گرم ميلي به آنزيم فعاليت تعميم و آزمون مورد

 تـام  پـروتئين  ميـزان  بافـت،  در پروتئين موجـود 

ــود ــه در موج ــا نمون ــه ه ــورد  روش ب برادف
)Bradford, 1976 (شد تعيين زير شرح به :  

  تهيه معرّف براد فورد 

گرم پودر كوماسي بريليانـت        ميلي 100مقدار  
حـل  % 95ليتر اتـانول    ميلي50را در ) G 250(بلو 

، سـپس بـر روي      )محلولي زنگـالي رنـگ    (كرده  
 ميلــي ليتــر محلــول اســيد     100شــيكر مقــدار   

به صورت قطره قطـره بـه   ) W/V% (85فسفريك  
ول بـه تـدريج     رنگ محل . محلول فوق اضافه شد   

ــاً قهـــوه  اي روشـــن شـــد  تغييـــر نمـــوده و نهايتـ
)Bradford, 1976  .(  

   تهيه محلول پايه پروتئين استاندارد

گــرم از پــروتئين اســتاندارد  مقــدار پــنج ميلــي
)Fluka (            در پنج ميلـي ليتـر بـافر فـسفات سـديم
)mM 50 7؛ :pH (mM  ــاي ــده و در دم  حــل ش

تئين پـرو . گـراد نگهـداري شـد        درجه سانتي  -20
اســتاندارد مــورد اســتفاده آلبــومين ســرم گــاوي  
(Bovine Serum Albumin = BSA) 

  . فراكسيون پنج بود
   تهيه منحني استاندارد پروتئين

ــادير   70 و5،10،20،30،40،50،60مقــــــــــ
  ميكروگــــرم از محلــــول پــــروتئين اســــتاندارد

)BSA stock (ليتـر   گانه به سـه ميلـي   به طور جدا
هـاي آزمـايش كوچـك       معرف برادفورد در لوله   

پــس از اخــتلاط . اضــافه شــد) ليتــري پــنج ميلــي(
ــتگاه    ــتفاده از دســ ــا اســ ــله بــ ــل بلافاصــ كامــ
اسپكتروفتومتر ميـزان جـذب نـور آنهـا در طـول            

هـاي حـاوي    لوله. گيري شد  اندازهnm595 موج 
صفر ميكروليتر پـروتئين اسـتاندارد جهـت صـفر          

  ).Bradford, 1976(كردن دستگاه استفاده شد 
  ين ميزان پروتئين عصاره تعي

 ميكروليتر از عصاره هر نمونه سيب       35مقدار  
ليتـر معـرف بـراد فـورد در يـك لولـه               با سه ميلي  

آزمــايش كوچــك مخلــوط شــد، ســپس ميــزان  
 با اسـتفاده از اسـپكتروفتومتر       nm 595جذب در   

بــراي هــر ). Bradford, 1976(قرائــت گرديــد 
ين ميــانگ. نمونــه ســه تكــرار در نظــر گرفتــه شــد

جذب نور براي هر نمونه محاسبه و با اسـتفاده از           
فرمول يا منحني استاندارد ميزان كل پروتئين هـر         

  .   ميكرو ليتر آن محاسبه گرديد35نمونه در 
  ) Total phenol(ارزيابي ميزان فنل كل 

  استخراج فنل از ميوة سيب 

ابتــدا در محــيط يــخ مقــدار دو گــرم از ميــوة 
 ر هـاون چينـي حـاوي    د) زنـي  محل مايه(سيب 

ml10  ــيدي ــانول اس ) HCL-ethanol 1٪% (1 ات

سپس عصارة حاصله بـه     . سرد، كاملاً كوبيده شد   
 g12000  بـا دور  oC4  دقيقه در دمـاي  10مدت 
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پس از عمل سـانتريفيوژ مخلـوط      . سانتريفيوژ شد 
ــي ــد   روي ــداري ش ــدي نگه ــت مراحــل بع   جه

(Pirie and Mullinis, 1976) .  
   هاي فنل استاندارد  غلظتتهيه محلول پايه

گـرم اسـيد كافئيـك در پـنج            ميلـي  10مقدار  
ليتر متانول خالص كاملاً حل شـده و حجـم            ميلي

. ليتر رسانده شد  ميلي50نهايي آن با آب مقطر به   
 8 و 5/7، 6، 5، 4، 3، 2، 1، 0ســـــپس مقـــــادير 

ليتــر از ايــن محلــول، بــه طــور جداگانــه در  ميلــي
ختـه و حجـم هـر       هاي كوچك آزمـايش ري      لوله

ليتـر رسـانده       ميلي 10لوله با افزودن آب مقطر به       
ليتر از محلول هـر        ميلي 5/0به اين ترتيب در     . شد

، 50،  40،  30،  20،  10،  5ها به ترتيب      يك از لوله  
 ميكروگرم اسيد كافئيك وجـود داشـت        80 و 60

)Etebarian, 1988  .(  
  تهيه كربنات سديم اشباع 

ميلي ليتر آب مقطر،     100براي اين منظور در     
آنقدر كربنات سديم حـل شـد       ) در روي شيكر  (

تا اينكه در ته ظرف، رسوب كربنـات سـديم بـه            
اين محلول بايد طوري باشد كه پس       . وجود آمد 

از گذشــت يــك يــا دو روز هنــوز مقــدار كمــي 
معرف ). Etebarian, 1988(رسوب داشته باشد 

فولين مورد نياز نيز به صـورت آمـاده خريـداري           
  .  شد

و ) اسـيد كافئيـك   (تهيه منحني اسـتاندارد فنـل     

  معادله رگرسيون 

 ليتـري مقـدار     هـاي آزمـايش ده ميلـي        در لوله 
 سپس مقدار   .ليتر آب مقطر ريخته شد      هفت ميلي 

هاي مختلـف آمـاده شـده         ليتر از غلظت     ميلي 5/0

اسيد كافئيك در مرحله قبل، بـه آن اضـافه و بـه             
فولين به آن اضـافه     ليتر معرف      ميلي 5/0دنبال آن   

پس از مختصري اختلاط، محلولي به رنـگ        . شد
دقيقاً سه دقيقـه    . سبز متمايل به زرد به دست آمد      

ــولين يــك ميلــي  ــر  پــس از افــزودن معــرف ف ليت
محلول كربنات سديم اشباع به آن اضافه و حجم         

 ميلـي ليتـر     10نهايي آن با افزودن آب مقطـر بـه          
رنــگ پــس از مختــصري اخــتلاط . رســانده شــد

پس از گذشت يـك    . محلول خاكستري تيره شد   
هـا در     ساعت ميزان جذب نور هر يك از محلول       

گيــــري شــــد   انــــدازهnm 725طــــول مــــوج 
)Etebarian, 1988 .(  براي هر غلظت سه تكـرار

ــد  ــور شـ ــتگاه   . منظـ ــردن دسـ ــفر كـ ــراي صـ بـ
اسپكتروفتومتر از محلولي كه فاقد اسيد كافئيك       

ضافه شـده بـود،     بود و به همان ميزان آب مقطر ا       
  .استفاده شد

گيري ميزان فنل كـل موجـود         به منظور اندازه  
هاي استخراج شده، همانند روش تهيه        در عصاره 

با اين تفـاوت كـه بـه        . منحني استاندارد عمل شد   
 ميلي ليتـر از عـصارة       5/0جاي اسيد كافئيك، از     

  .استخراج شده از گياه استفاده شد

  

  نتايج و بحث

  كسيداز تغييرات آنزيم پرا

ــزيم   ــزان فعاليـــت آنـ ــايش ميـ در ايـــن آزمـ
شـده بـه تـدريج        هاي بررسي   پراكسيداز در نمونه  

افزايش يافت و در روز نهم به بيشترين حد خـود         
ــاهش      ــه ك ــي رو ب ــدداً كم ــپس مج ــيد و س رس

ــكل (گذاشـــت  ــزيم  ). 1شـ ــزان فعاليـــت آنـ ميـ
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 موجود در بافت ميوة سيب      )OD485.min/g.protein)Δ تغييرات ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز       -1شكل  
ــه  ــر مايـ ــر اثـ ــايي   رقـــم زرد، بـ ــه باكتريـ ــا جدايـ ــارچي  F7 P. fluorescensزنـــي بـ ــة قـ   Pe2و جدايـ

 P. expansum زني قارچ عامل بيماري در دماي   پس از مايه12 و 9، 6، 3 ، در روزهاي oC20  
  . باشند هر كدام از نقاط روي نمودار، ميانگين سه تكرار مي. †

Fig. 1. Changes in peroxidase enzyme activity (ΔOD485.min/g. protein) in apple fruit 
cv. Golden delicious after inoculation by P. fluorescens F7 and P. expansum Pe2 at 3, 6, 
9,12 days after inoculation with pathogen at 20 oC. 
†. Each point represents the mean of three replications   

  
هاي تيمـار شـده       پراكسيداز، در روز نهم در ميوه     

با باكتري، قارچ، قارچ و باكتري توأماً، نسبت بـه         
، بـه ترتيـب     )بدون بـاكتري و قـارچ     (تيمار شاهد   

  . رصد افزايش داشت د78 و 40، 23
تغييرات ميزان فنل كل درميوة سيب در طـول         

   oC 20 آزمايش در دماي 

در ميـوه   ) mg/gوزن ميـوه  (مقدار تركيبات فنلي    
به تدريج افزايش يافته و در روز نهم به بيـشترين           
حد خود رسيد و سپس به تدريج رو بـه كـاهش            

ميزان تركيبات فنلي، در روز   ). 2شكل  (گذاشت  
هاي تيمـار شـده بـا بـاكتري، قـارچ،             يوهنهم در م  

قــارچ و بــاكتري توأمــاً، نــسبت بــه تيمــار شــاهد  

 46 و   28،  19، بـه ترتيـب      )بدون باكتري و قارچ   (
  .  درصد بالاتر بود

در تحقيقــات انجــام شــده توســط كــائو و     
، ميـزان افـزايش   (Cao et al., 2005)همكـاران  

هاي گلابي تيمار شـده بـا    تركيبات فنلي در ميوه
ــارچ   ــزانP. expansumق ــه مي  درصــد 6/14  ب

ــود  ــاهد ب ــالاتر از ش ــشترين  . ب ــق بي ــن تحقي در اي
ــوه، در روز نهــم    ــي در مي ــات فنل ــزايش تركيب اف

زنـي    مشاهده شد كه در اين بـين تيمارهـاي مايـه          
شده با باكتري، قارچ و باكتري توأم با قـارچ، بـه            

  .  درصد بالاتر از شاهد بودند46 و 28، 19ترتيب 
ــائو و   در ت ــه توســط ك ــام گرفت ــات انج حقيق
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زني جدايه باكتريايي   موجود در بافت ميوة سيب بر اثر مايه)mg/gوزن ميوه(تغييرات ميزان فنل كل  -2شكل 
F7 P.fluorescens  و جداية قارچيPe2 P. expansum ،  زني مايه پس از 12 و 9، 6، 3در روزهاي 

  . oC20 قارچ در دماي 
 . باشند  تكرار مي3ر كدام از نقاط روي نمودار، ميانگين ه. †

Fig. 2. Change in total phenol level (mg/g fruit weight) in apple fruit cv. Golden 
delicious after inoculation with P. fluorescens F7 and P. expansum Pe2 at 3, 6, 9,12th 
days after inoculation with pathogen at 20 oC.  
†. Each point represents the mean of three replications.  

  
، ميـزان افـزايش   (Cao et al., 2005)همكـاران  

هاي گلابي تيمـار شـده    آنزيم پراكسيداز در ميوه   
 درصد بـالاتر از  69، نيز  P. expansumبا قارچ 

  .شاهد بود
بيشترين ميزان فعاليـت آنـزيم پراكـسيداز در         

ــ ــدازهب گيــري شــده، در روز نهــم  ين روزهــاي ان
هاي تيمار شده با قارچ تنها،        در ميوه . مشاهده شد 

باكتري تنها و قارچ همـراه بـا بـاكتري نـسبت بـه             
 درصــد افــزايش 78 و 23، 40شــاهد، بــه ترتيــب 

در . فعاليــت آنــزيم پراكــسيداز مــشاهده گرديــد 
ــو و همكــاران     تحقيقــات انجــام شــده توســط لي

(Liu et al., 2005)    بـالاترين افـزايش ميـزان ،

هاي سيب تيمار شده به       آنزيم پراكسيداز در ميوه   
در روز هشتم گزارش شده  P. expansumقارچ 
  .است

هاي پرتقـال   بيشترين افزايش مقاومت در ميوه  
 Penicillium digitatum ،14نــسبت بــه قــارچ 
ــس از   ــاعت پ ــهس ــي ماي ــاد  زن ــاق افت ــارچ اتف    ق

)E1 Ghaouth et al., 1998 .( ايــن افــزايش
هـاي بتـا      مقاومت به دليـل افـزايش ميـزان آنـزيم         

  . گلوكاناز، كيتيناز و پراكسيداز بود-3و1
ــوه ــر    در مي ــا مخم ــار شــده ب ــاي ســيب تيم ه

Aurebasidium pullulanse  هـاي   ميزان آنـزيم
گلوكاناز، كيتيناز و پراكـسيداز افـزايش       -3و1بتا  

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

3 6 9 12
Day

To
ta

l P
he

no
l  (

m
g/

g  f
ru

it 
w

ei
gh

t )
Control
Bacterium
Bacteriumand Fungus  
Fungus

 
Dayروز  

كل 
نل 

ف
)

لي
مي

 
ن م

 وز
گرم

 بر 
گرم

To  )يوه
ta

l P
he

no
l (

m
g/

g 
Fr

ui
tw

ei
gh

t) 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1389، سال 4، شماره 26-2 جلد ”نهال و بذر زراعي مجله به”

 

يح  سـاعت پـس از تلق ـ      24اين افـزايش از     . يافت
 ساعت  96 و   48عامل بيوكنترل شروع شده و در       

در . پس از تلقيح به بـالاترين سـطح خـود رسـيد           
هاي شاهد كه به آنها مخمر تلقيح نشده بـود            ميوه

نيز ميزان اين آنزيم هـا افـزايش يافتـه بـود امـا از               
ــا      ــده بـ ــار شـ ــاي تيمـ ــوه هـ ــدار آن در ميـ   مقـ

كمتــــر بــــود  A. pullulanseآنتاگونيــــست 
)Ippolito, and Nigro 2000 .(مخمــــر  

Candid saitoana  باعــث ايجــاد مقاومــت در 
. شـود   ميوه سيب، بر عليه بيماري كپك آبـي مـي         

مشخص شده است كه استفاده از ايـن مخمـر در           
 سـاعت قبـل از      96 و   48هـاي سـيب،       سطح ميـوه  

داري در    تلقيح عامل بيماري باعث افزايش معنـي      
مت در ميوه   كنترل اين بيماري به علت القاء مقاو      

در . (De Capdeville et al., 2002)شـود   مـي 
ــاران  ــتا و همكــــــــ ــشات ســــــــ   آزمايــــــــ

(Setha et al., 2000)  مشخص شد كه فعاليـت ،
هاي پاپاياي انبـار شـده        آنزيم پراكسيداز در ميوه   

هـاي انبـار شـده در          بيشتر از ميـوه    oC 5در دماي   
همچنين ميزان فعاليـت آنـزيم      .  است oC 15دماي

 تـا روز پـانزدهم رونـد        oC 5ر دماي پراكسيداز د 
افزايشي داشت، سـپس بـه سـرعت تـا پايـان روز        

رونــد كاهــشي از خــود ) ام روز ســي(انبــارداري 
 Sari)در تحقيقات ساري و همكاران . نشان داد

et al., 2007)   مشخص شد كه تجمـع تركيبـات 
هـــاي گنـــدم تيمـــار شـــده بـــا  فنلـــي در ريـــشه

ــاكتري ــا Bacillus pumilusبــ ــوأم بــ   تــ
ــارچ ــسيار  Gaumonnomyces graminisق  ب

  .بيشتر از تيمار قارچ تنها بود

افزايش تركيبات فنلي در ريـشة گنـدم در دو        
روز پس از تلقيح عامل بيمـاريزا ديـده شـد و در            
روز ششم به بالاترين حد خود رسـيد و بيـشترين           
افزايش تركيبات فنلـي در تيمـار تلقـيح شـده بـا             

ميـزان فنـل كـل      . شدباكتري و قارچ توأم، ديده      
در تيمارهاي شاهد و تيمار باكتري تنهـا، در روز          

زني قارچ نـسبت بـه روز اوج          يازدهم پس از مايه   
. كاهش داشت % 45و  % 34به ترتيب   ) روز ششم (

در ايـــن تحقيـــق ميـــزان آنـــزيم پراكـــسيداز در 
تيمارهاي داراي باكتري و قارچ به صورت تـوأم         

ــا روز چ  ــه تــدريج افــزايش يافــت و ت ــه ب هــارم ب
بالاترين حد خود رسيد و ايـن ميـزان در حـدود            

ــار شـــــــاهد بـــــــود % 50 ــالاتر از تيمـــــ   بـــــ
(Sari et al., 2007).  

ــاران   ــانتي و همكــــ ــشات هــــ   در آزمايــــ
(Honty et al., 2005)    نـشان داده شـد كـه در 

 بـا پيـشرفت     Bartlett و   Vicarهـاي گلابـي       رقم
  هــــاي ايجــــاد شــــده توســــط بــــاكتري لكــــه

Erwinia amylovora ــزيم ــزان آن ــاي  ، مي ه
اكـسيداز موجـود در ايـن     فنـل  پراكسيداز و پلي

هـاي رقـم      در گلابـي  . كنـد   ها نيـز تغييـر مـي        ميوه
 48ايــن تغييــرات بــه مــدت  ) Bartlett(حــساس 

ساعت روند افزايشي داشـت و سـپس در فاصـلة           
.  ساعت رونـد كاهـشي بـه خـود گرفـت           72-48

بيشترين ميزان فعاليت آنزيمي در حواشي منطقـة        
ــه ــود ماي ــي ب ــاوم . زن ــم مق ــا ) Vicar(در رق  48ت

ساعت پس از تلقيح بـاكتري هيچگونـه افـزايش          
اما . معناداري در ميزان فعاليت آنزيمي ديده نشد      

زنـي     سـاعت پـس از مايـه       48-72در فاصلة بـين     
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باكتري فعاليت آنزيمي به سرعت افزايش داشت       
هـا در حواشـي نقطـة تلقـيح           و ميزان اين فعاليـت    

هـاي آنزيمـي در       شايد افزايش فعاليت  . دبيشتر بو 
هاي مقاوم دليل بر وجود يك سيستم دفاعي        رقم

  .(Honty et al., 2005)كارا و موثر باشد 
آيد كه پس از بروز اولين        از نتايج چنين برمي   

ــراي   علائــم القــاي مقاومــت، زمــان محــدودي ب
حفاظــت گيــاه در برابــر عوامــل بيمــاريزا وجــود 

سد كه برخي عوامـل تقويـت   ر و به نظر مي   . دارد
 P. fluorescensها كنندة مقاومت، مانند باكتري

تواند سطح و يا مدت اين حفاظت را افزايش        مي
  . دهند

ــزان      ــزايش در مي ــن اف ــه اي ــت ك ــديهي اس ب
ــزان    ــاهش ميـ ــوه، در كـ ــاعي ميـ ــات دفـ تركيبـ

  . زايي عامل بيماري موثر خواهد بود بيماري
اومــت تــوان پيــشنهاد كــرد كــه القــاي مق مــي

 بيـوكنترل   سـازوكارهاي تواند در كنار ديگـر        مي
در ... بيـوز و   مانند مبارزه بر سـر غـذا، جـا، آنتـي         

در برابـر عوامـل بيمـاريزاي       ) گياه(حفاظت ميوه   
در راستاي ايـن    . گياهي نقش موثري داشته باشد    

توان از زيست فناوري در جهت بهبـود          هدف مي 
ــه ــايي جداي  ــ توان ستي هــايي كــه قابليــت آنتاگوني

هاي ترانـسژنيك     بالايي دارند و يا با ايجاد جدايه      
كه چندين مكانيـسم عمـل را بـا هـم           ) تراريخته(

  .  داشته باشند، استفاده كرد
  

  سپاسگزاري 

از اســاتيد و كارشناســان گــروه گياهپزشــكي 
پرديس ابوريحان و همچنين دانشكدة كشاورزي      
دانشگاه آزاد ورامين كه در انجام اين تحقيـق مـا        

  .شود  ياري كردند، صميمانه تشكر ميرا
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