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  ۱۸۱-۱۹۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهي بيماري

۱۸۱  

  
   مقاومت در نخود عليه عامل ي ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القاتأثير 

  *هاي پژمردگي و پوسيدگي فوزاريوميبيماري
  

EFFECT OF SALICYLIC ACID & CHITOSAN ON INDUCTION OF 
RESISTANCE IN CHICKPEA AGAINST FUSARIAL  

WILT & ROOT ROT  
  

   ۲طيبه قياسوند و ۱غلام خداکرميان، ۱پريمحمد جواد سليماني  ،**۱ساهره ولادي
  

  )۲۳/۱۲/۱۳۹۱ :رشيخ پذي؛  تار۲۵/۱۰/۱۳۹۰: افتيخ دريتار(
 

  دهيچك
 از )Fusarium solani(و قارچ عامل پوسـيدگي ريـشه   ) Fusarium oxysporum f.sp. ciceri(قارچ عامل پژمردگي فوزاريومي 

ثر نيست، کاربرد موادي بـا قابليـت     ؤها چندان م   ه شيميايي عليه اين قارچ    از آنجا که مبارز   . عوامل کاهنده عملکرد نخود هستند    
 یبر همين اساس امکان القا. رسد نظر ميههاي دفاعي گياهان که خطرات زيست محيطي نداشته باشند مطلوب بتحريک مکانيسم

-و کيتـوزان بـه  ) SA(اليـسيليک اسـيد    پي پي ام س۴۰۰ و ۲۰۰ ،  ۰هاي  ها با محلول  مقاومت ميزباني در نخود عليه اين بيماري      
 ۱۶ درجه سانتيگراد و نـور  ۲۴منظور گياهان تيمار شده در شرايط دمائي     به اين    .صورت اسپري برگي مورد بررسي قرار گرفت      

 پي پي ام کيتوزان باعـث کـاهش نـسبي    ۲۰۰نتايج نشان داد که غلظت .  شدندداري نگه روز ۴۰ساعته در اتاقک رشد به مدت      
 در کاهش جزئـي علائـم   SA پي پي ام ۴۰۰غلظت .  پي پي ام آن باعث کنترل پژمردگي گرديدند۴۰۰ ريشه و غلظت    پوسيدگي
هـا انجـام   نتايج آزمايش. ي در کاهش شدت پوسيدگي ريشه ايجاد نکردندتأثيرSA هاي مختلف  بود، اما غلظتمؤثرپژمردگي 

 روي رشـد  درصـد بـه ترتيـب    ۳۹ درصد و ۲۴,۴۷ به ميزان يک اسيد ساليسيل مستقيمتأثيرشده در شرايط آزمايشگاه حاکي از      
Fusarium oxysporum  f. sp. ciceri و Fusarium solani روي  درصد بـه ترتيـب   ۵۰,۷۹ درصد و ۵۶,۳۸ و کيتوزان به ميزان

 داخـل بافـت   آزادSA ميـزان  .  بـود PDA محيط کـشت   در )Fusarium solani  و Fusarium oxysporum f. sp. ciceri  رشد
 ساعت پـس از  ۱۶۸آزاد داخل بافت تا SA در اين تيمار، . گيري شد  اندازهHPLCبا استفاده از روش  SA گياهان تيمار شده با

گلوکانـاز و مقـدار   ۴وβ-۱هاي کيتينـاز و  فعاليت آنزيم. تدريج ظاهر گرديد  کاهش يافته و در نتيجه علائم پژمردگي بهيزن مايه
.  بررسـي شـد  يزن  و کيتوزان در چهار زمان مختلف پس از مايهSAهاي نخود تيمار شده با     وجود در برگ  ترکيبات فنولي کل م   

 نتوانست نقش مهمي در افزايش مقاومت      SAه شد، اما    ديد SA پي پي ام     ۲۰۰ها در تيمار     طبق نتايج افزايش ميزان اين شاخص     
 درصد ۲۶,۵ند موجب کاهش علائم پژمردگي فوزاريومي به ميزان نخود در برابر قارچ عامل پوسيدگي سياه ريشه ايفا کند، هرچ

ي بـر  مـؤثر ها شده اما اثر کنترلـي   جزئي اين شاخصیهاي مختلف کيتوزان باعث القا    غلظت. در مقايسه با شاهد آلوده گرديد     
 زني مايه ساعت پس از ۱۶۸ پي پي ام کيتوزان و در ۴۰۰ها در تيمار بيشترين ميزان اين شاخص. بيماري پوسيدگي ريشه نداشتند

تواند نقش مهمي در افـزايش مقاومـت گيـاه        دهد کاربرد کيتوزان مي   نتايج نشان مي  .  شد ديدهقارچ عامل پژمردگي فوزاريومي     
  . ايفا کندينخود در برابر اين بيمار

  

  نخود ،HPLCگلوکاناز، مقدار ترکيبات فنولي کل، -۴وβ-۱کيتيناز، :  يدي كل يها واژه
  

   نا، همداني سي، دانشگاه بوعليارائه شده به دانشکده کشاورز  ارشد نگارنده اول،يکارشناس نامه انيپا از يشبخ :*
  sahereh_veladi@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
 ، همدانناي سينشگاه بوعل داشناسي گياهي، دانشكده كشاورزي،، دانشيار و استاد بيماري ارشدي سابق کارشناسيدانشجو به ترتيب .١
  ي مولکوليمرکز تحقيقات پزشک ،  همداني دانشگاه علوم پزشک،يميکارشناس ارشد بيوش. ٢
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۱۸۲  

  مقدمه
به دليل دارا بودن پروتئين بالا و ) Cicer arietinum(نخود 

اهميت در تناوب زراعي با غلات، همه ساله در سطح قابل      
يکي . شود توجهي از مناطق کشور به روش ديم کشت مي

 هاي مهم و خسارت زاي نخود در ايران وجهـان         از بيماري 
 سـال  در  اسـت و ي فوزاريـوم يگ ـپژمرد و ي زرديبيمـار 
 گـزارش  )قزوين اهر، کرج،( کشور مختلف مناطق از ۱۳۴۲
 هـا، ضـعف بوتـه،    پژمـرده و زرد شـدن بـرگ   . است شده

هـا و در نتيجـه       کوچـک مانـدن دانـه      کاهش تعداد غلاف،  
عامـل   .هاي ايـن بيمـاري هـستند   ز نشانهکاهش محصول ا

 Fusarium oxysporum f. sp. ciceri بيماري قارچ خاکزاد

 اطـراف  مـزارع  از بعـضي  در بيماري  اين خسارت .است 

نخـود  . (Saremi 2000) اسـت  شـده  گزارش %۸۰ تا مراغه
ــه ــان  ب ــي از ميزب ــوان يک ــاي عن    در Fusarium solaniه

  شـــــادگـــــرلاخ و ار. معرفـــــي شـــــد۱۹۶۹ســـــال 
(Gerlach & Ershad 1970)هاي نخـود مبـتلا بـه     از ريشه

 .پوسيدگي سياه در منطقه خرم آباد اين قارچ را جدا کردند     
قهـوه اي تـا   ( علائم بيماري به صورت پوسـيدگي خـشک    

شود که سر انجام ها و هيپوکوتيل ديده ميريشه) سياه شدن
صد  در ايران در.شودها ميباعث زردي و پژمردگي گياهچه

 درصد گـزارش شـده اسـت        ۵/۱۹ تا   ۳آلودگي مزارع بين    
(Safaei & Mansoori 2007).  

هــاي زنــده و غيــر زنــده  بــا محــرکتيمــار گياهــان
مي شود کـه    آنها  اختصاصي باعث تقويت مقاومت حقيقي      

طـور  مقاومـت بـه  . شودبه عنوان مقاومت القايي تعريف مي 
ر شــود امــا بــه طــوموضــعي در محــل آلــودگي القــاء مــي

هـاي سـالم القـاء شـده کـه          سيستميک نيز در ساير بخـش     
 Systemic(اصــطلاحاً مقاومــت سيــستميک اکتــسابي    

Acquired Resistance( SAR   ــستميک ــت سي ــا مقاوم  ي
اين نوع مقاومت اکتسابي اثر طولاني       .شودالقايي ناميده مي  

مدت داشته و گاهي در تمام طول عمر گيـاه پايـدار بـاقي              
 اسـتفاده   فرضيه.(HammerSchmidt et al. 2001) ماندمي
 دفـاعي  سيـستم  هـاي کننـده  فعال عنوان به شيميايي مواد از

 ۱۹۷۹در سال ) White1979(  وايتآزمايش از بعد گياهان
 روي اسـيد  ساليسيليک خارجي کاربرد تأثير دهندهنشان که
 .گرفت شدت ،بود توتون موزائيک ويروس عليه توتون گياه

 گلوکوز آمين  D-۴وβ-۱لي کاتيوني از    کيتوزان يک پليمر پ   
 دفـاعي  قـدرت  دهنده افزايش ماده عنوانبه امروزه  کهاست

 از مـاده  اين .رود مي کاربه قارچي هايآلودگي عليه گياهان
 و هـا ازقـارچ  بـسياري  و حـشرات  پوستان، سخت يپوسته
 زيـست  خطر ماده اين  .آيدمي دستبه هامخمر و هاجلبک
 محـيط  و پـستانداران  روي سميت اثر که چرا ندارد محيطي
 .دارد درطبيعت بالايي فراواني ديگر طرف از و ندارد زيست

 β و   وجـود دارد   پوست درخـت بيـد       درساليسيليک اسيد   
بـه   مـاده ايـن    .شـود ناميده مـي    اسيد بنزوئيکهيدروکسي  

 دخيـل    گياهان هاي دفاعي واکنشالقاگر مقاومت در     عنوان
هـاي مختلـف باعـث       با اليـسيتور   پيش تيمار گياهان  . است

هاي دفاعي و در نتيجه کاهش علائم بيماري        تحريک پاسخ 
هاي متعددي گزارش. هاي مختلف شده استدر پاتوسيستم

ي از موفقيت در کنترل بيماري يا کاهش علائم آن به وسيله
 و همکـاران،    نانديش کومار تيمار گياهان با کيتوزان توسط      

)Nandeeshkumar et al. 2008( ، فاليــک و  شـالوم -بـن 
)Ben-Shalom & Fallik 2003 ( و ساليسيليک اسيد توسط

 و مانــدال، )Jayaraj et al. 2008 ( همکــاران وجايــاراج
و ساير اليسيتور ها ارائـه  ) Mandal et al. 2009 (همکاران

  .شده است
) Yedidia et al. 2000 ( همکـاران  و يديدياطبق نظر

هـاي   پـروتئين هـاي کـد کننـده   ژنهاي دفاعي مثل بيان ژن 
هـاي   بـه عنـوان يکـي از شـاخص         يـی زامرتبط با بيمـاري   

ها کيتينـاز   از جمله اين نوع پروتئين    . رودکار مي مقاومت به 
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۸۳  

هـاي  که همراه با سـاير آنـزيم    گلوکاناز هستند-۳وβ-۱و 
ــره در -۴وβ-۱دفــاعي مثــل  ــاز و پراکــسيداز و غي  گلوکان

 و همکـاران    باتاچاريـا  چنين  هم. ندمؤثرهاي دفاعي   فعاليت
)Bhattacharya et al. 2010 (   بيان کردند ترکيبـات فنـولي

هـاي  هاي مهـم دفـاع بيوشـيميايي و واکـنش        نيز از نشانگر  
مقاومــت کــه يياز آنجــا. شــوندپيچيــده آن محــسوب مــي

 يهـا هـاي مختلـف قـارچ    توسـط نـژاد   ي گيـاه  يها ميزبان
هاي ديگر ماننـد    ششود، استفاده از رو    شکسته مي  بيمارگر

 که کم خطر و کم هزينـه   مقاومت هاي مصنوعي فعال کننده 
 یهاي اخير القـا   در سال . رسدنظر مي  ضروري به  ندستهتر  

مقاومت از طريق تيمار گياهان با عوامل زنده و غيـر زنـده          
هاي با پتانسيل قـوي  طور وسيعي تبديل به يکي از روش  به

بنـابراين القـاء    . ستهاي گياهي شده ا   جهت کنترل بيماري  
مقاومت به عنـوان يـک تکنولـوژي جديـد جهـت کنتـرل              

 آن در تـأثير هاي گياهي جايگاه خود را پيدا کرده و   بيماري
. شرايط آزمايشگاه و برخي از مزارع به اثبات رسيده اسـت     

کننده مقاومت که قادرند مقاومت را عليه        مواد شيميايي القا  
ند، يک فرصـت و ابـزار       ها القاء کن  طيف وسيعي از بيماري   

مناســب بــراي کــشاورزان را ايجــاد کــرده و کامــل کننــده 
از آنجـا کـه     . ها هـستند  مقاومت ژنتيکي گياهان به بيماري    

زاد به دليل شـرايط پيچيـده       زاي خاک کنترل عوامل بيماري  
ــادلات بيوشــيميايي و   موجــود در خــاک و ريزوســفر و تب

 ـ     ا مـشکلاتي  بيولوژيک گياه و محيط اطـراف آن، همـواره ب
مضاعف توام بوده اسـت، لـذا بررسـي امکـان اسـتفاده از              

هـاي   مقاومت در کنتـرل بيمـاري  یهاي تلفيقي و القا روش
خاکزاد به نحوي که افزايش عملکـرد و کـاهش خـسارات      
زيست محيطي را در بر داشته باشد، بسيار مورد توجه قرار   

  از آنجاکـه ( Reignault & Walters 2007)گرفتـه اسـت   
هـاي خـاکزاد     و قطعـي بـراي معالجـه بيمـاري         مؤثروش  ر

، در تحقيـق    فوزاريومي در طول دوره رشـد وجـود نـدارد         

هـاي  کاربرد غلظـت  منظور تعيين اثر به ييهاآزمايشحاضر  
 بـر   و کيتـوزان  ساليـسيليک اسـيد   ام ازي پ ي پ ۰،۲۰۰،۴۰۰

 سـياه   ي و پوسـيدگ   ي پژمردگ ـ يهـا کاهش شدت بيمـاري   
  . مقاومت در گياهان نخود انجام شدی ناشي از القاريشه،

  
 يروش بررس
 عامـل   ي فوزاريـوم  ي هـا   قـارچ  ييشناسـا جداسازي و   

  ها يبيمار
در دو نوبــت از منــاطق  ي گيــاهيهــاجمــع آوري نمونــه

در اواخـر بهـار و اوايـل تابـستان      مختلف استان کردسـتان  
 نخود مشکوک به آلودگي به  هايبوته .گرفت صورت۱۳۸۸
 پژمردگي جهـت بررسـي، داخـل        ي و هاي پوسيدگ بيماري
براي شناسايي . هاي کاغذي به آزمايشگاه منتقل شدندپاکت
 پس از خالص سازي، تمامي آنها به        ي فوزاريومي هاجدايه

. انتقـال داده شـدند    آگـار    - برگ ميخک  روي محيط کشت  
پس از گذشت ده روز از رشد پرگنه قارچ در محـيط ذکـر      

بـراي شناسـايي     لازم   يهـا شده و اسـپورزايي آن، پـارامتر      
ــارچ ــا ق ــله ــديوم،   :مث ــديوم، ميکروکني ــکل ماکروکني  ش

هـاي مولـد کنيـديوم و نـوع     اسپورودوشيوم، شـکل ياختـه    
بـه  (هاي دروغين، رنـگ پرگنـه قـارچ    فياليد، دارا بودن سر 

با اسـتفاده   و وجود کلاميدوسپور    ) ويژه سطح زيرين پرگنه   
 )Nelson et al. 1983 (همکاران و نلسون يياز کليد شناسا
  .بررسي شد

  
روي رشـد ميـسيليومي     و کيتوزان    SAتعيين اثر مستقيم    

  گربيمار هاي قارچ
و کيتـوزان    مستقيم ساليسيليک اسيد     تأثير بررسي   به منظور 

به همراه اين   PDA محيط کشتگر،امل بيماروروي رشد ع
طـور  بـه  پـي پـي ام   ۴۰۰و  ۲۰۰هـاي  با غلظت  هامحلول
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۱۸۴  

تهيه   PDAهاي شاهد حاوي محيط پتري. تهيه شدجداگانه 
هـايي از محـيط کـشت     ها ديـسک روي تمام پتري بر .شد

هـا در دمـاي   پتري . قرار داده شدبيمارگر  هايحاوي قارچ
 سـاعت بعـد قطـر    ۷۲ گرفتـه و  قـرار  گراد درجه سانتي ۲۵

 درصــد . انــدازه گيــري شــدگربيمــار  هــايپرگنــه قــارچ
  طبق فرمول زيريمارها  در تبازدارندگي از رشد ميسليوم 

  :محاسبه گرديد
مار را بر رشد يمار شاهد و هر ت  يوم در ت  يسليتفاوت رشد م  

. ضرب شد۱۰۰م و در عدد يمار  شاهد تقسيوم در تيسليم  
 تـصادفي بـا سـه       ها در قالب يک طرح کـاملاً      اين آزمايش 

ميـانگين  . تکرار براي هر غلظت، انجام و ارزيـابي گرديـد         
 در سـطح   SAS 9.1ر به وسيله نرم افزار  هر تيمايداده ها

 با استفاده از آزمون دانکن تجزيه و تحليل و محاسبه           ۰۱/۰
  .دش
  

  ايهاي گلخانهبررسي
-۲۵اي دراتاقک رشد با شرايط دمايي  گلخانههاي آزمايش

 ۱۶ .انجـام گرفـت  % ۸۰درجه بـا رطوبـت   گراد  سانتي ۲۰

ساخت هاي  ساعت تاريکي نيز با لامپهشتساعت نور و 
  .ايجاد شد ) لوکس۴۰۰۰(سيگما آلدريچ شرکت 

جهت پاستوريزه کردن خاک، پـس از سـرند کـردن،           
 درجـه   ۶۵-۷۰سـاعت در حـرارت      دو  مـدت   هـا بـه   خاک

هـاي پلاسـتيکي کـه بـا        گلـدان  .سانتيگراد قرار داده شدند   
ضد عفـوني شـده بودنـد بـا     % ۱محلول هيپوکلريت سديم  
هـر قـارچ بـا      جدايه  قيح   تل مايه. خاک پاستوريزه پر شدند   

 ۱۰و از هرکـدام بـه نـسبت        تهيه   گندم   يهادانه از   استفاده
 با خاک پاستوريزه مخلـوط و بـه يـک سـوم             يدرصد وزن 

  گياهچه هاي دو هفتـه اي نخـود        ي حاو يها گلدان يفوقان
 از بـذور ي گلخانـه اي  هـا  در تمامي آزمايش.افزوده شدند 

  پژمردگـي  وبيمـاري زردي  حساس به  ILC482 رقمنخود

 هاشـم رقـم   هاياز بذرو ) Gopalakrishnan 2000(نخود 
  پوســــيدگي ســــياه ريــــشهبيمــــاري حــــساس بــــه 

(Safaei & Mansoori 2007) هـا بـه  آزمايش. استفاده شد-

  ام ي پ ي پ ۴۰۰ و ۰،۲۰۰هاي  منظور تعيين اثر کاربرد غلظت    
  هـا،   بر کاهش شـدت بيمـاري       و کيتوزان  ساليسيليک اسيد 

ايـن  . قاومت در گياهان نخـود انجـام شـد        م یناشي از القا  
 تصادفي با سـه تکـرار       ها در قالب يک طرح کاملاً     آزمايش

مقايسه ميانگين داده هـا بـه     . براي هر غلظت، انجام گرديد    
 بـا اسـتفاده از   ۰۱/۰ در سـطح   SAS 9.1وسيله نرم افـزار 

  .دشآزمون دانکن تجزيه و تحليل و محاسبه 
  

    يهاي دفاع تعيين ميزان شاخص
هـاي دو   گياهچـه  )۲۰۰۹ ( و همکـاران   مانـدال طبق روش   

صـورت يـک روز در ميـان بـا           بـار بـه    ارقـام سـه   اي  هفته
هاي ساليسيليک اسيد تا قبل از جاري شـدن آب از         محلول

سـاعت بعـد از آخـرين     ۴۸. ها اسـپري شـدند  سطح برگ
 در  چنـين   هـم  .انجـام گرفـت      هـا   با قارچ  زني  مايهاسپري  

اي هـاي دو هفتـه    طي دو روز گياهچه    يآزمايش جداگانه ا  
هاي کيتوزان تا قبـل از جـاري شـدن         با محلول  هر دو رقم  

در روز دوم عـلاوه بـر       . ها اسپري شدند  آب از سطح برگ   
هاي هر تر محلول پاي بوتهلي ميلي   ۱۰۰اسپري برگي مقدار    

بافـت سـاقه و   از سـپس  . )Soil drench(گلدان ريخته شد
ها و مـواد    ت تعيين مقدار آنزيم   جههاي ارقام   گياهچهبرگ  

 ۱۶۸، ۹۶، ۴۸، ۰  در فواصـل زمـاني  ين کـل ئفنولي و پـروت   
 نمونـه بـرداري    قارچ عامل بيمـاري زني  مايهساعت بعد از    

  .انجام شد
گرم پروتئين موجود  جهت تعميم فعاليت آنزيم به ميلي

هـا بـه روش   ميزان پروتئين تام موجود در نمونـه    بافت،در  
بررسـي فعاليـت   . تعيـين شـد  ) Bradford 1976 (بردفـورد 

 و کيتينـاز بـه ترتيـب طبــق روش    گلوکانـاز  ۴وβ-۱آنـزيم  
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۸۵  

  بنــــسود و باجکــــالو ) ۲۰۰۰ (همکــــاران و يديــــديا
)Bansode & Bajkal 2006(از روش چنـين  هم.  انجام شد 

جهـت انـدازه   ) Malick & Singh 1980 (سـينگ  و ماليک
 آزمـايش هـا   ايـن . استفاده شدي لگيري مقدار ترکيبات فنو  

صـورت آزمـون فاکتوريـل در قالـب يـک طـرح کـاملا               به
 بـه صـورت   تصادفي با سه تکرار براي هر تيمـار انجـام و       

مقايسه ميـانگين داده هـا بـه    . گرديدآزمون فاكتوريل آناليز  
 بـا اسـتفاده از   ۰۱/۰ در سـطح   SAS 9.1وسيله نرم افـزار 

  .دشآزمون دانکن تجزيه و تحليل و محاسبه 
  
   بـــا روشآزاد داخـــل بافـــت  SAقـــدار متعيـــين
HPLC 

آزاد داخـل    SAجهت تعيين مقـدار آزمايش ها گلخانه اي 
انجـام  ، SA تيمار شده با  ILC482 رقم يها  گياهچهبافت
 ساعت  ۱۶۸ و   )يزن قبل از مايه  (صفر  در فاصله زماني    . شد

 از ،)F. oxysporum f. sp. ciceri   ( قـارچ زني مايهبعد از 
روش وته خارج شده و جهت بررسـي بـا          هر گلدان يک ب   

هـوا خـشک     (HPLC)کروماتوگرافي مـايع بـا فـشار بـالا    
گيري از بافت گياهي جهت تعيين مقـدار        عصاره. گرديدند

 روش طبـق  ،هـا آزاد داخـل بافـت نمونـه    ساليسيليک اسيد
  .انجام شد) Malamy et al. 1992( همکاران و مالامي

ري کمـي و کيفـي      گي اندازه HPLCبا استفاده از روش     
شـرايط دسـتگاه    . ها انجـام شـد     در نمونه  ساليسيليک اسيد 

)Waters,  بـراي  )  ساخت ماساچوست آمريکـا  ۲۴۸۷مدل
صـورت سيـستم   دستگاه بـه  : انجام اين کار از اين قرار بود      

 کـار  psi  ۱۵۵۰ايزوکراتيک و با يک پمپ با فشار حداکثر  
وئـورو  فاز متحـرک شـامل اسـتونيتريل و تـري فل          . کردمي

تهيه % ۴۲و  % ۵۸که با نسبت    )  درصد ۰۷۵/۰(استيک اسيد   
شده بود با سـرعت يـک ميلـي ليتـر در دقيقـه در سيـستم        

   ۲۱۰ بــا طــول مــوج   UVاز شناســاگر . اســتفاده شــد 

ــد   ــتفاده ش ــارت در  . نــانومتر اس ــرعت چ    دقيقــه ۱۲س
  نوع ستون مـورد اسـتفاده بـراي جداسـازي         . تنظيم گرديد 

SA ،C18 Waters, USA) ( متـر و قطـر     ميلـي ۲۵۰به طول
 آزاد  SAبـراي ارزيـابي کمـي و کيفـي          .  ميلي متر بود   ۶/۴

هاي استخراج شده، محلول اسـتاندارد آن       موجود در نمونه  
براي هر غلظـت  . هاي مختلف در متانول حل شد     با غلظت 

 ميکروليتـر انجـام شـد و اطلاعـات          ۲۰دو تزريق به حجم     
ثبت گرديد SA ر پيک  و سطح زيداري نگهمربوط به زمان 

.  مورد استفاده قرار گرفتSAو براي تهيه منحني استاندارد 
 ۲۰از هر نمونه استخراج شـده نيـز دو تزريـق بـه حجـم                

ميکروليتر انجام شد و اطلاعات مربوط به هر پيک اعـم از            
ــط  داري نگــهزمــان  ــر پيــک و ارتفــاع آن توس ، ســطح زي

هـا  در نمونهSA منحني مربوط به . کروماتوپک ثبت گرديد
  . با توجه به استاندارد آن تشخيص و ميزان آن تعيين گرديد

  
  نخوديها  در گياهچهتعيين شدت بيماري

و هفده روز بعد از   F. solani قارچزني مايهدو هفته بعد از 
هـر   علائـم  F. oxysporum f. sp. ciceri   قـارچ زنـي  مايه

  قرارييابمورد ارز ۱ جدول مطابق   ۵ تا   ۰با مقياس    بيماري
 هر تيمـار سـه بوتـه از    يبرا. (Gong et al. 2011) گرفت
 و نکروز ريشه در يها خارج گرديد و ميزان پوسيدگگلدان

 و ي، پژمردگي و زردF. solani آلوده به قارچ يهاگياهچه
  آلـوده بـه    ي در گياهچـه هـا     يي هوا ي اندام ها  يخشکيدگ

يـن  ا.  شـد ي بررس ـF. oxysporum f. sp. ciceri  قـارچ 
 تکـرار  سـه  تـصادفي بـا    به صورت طرح کـاملاً    هاآزمايش

   مقايسه ميانگين داده هـا بـه وسـيله نـرم افـزار             .انجام شد 
SAS 9.1 با استفاده از آزمون دانکن تجزيه ۰۱/۰ در سطح 

   .دشو تحليل و محاسبه 
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  ۱۸۱-۱۹۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۸۶  

  شه نخوديومی ريدگی فوزاريهای پژمردگی و پوسماریيابی بياس ارزيمق . 1جدول 

Table. 1. Scale for evaluation of  fusarial wilt & root  rot diseases (Gong et al. 2011). 

Disease index Description  

0 
1  

No necrosis or wilt, roots & leaves are completely healthy 

20% of the roots or leaves are brown or wilt 

2 

3 

21-40% of the roots or leaves are brown or wilt 

41-60% of the roots or leaves are brown & necrosis or wilt 

4 

5 

61-75%  of  the roots or leaves are brown & necrosis or wilt 

75%< of the roots or leaves are brown & necrosis or  wilt & 
dead bush 

  
  نتايج 

  شناسايي مورفولوژيکي عوامل بيمارگر
عمليـات  ها و انتقال آنها به آزمايشگاه، آوري نمونهپس از جمع  

ــارچ ــان   جداســازي ق ــه گياه ــشه و طوق ــورد نظــر از ري هــاي م
ي يســازي و شناســامراحــل خــالص. مــشکوک صــورت گرفــت

هاي به دست آمده مطابق با مطالب ذکـر شـده در بنـد اول             جدايه
 f. sp. ciceriهــاي  قــارچ. هــا انجــام شــدو روشبخــش مــواد 

Fusarium oxysporumو  Fusarium solaniشدنديي شناسا .  
  

ــايج  ــستقيم  نت ــر م ــين اث ــوزان  SAتعي روي رشــد  و کيت
  گربيمارهاي  ميسيليومي قارچ

کـشت  هاي مختلف محلول ها در محـيط         غلظت تأثيربررسي  
  قارچ هـاي رگنهو تعيين درصد بازدارندگي آن بر ميزان رشد پ   

هـا نـشان    نتايج آزمايش. بيمارگر در ظروف پتري انجام گرفت  

هاي مختلف ساليسيليک اسيد و کيتـوزان در        داد بين اثرغلظت  
بازدارندگي رشد ميسليومي هر دو قارچ بيمـارگر، در مقايـسه           

 اخـتلاف معنـي دار وجـود    ۰۱/۰با شاهد آن قـارچ در سـطح    
هـا  هـا بـا افـزايش غلظـت       نـه اما ميانگين قطر رشـد پرگ     . دارد

  ).۳ و ۲ جداول(کاهش معني دار نشان نداد 
هـا   صورت کند شدن رشد قـارچ     ساليسيليک اسيد به   تأثير

پـس  .  شـد  ديده PDA-SA ساعت بعد از کشت در محيط        ۷۲
از آن با افزايش زمان انکوباسيون بـه تـدريج ميـسليوم قـارچ              

به شاهد از   هاي بيمارگر، رشد خود را با ميزان کمتري نسبت          
دست آمـده در تحقيـق حاضـر بـا نتـايج            هنتايج ب . سر گرفتند 
ــه ــدالمطالع ــاران و  مان ــود ) ۲۰۰۹ (همک ــشابه ب ــرات . م اث

 بـسياري از   ضدقارچي ساليـسيليک اسـيد شـامل تغييـر دادن         
   ميکروســکوپي ســلول خــصوصا ميتوکنــدري اســتاجــزاي

)Amborabe et al. 2002.(  
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۸۷  

  توسط سالیسیلیک اسید  F. solani و   Fusarium oxysporum f. sp. ciceriرشد میسلیوم   درصد بازدارندگی از .2جدول 

Table 2. Percentage of inhibitory of mycellial growth of Fusarium oxysporum f. sp. ciceri  &  F. solani 
by salicylic acid 

    Treatment Average of radial growth 
of Fusarium oxysporum 

(mm) 

Percentage of 

 inhibitory 

Average of radial 
growth of  Fusarium 

solani (mm) 

Percentage of  

inhibitory 

Control  12.8 0b 14.5 

 

0b 

SA(200ppm) 

 

9.8 23.17a 9 

 

37.78a 

 

SA(400ppm) 9.5 25.77a 8.6 40.31a 

Cv: 28.91                       -      -Cv: 30.02                                                         
- SA = Salicylic Acid ,Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 

- Average of radial growth was evaluated 72h after inoculation with  pathogens 

 

  توسط کیتوزان  F. solani و   Fusarium oxysporum f. sp. ciceri  درصد بازدارندگی از رشد میسلیوم .3جدول 

Table. 3. Percentage of inhibitory of mycellial growth of F. oxysporum f.sp. ciceri  & F. solani with  by 
chitosan 

Treatment Average of radial 
growth of Fusarium 

oxysporum (mm) 

Percentage of 

 inhibitory 

Average of radial 
growth of  

Fusarium solani 
(mm) 

Percentage of  

inhibitory 

Control 

  

12.8 0b 14.5 0b 

Chitosan (200ppm) 

 

6.41 49.87a 8 

 

44.82a 

Chitosan (400ppm) 4.75  62.89a 6.25 56.76 a 

Cv: 30.68                     -   -Cv: 30.13                                                            
- Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 

- Average of radial growth was evaluated 72h after inoculation with  pathogens 
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  ۱۸۱-۱۹۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۸۸  

 ساعت بعـد از کـشت     ۷۲ها    کند شدن رشد قارچ    چنين  هم
بـا افـزايش    .  مـشاهده شـد    PDA-Chitosanآنها در محيط    

ــأثيرزمــان انکوباســيون ايــن   F. oxysporum بــر قــارچ ت
ا بـا   رشـد خـود ر  F. solaniهمچنان پايدار ماند اما  قارچ 

 و آمبـوراب . ميزان کمتري نسبت به شـاهد از سـر گرفـت        
بيـان کردنـد کيتـوزان     )Amborabe et al. 2008 (همکاران

هـا و   باعث تخريب ساختمان سلولي و تراوش الکتروليـت       
کـاتيوني آن   دليل ماهيـت پلـي    شود که اين به   ها مي پروتئين
هايي در غشاء اين ماده باعث تشکيل روزنه و سوراخ. است

 H+-ATPase برآن از طريق اثـر مـستقيم بـر      تأثيرسلولي و   
  .شودمي

  
هاي مختلف ساليـسيليک اسـيد و کيتـوزان          غلظت تأثير

  ها در شرايط گلخانه روي بيماري
کـار رفتـه   دسـت آمـده، هـر دو غلظـت بـه       مطابق نتايج به  

ــه  ــا شــاهد آلــوده ب طــور ساليــسيليک اســيد در مقايــسه ب
ئـم بيمـاري زردي و      داري باعث کـاهش شـدت علا       معني

 رسـد ظهـور علائـم در ايـن          يبه نظر م ـ  . پژمردگي شدند 
 از عدم کنترل کامل اين قارچ خاکزي با تيمار يها ناشتيمار

دار در ساليسيليک اسيد بود هرچنـد وجـود تفـاوت معنـي       
هاي همراه اين ماده با شاهد آلوده       شدت بيماري بين تيمار   

ش نسبي اين بيماري    ساليسيليک اسيد در کاه    تأثيرنشانگر  
کـار رفتـه   هـاي بـه  اما هيچ يک از غلظـت ). ۴جدول  (بود  

ــه  ــا شــاهد آلــوده ب طــور ساليــسيليک اســيد در مقايــسه ب
 ريـشه   يداري باعث کاهش شدت بيمـاري پوسـيدگ        معني

هـا نـشانگر    در مجموع ظهور علائم در اين تيمـار       . نشدند
عدم کنترل کامل اين قارچ خـاکزي بـا تيمـار ساليـسيليک        

  ).۴ جدول(اسيد بود 
کـار رفتـه   دست آمده، هر دو غلظت به   مطابق نتايج به  

داري باعـث  طور معنـي کيتوزان در مقايسه با شاهد آلوده به   

 پي پـي ام     ۴۰۰غلظت  . کاهش شدت بيماري زردي شدند    
با .  را در کنترل اين بيماري نشان دادتأثيراين ماده بيشترين 

تـوان  ن بيماري مـي به اي ILC482 وجود حساس بودن رقم
 پـي پـي   ۴۰۰گفت کنترل موفق اين قارچ با کاربرد کيتوزان  

- به هر دو غلظتچنين هم). ۵جدول(است ام حاصل شده    

کار رفتـه کيتـوزان باعـث کـاهش جزئـي شـدت بيمـاري             
پوسيدگي سياه ريشه شدند اما اين کـاهش در مقايـسه بـا             

يمـار  ميـزان کـاهش علائـم در ت       . دار نبود شاهد آلوده معني  
هاي همراه قـارچ عامـل    پي پي ام بيشتر از ساير تيمار     ۲۰۰

  )۵ جدول(بيماري بود 
عواملي مانند نوع بيمارگر و پاتوتيـپ آن، گونـه گيـاه            
ميزبان و رقم آن و سـاختار گيـاهي مـورد حملـه بيمـارگر          

 یهـاي غيـر شـيميايي مثـل القـا     ممکن است کارايي روش  
ــأثمقاومــت را در کنتــرل بيمــارگر تحــت   ــرار دهــد يرت    ق

)Elad & Freeman 2002 .(رسد متفاوت بـودن  به نظر مي
هاي اين تحقيق از نظر رقم پاتوسيستم در هريک از آزمايش

مورد استفاده و ميزان قدرت تهاجمي بيمارگر باعث تفاوت 
. ها باشد شده و کاهش علائم بيماري     در ميزان مقاومت القا   

نيز حساس بـودن  ) (Raju et al. 2008  و همکارانشراجو
رقم مورد استفاده را به بيماري زردي نخود، عامـل ظهـور             

چرا کـه در ايـن رقـم ميـزان القـاء         . دانندعلائم بيماري مي  
هـا بعـد از تيمـار بـذور بـا           هاي دفـاعي در گياهچـه     پاسخ

سالسيليک اسيد در مقايسه با رقم مقاوم مورد بررسي بسيار 
 .Rodriguez et al (همکـاران  و رودريگـز . تـر بـود  پـايين 

هاي برنج را ظهور علائم بيماري بلاست در گياهچه) 2007
هـاي  ناشي از کافي نبودن ميزان مقاومت القا شده با غلظت       

 مثبتـي  تـأثير هرچند اين تيمار    . دانندکار رفته کيتوزان مي   به
  .خير انداختن ظهور علائم بيماري داشتأدر به ت

ي براي کنترل يها همواره به تنهابا اين وجود اين روش  
  هـاي  ها کافي نيستند و بايد در تلفيق با روشموفق بيمارگر 
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۸۹  

هاي پژمردگی و پوسیدگی فوزاریومی ریشه نخود توسط کاربرد سالیسیلیک اسیدبازداري از شدت بیماري. 4جدول   

Table 4. Chickpea wilt and root rot fusarial diseases reduction by application of salicylic acid 

Treatment Wilt disease severity (%)* Root rot disease severity (%)* 

Infected control 50a 

 

10.6a 

 

SA(200ppm)  

 

30.3b 
 

20.3a 
 

SA(400ppm) 20c 20.3a 

  Cv:16.17                                                                Cv:21.57 

- SA = Salicylic Acid ,Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 

* Mean of three replicates of disease severity percentage. 

 

هاي پژمردگی و پوسیدگی فوزاریومی ریشه نخود توسط کاربرد کیتوزانیماري بازداري از شدت ب .5جدول   

Table. 5. Chickpea wilt and root rot fusarial diseases reduction by application of chitosan 

Treatment Wilt disease severity (%)* Root rot disease severity (%)* 

Infected control 30a 

 

20.6a 

 

Chitosan(200ppm) 

 

20.3b 
 

10.6a 
 

Chitosan(400ppm) 10c 20a 

   Cv: 18.23                                                                 Cv: 24.57 

-Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 

*Mean of three replicates of disease severity percentage. 
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  ۱۸۱-۱۹۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۹۰  

  .ديگر بوده و نياز به مطالعات گسترده دارند
  

   گلوکاناز– ۴وβ-۱ نتايج بررسي فعاليت آنزيم
گلوکانـــاز در -۴وβ-۱نتـــايج بررســـي فعاليـــت آنـــزيم 

 ۶ جـدول در SA هاي رقم هاشـم تيمـار شـده بـا      گياهچه
 و ۴۸بيشترين ميزان فعاليت اين آنزيم در   . شودمشاهده مي 

 قارچ عامـل بيمـاري مـشاهده    زني مايه ساعت پس از   ۱۶۸
گلوکاناز در گياهان تيمار   -۴وβ-۱ميزان فعاليت آنزيم    . شد

داري بيشتر از شـاهد      طور معني  هشده با ساليسيليک اسيد ب    
 پي پي   ۲۰۰گياهان تيمار شده با غلظت      . آلوده و سالم بود   

  .ام اين ماده بيشترين ميزان فعاليت آنزيم را نشان دادند
-۴ و β-۱ نتايج بررسـي فعاليـت آنـزيم         ۷جدول  در  

گلوکاناز در گياهچه هاي رقم هاشم تيمار شده با کيتـوزان         
هـا جـز شـاهد    طبق نتايج، در همه تيمـار     . شودمشاهده مي 

ان  قارچ عامل بيماري ميـز     يزن  ساعت پس از مايه    ۴۸سالم  
فعاليت اين آنزيم افزايش يافته و پس از کـاهش نـسبي در        

، روند افزايشي را تـا روز هفـتم   زني مايه ساعت پس از    ۹۶
 پـي پـي ام کيتـوزان        ۲۰۰تيمـار   .  نشان داد  يزن بعد از مايه  

 را در افزايش ميزان فعاليت اين آنزيم نسبت         تأثيربيشترين  
ي ام کيتـوزان     پي پ  ۴۰۰تيمار  . به ساير تيمارها ايجاد نمود    

نيز باعث افـزايش ميـزان فعاليـت ايـن آنـزيم گرديـد امـا              
  .اختلاف معني داري با شاهد آلوده ايجاد نکرد

ــزيم   ــت آن ــايج بررســي فعالي ــاز در -۴وβ-۱نت گلوکان
 جدول تيمار شده با کيتوزان در       ILC482هاي رقم    گياهچه

 ۱۶۸ و   ۴۸ميـزان فعاليـت ايـن آنـزيم در          . شود مي ديده ۸
 قارچ عامل بيماري به بالاترين ميزان يزن  از مايهساعت پس
 قابـل   تـأثير کار رفته کيتـوزان     هر دو غلظت به   . خود رسيد 

اي در افزايش ميزان فعاليت اين آنزيم داشـتند امـا           ملاحظه
  .داري بيشتر بودطور معني پي پي ام به۴۰۰ غلظت تأثير

 

  کيتيناز  نتايج بررسي فعاليت آنزيم
ليت آنزيم کيتيناز در گياهچـه هـاي رقـم          نتايج بررسي فعا  

. شـود  مـشاهده مـي  ۹جـدول  در SA هاشم تيمار شده بـا  
 سـاعت پـس از   ۴۸بالاترين ميزان فعاليت آنزيم کيتيناز در  

نتـايج نـشان داد     .  قارچ عامل بيماري مشاهده شد     زني  مايه
هاي مختلـف ساليـسيليک اسـيد و شـاهد آلـوده        بين تيمار 

ر ميزان فعاليت آنزيم کيتيناز وجود      داري از نظ  تفاوت معني 
 ۲۰۰هاي مختلف ساليسيليک اسيد غلظـت      بين تيمار . دارد

  .پي پي ام ميزان بيشتري از آنزيم را نشان داد
 نتايج بررسي فعاليت آنزيم کيتينـاز در       ۱۰ جدولدر  

کيتـوزان مـشاهده    گياهچه هاي رقم هاشم تيمار شـده بـا   
 فعاليت آنزيم کيتينـاز     طور کلي طرح مشابهي از     هب. شودمي

طبق نتايج . در هر دو رقم تحت تيمار کيتوزان مشاهده شد   
کـار  داري مـابين دو غلظـت بـه       دست آمده تفاوت معني   به

طـور   پي پي ام به۲۰۰رفته مشاهده نشد هر چند در تيمار        
هـاي  نسبي ميزان اين آنزيم بيشتر از مقدار آن در گياهچـه          

هـاي  در بـين روز   . ان بود  پي پي ام کيتوز    ۴۰۰تحت تيمار   
 قـارچ   زني  مايهمختلف نمونه برداري نيز روز هفتم پس از         

عامل بيماري بالاترين ميزان فعاليت آنزيم کيتيناز را نـشان          
  . داد

نتايج بررسي فعاليت آنزيم کيتيناز در گياهچـه هـاي      
 مشاهده  ۱۱جدول   تيمار شده با کيتوزان در       ILC482رقم  
هـاي تيمـار شـده،      يتيناز در بـرگ   مقدار فعاليت ک  . شودمي

بـالاترين ميـزان    . کار رفته بود  متناسب با غلظت کيتوزان به    
 پـي پـي ام      ۴۰۰فعاليت آنزيم کيتيناز القاء شده، در تيمـار         

 پـي پـي ام کيتـوزان        ۲۰۰کيتوزان و پـس از آن در تيمـار          
در طول دوره مـورد بررسـي ميـزان فعاليـت           . مشاهده شد 

هـا جـز    تيمار ايشي داشت و در همه    آنزيم کيتيناز روند افز   
   قـارچ عامـل   زني مايه ساعت پس از     ۴۸تيمار شاهد سالم،    
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۹۱  

   و تیمار شده با سالیسیلیک اسیدFusarium solani گلوکاناز در برگهاي نخود آلوده به 4 و 1 تغییرات فعالیت آنزیم بتا . 6جدول 
Table 6. Changes in ß-1,4 glucanase levels in chickpea leaves infested with Fusarium solani and  

treated with salicylic acid   
 

Treatment 
 Hours after 

pathogen 
inoculation 

  

 0 48 96 168 

Healthy control 
  

0.0042h  0.0048h  0.0050h  0.0049h 

Infected control 
  

0.0037hi  0.0135e  0.0105g  0.0129e  

SA (200ppm) 
  

0.0027i 0.0215b  0.0118f  0.0227a  

SA (400ppm) 
  

0.0026i  0.0183d  0.0109gf  0.0197c  

Cv:6.32     
 

- SA = Salicylic Acid ,Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 

*Numbers shows mg glucose min-1 mg-1 

  و تیمار شده با کیتوزانFusarium solani گلوکاناز در برگهاي نخود آلوده به 4 و 1 تغییرات فعالیت آنزیم بتا .7جدول 
Table 7. Changes in ß-1,4 glucanase levels in chickpea leaves infested with Fusarium solani and  

treated with chitosan 
 

Treatment 
 

Hours after pathogen 
inoculation 

  

 0 48 96 168 

Healthy control 
 0.0034d 0.0041cd 0.0043cd 0.0040cd 

Infected control 
 

0.0037cd 0.0052c 0.0049cd 0.0070b 

Chitosan (200ppm) 
 

0.0046cd 0.0054c 0.0048cd 0.0100a 

Chitosan (400ppm) 
 

0.0038cd 0.0051c 0.0049cd 0.0099a 

- *Numbers shows 
mg glucose min-1 
mg-1 

    

- Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 
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  ۱۸۱-۱۹۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۹۲  

 و تیمار شده Fusarium oxysporum  f. sp. ciceriهاي نخود آلوده به  گلوکاناز در برگ4 و 1تغییرات فعالیت آنزیم بتا . 8جدول 
   کیتوزان با

Table 8. Changes in ß-1,4 glucanase levels in chickpea leaves infested with Fusarium oxysporum  f. sp. 
ciceri and  treated with chitosan 

 

Treatment  
 

Hours after pathogen 
inoculation 

  

 0 48 96 168 

Healthy control 
  

0.0080gf  0.0087gf  0.0098gf  0.0105f 

Infected control 
  

0.0072g  0.0171abcd  0.0140e  0.0158cde  

Chitosan (200 ppm) 
  

0.0101f 0.0172abcd  0.0155de  0.0162bcde  

Chitosan (400 ppm) 
  

0.0094gf  0.0182abc  0.0171abcd  0.0189a  

- Cv:10.48 

- Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 

- *Numbers shows mg glucose min-1 mg-1 

  و تیمار شده با سالیسیلیک اسیدFusarium solani تغییرات فعالیت آنزیم کیتیناز در برگهاي نخود آلوده به .9جدول 
- Table. 9. Changes in chitinase levels in chickpea leaves infested with Fusarium solani and treated 

with salicylic acid 
 

Treatment  Hours after 
pathogen 

inoculation 

  

 0 48 96 168 

Healthy control 
 

0.0028def 0.0022gf 0.0018gf 0.0023efg 

Infected control 
 

0.0032bcde 0.0043a 0.0019gf 0.0034abcd 

SA (200ppm) 
 

0.0030def 0.0041ab 0.0020gf 0.0036abcd 

SA (400ppm) 
 

0.0021gf 0.0040abc 0.0019gf 0.0030cdef 

- Cv:17.91 

- SA = Salicylic Acid ,Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test                        

*Numbers shows mg glucose min-1 mg-1 
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۹۳  

  و تیمار شده با کیتوزانFusarium solani تغییرات فعالیت آنزیم کیتیناز در برگهاي نخود آلوده به .10جدول 
- Table 10. Changes in chitinase levels in chickpea leaves infested with Fusarium solani and treated 

with chitosan 
 

Treatment  Hours after 
pathogen 

inoculation 

  

     
 0 48 96 168 

Healthy control 
 

0.00120f 0.00135f 0.00147f 0.00158ef 

Infected control 
 

0.00119f 0.0020de 0.0024cd 0.0026bc 

Chitosan (200ppm) 
 

0.00127f 0.0025bc 0.0029ab 0.0032a 

Chitosan (400ppm) 
 

0.00122f 0.0023cd 0.0026bc 0.0029ab 

- Cv:13.26     
- Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 
 

  
 و تیمـار شـده بـا     Fusarium oxysporum f. sp. ciceriهاي نخود آلوده بـه  یت آنزیم کیتیناز در برگ تغییرات فعال.11جدول 
 کیتوزان

- Table 11. Changes in chitinase levels in chickpea leaves infested with Fusarium oxysporum f. sp. 
ciceri and treated with chitosan 

 
Treatment  Hours after pathogen 

inoculation 
  

 0 48 96 168 

Healthy control 
 

0.0014f 0.0017f 0.0019f 0.0016f 

Infected control 
 

0.0013f 0.0030e 0.0033de 0.0040cd 

Chitosan (200ppm) 
 

0.0018f 0.0032de 0.0037de 0.0047bc 

Chitosan (400ppm) 
 

0.0017f 0.0040cd 0.0048b 0.0059a 

- Cv:15.52     
 
- Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 

- *Numbers shows mg glucose min-1 mg-1 
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  ۱۸۱-۱۹۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۹۴  

بيماري افزايش يافته و به بالاترين ميزان فعاليـت خـود در    
  . رسيدزني مايه ساعت پس از ۱۶۸

  
  عيين محتواي ترکيبات فنلي کلت

هاي رقم هاشم نتايج ارزيابي مقدار ترکيبات فنولي در برگ 
 مـشاهده   ۱۲جـدول   تيمار شده بـا ساليـسيليک اسـيد در          

 قارچ عامل بيماري در     زني  مايه ساعت پس از     ۴۸. شود مي
هاي همراه با ساليسيليک اسيد، مقدار ترکيبات فنولي        تيمار

ترين ميزان خود رسـيد و پـس از آن   افزايش يافته و به بالا  
امـا در شـاهد آلـوده مقـدار      . روند کاهشي در پيش گرفت    

 قـارچ عامـل     زنـي   مايهساعت پس از    ۹۶ترکيبات فنولي تا    
بيماري افزايش يافته و به بالاترين حد خود رسيد و پس از 

هاي مختلف ساليسيليک اسيد    بين غلظت . آن کاهش يافت  
ان ترکيبـات فنـولي مـشاهده       داري از نظر ميز   تفاوت معني 

 ميزان اين ترکيبـات در شـاهد آلـوده بطـور      چنين  هم. نشد
معني داري بيشتر از ميـزان آن در گياهـان تيمـار شـده بـا           

  .ساليسيليک اسيد بود
 نتايج ارزيابي مقدار ترکيبات فنولي در  ۱۳جدول  در  

. شود هاي رقم هاشم تيمار شده با کيتوزان مشاهده مي  برگ
 پـي پـي ام      ۲۰۰يزان ترکيبات فنـولي در تيمـار        بالاترين م 

 قـارچ عامـل     زنـي   مايـه  سـاعت پـس از       ۴۸کيتوزان و در    
هـا  ميزان اين ترکيبات در همه تيمـار      . بيماري مشاهده شد  

 قـارچ  زنـي  مايـه  ساعت پـس از  ۴۸جز تيمار شاهد سالم،    
عامل بيماري افزايش يافته و به بالاترين ميزان خود رسـيد      

ميـزان ايـن    .  کاهـشي در پـيش گرفـت       و پس از آن روند    
داري  ترکيبات در گياهان تيمار شده با کيتوزان بطور معنـي       

  .بيشتر از ميزان آن در شاهد آلوده بود
هاي رقم  نتايج ارزيابي مقدار ترکيبات فنولي در برگ      

ILC482          مـشاهده   ۱۴جـدول    تيمار شـده بـا کيتـوزان در 
 پـي   ۴۰۰تيمـار   بالاترين ميزان ترکيبات فنولي در      . شود مي

 قارچ عامل زني مايه ساعت پس از ۱۶۸پي ام کيتوزان و در 
در اين تيمـار ميـزان ترکيبـات فنـولي از      .  شد ديدهبيماري  

 زنـي   مايهاولين روز دوره مورد بررسي تا روز هفتم پس از           
روند افزايشي در   . قارچ عامل بيماري روند افزايشي داشت     

 روز هفتم مشاهده شـد       پي پي ام کيتوزان نيز تا      ۲۰۰تيمار  
.  کاهش جزئـي نـشان داد  زني مايهفقط در روز چهارم پس      

 ساعت ۴۸بالاترين ميزان ترکيبات فنولي در شاهد آلوده در 
  . قارچ عامل بيماري مشاهده شدزني مايهپس از 

  
بررسي اثر کاربرد ساليسيليک اسيد بر ميزان ساليسيليک        

  اسيد آزاد داخل بافت ساقه و برگ
 پي پي ام ساليـسيليک      ۴۰۰ررسي اثر کاربرد غلظت     نتايج ب 

اسيد بر ميزان ساليسيليک اسيد آزاد داخـل بافـت سـاقه و             
 HPLC در شـرايط گلخانـه بـا روش          ILC482برگ رقـم    

هـاي مختلـف نمونـه      نشان داد بين تيمارها و نيز ميان روز       
برداري و اثر متقابل آنها در ميـزان ساليـسيليک اسـيد آزاد             

 اختلاف معنـي دار وجـود دارد   ۰۱/۰ سطح   داخل بافت در  
ــدول( ــه ). ۱۵ ج ــايج ب ــق نت ــده، در روز اول طب دســت آم

برداري شاهد سالم بالاترين ميزان اين مـاده را نـشان         نمونه
داري بين شـاهد سـالم و گياهـان تيمـار       اختلاف معني . داد

شده با ساليسيليک اسيد از نظر ميزان ساليسيليک اسيد آزاد    
ميزان اين مـاده در شـاهد آلـوده         . ده شد داخل بافت مشاه  

بيشتر از گياهان تيمار شده با ساليسيليک اسيد بود اما ايـن          
ميزان ايـن مـاده در شـاهد آلـوده و         . دار نبود اختلاف معني 

 ساعت پـس  ۱۶۸گياهان تيمار شده با ساليسيليک اسيد در      
داري نسبت بـه   قارچ عامل بيماري کاهش معني     زني  مايهاز  

در حاليکه در شاهد سـالم  . برداري نشان داد مونهروز اول ن  
. ميزان اين ماده افزايش يافته و به بالاترين حد خود رسـيد       

 قارچ عامل بيمـاري اخـتلاف    زني  مايهدر روز هفتم پس از      
  هاي همراه قارچ با شاهد سالم مشاهده داري بين تيمارمعني
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۹۵  

  و تیمار شده با سالیسیلیک اسیدFusarium solani هاي نخود آلوده بهتغییرات فنل کل در برگ. 12جدول 
- Table 12. Changes in total phenol levels in chickpea leaves infested with Fusarium solani and 

treated with salicylic acid 
 

Treatment  Hours after 
pathogen 

inoculation 

  

     

 0 48 96 168 
     

Healthy control 
 

0.84defg 0.79efg 0.80defg 0.83defg 

Infected control 
 

0.93bcde 0.95bcd 1.12a 0.91bcdef 

SA (200ppm) 
 

0.71g 0.99abc 0.93bcde 0.87cdef 

SA (400ppm) 
 

0.78efg 1.04ab 0. 87cdef 0.81defg 

- Cv:9.02 
- *Numbers shows mg 

caffeic acid g-1 PFW 

    

- Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 
 

  
ميزان ساليسيليک اسيد آزاد داخل بافت در شاهد آلوده . شد
داري بيشتر از گياهان تيمار شده با ساليسيليک        طور معني به

 HPLCحاصل از روش  از کروماتوگرام   يانمونه. اسيد بود 
 .نشان داده شده است ۱ شکل در

دار کــردن معلــوم شــده کــه بــا آزمــايش هــا نــشان
 بوده  SARساليسيليک اسيد يک مولکول متحرک در طول        

هاي دفاعي اسـت    و يک سيگنال داخلي درگير در مکانيزم      
)Mauch-mani & Metraux 1998 .( ــد   هرچنـــ

  عتقدنـد  م)Dempsey et al. 1999( همکـاران  و دمپـسي 
  اين مولکول يک سـيگنال بـا پايـداري طـولاني مـدت در          

SARليـــــاز - فنيـــــل آلانـــــين آمونيـــــا. نيـــــست  
)Phenylalanin ammonia-lyase()PAL ( ــواد ــنتز م در س

 PAL. فنولي از طريق مسير فنيل پروپانوئيد مشارکت دارد       

ايـن  . آنزيم کليدي در بيوسنتز واحـد فنيـل پروپـان اسـت     
، فلاونوئيـدها  )SA(هاي فنولي  سيدواحد از اجزاي اصلي ا    

 و راجـو ). Hahlbrock & Scheel 1989(و ليگنـين اسـت   
 هايهـاي بـذر   بيـان کردنـد در گياهچـه      ) ۲۰۰۸ (همکاران

نخود حساس به بيماري زردي تيمار شده بـا ساليـسيليک           
ــشه  ــرفتن ري ــرار گ ــاجم ق ــارچ اســيد، مــورد ته ــا ق ــا ب   ه

F. oxysporum f. sp. ciceri   فعاليـت ايـن    باعث کـاهش
. آنزيم در مقايسه با رقم مقاوم آلوده به اين قارچ شده است

ــاهش ) ۲۰۰۷ (همکــاران و رودريگــز  در (PAL)عامــل ک
هاي برنج تحت تيمار کيتوزان را ناشي از فعاليـت          گياهچه

خود تنظيمي منفي برخي از محصولات آن مثـل سـيناميک    
 در  از طرف ديگر تجمع ساليـسيليک اسـيد       . داننداسيد مي 

  گياه براي آن مضر است و گياه از تجمع مقـادير مـضر آن              
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  ۱۸۱-۱۹۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۹۶  

  و تیمار شده با کیتوزانFusarium solaniتغییرات فنل کل در برگهاي نخود آلوده به . 13جدول 
- Table 13. Changes in total phenol levels in chickpea leaves infested with Fusarium solani and 

treated with chitosan 
 

Treatment  Hours after 
pathogen 

inoculation 

  

     

 0 48 96 168 
     
Healthy control 
 

0.25hi 0.32ghi 0.34fghi 0.31ghi 

Infected control 
 

0.23i 0.51bcd 0.40defg 0.37efgh 

Chitosan (200ppm) 
 

0.48bcde 0.68a 0.61ab 0.54bc 

Chitosan (400ppm) 
 

0.34fghi 0.57abc 0. 50bcd 0.45cdef 

- Cv:16.25 
- *Numbers shows mg 

caffeic acid g-1 

PFW 

    

- Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 
 
 

  
  ).Durrant & Dong 2004(کند جلوگيري مي

  
  گيري کليتيجهبحث و ن

هاي مختلف دفـاعي    حفاظت از گياه حاصل تحريک پاسخ     
 دفاعي با تحريک همزمـان چنـدين    سيستم يکپارچه . است

البته . شودکار رفته، آغاز مي   آنزيم دفاعي توسط اليسيتور به    
هاي دفاعي جهت طبيعت تحريک و توليد ترکيبات و آنزيم

 در مـورد    ها و آفات گيـاهي اسـت امـا        مقاومت به بيماري  
ــات در   نتيجــه ــن ترکيب ــزايش اي ــا اف ــد ي  حاصــل از تولي
-هاي آلوده، نتايج متفاوتي از تحقيقات مختلـف بـه          ميزبان

  ).Agrawal et al. 2002(دست آمده است 
 و راجـو نتـايج تحقيـق حاضـر در توافـق بـا نتـايج       

ــاران ــاراجو ) ۲۰۰۸ (همکـ ــاران و جايـ و ) ۲۰۰۸ (همکـ
هـاي  ت ميزان فعاليت آنـزيم  الگوي نمودار نوساناچنين  هم

همکـاران   و رودريگـز ، در توافق بـا نتـايج       SARشاخص  
  .است) ۲۰۰۷(

هاي ظهور علائم بيماري پوسيدگي ريشه در گياهچه      
رقم هاشم تيمار شـده بـا ساليـسيليک اسـيد و کيتـوزان ،               

کـار رفتـه    هـاي بـه   نشانگر اين موضـوع بـود کـه غلظـت         
حدي که براي توقـف     هاي دفاعي را به     نتوانستند مکانيسم 

 شـدت بـالاي     احتمـالاً . آلودگي لازم است، تحريک کننـد     
هـاي  ين بودن ميزان شـاخص يو پا  F. solaniتهاجم قارچ

هـاي ايـن    دفاعي باعث گسترش سريع آلودگي در گياهچه      
   گياه نتوانسته به موقع و به حـد کـافي           رقم شده و احتمالاً   
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۹۷  

 و تیمار شده با کیتوزان Fusarium oxysporum f. sp. ciceriد آلوده به  هاي نخوتغییرات فنل کل در برگ. 14جدول 
Table 14. Changes in total phenol levels in chickpea leaves infested with Fusarium oxysporum f. sp. 

ciceri and treated with chitosan 
 

Treatment  Hours after 
pathogen 

inoculation 

  

     

 0 48 96 168 

     
Healthy control 

 
0.30f 0.32ef 0.34cdef 0.36bcdef 

Infected control 
 

0.33def 0.44bc 0.36bcdef 0.41bcde 

Chitosan (200ppm) 
 

0.33def 0.43bcd 0.38bcdef 0.60a 

Chitosan (400ppm) 
 

0.37bcdef 0.44bc 0. 46b 0.67a 

- Cv:13.11 
- *Numbers shows mg 

caffeic acid g-1 PFW 

    

- Values in columns with different letter indicates significant differences (P < 0.01) according to Duncan’s multiple-range test 
 

  . اندازه گیري شده استHPLC این ماده که توسط   پس از تیمار باILC482اسید سالیسیلیک آزاد در نخود رقم . 15جدول 

Table 15. Free salicylic acid content in chickpea cultivar ILC482 treated by this compound measured 
by HPLC 

Treatment   Free SA (µg g-1 DW) 

Hours after pathogen 
inoculation 

0 168 

 

Healthy control 

  
40b 64a 

Infected control 

 

38bc 27.5d 

SA (400ppm) 36c 21.5e 

Cv:5.44   
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  ۱۸۱-۱۹۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۹۸  

  
   ساعت پس از  پاشیدنILC482 ، 168 که بیانگر تجمع سالیسیلیک اسید در برگ و ریشه نخود رقم HPLCگراف . 1شکل 

  )پیک دوم(ها و آلودگی با قارچ است این ماده روي برگ
Fig. 1. HPLC chromatogram showing accumulation of salicylic acid  detected at 210 nm, in leaves & 

stem of  chickpea ILC482 cultivar treated with 400 ppm SA through foliar spray 168h after 
pathogen inoculation (peak 2) 

  
  .هاي دفاعي را بروز داده و از شدت بيماري بکاهدواکنش

ــه ــم  در گياهچ ــاي رق ــا  ILC482ه ــده ب ــار ش  تيم
 اسيد آزاد داخل بافـت    ساليسيليک اسيد، ميزان ساليسيليک   

 ايـن  تا انتهاي دوره مورد بررسي کاهش يافـت و احتمـالاً          
مقدار از ماده القاگر جهت توقف آلـودگي ناشـي از قـارچ          

 کــافي نبـود و در نتيجــه علائــم  F. oxysporumبيمـارگر  
حساس بودن ارقام بـه     . بيماري زردي به تدريج ظاهر شد     

ر علائـم  قارچ هاي بيمـارگر مـذکور نيـز در شـدت ظهـو            
دست آمـده،   مطابق نتايج به  . ي داشت ي بسزا تأثيرها  بيماري

 ILC482 مقاومـت در رقـم       یبيشترين اثر کيتوزان بر القـا     
. دسـت آمـد   حساس به بيماري زردي و پژمردگي نخود به       

هـاي   مقاومـت در بـرگ     یکار رفته القا  در هر دو غلظت به    
مار شده هاي تيگبالاترين حد القا در بر. نخود مشاهده شد

 پي پي ام کيتوزان مشاهده شد کـه نـشانگر           ۴۰۰با غلظت   
اثـر ضـد   . هاي دفاعي است کيتوزان در تحريک پاسخ   تأثير

 .Fکـار رفتـه کيتـوزان روي قـارچ     هاي بـه قارچي غلظت

oxysporum  در شــرايط آزمايــشگاهي مــشاهده شــد کــه 
احتمالا اين امـر نيـز در کنتـرل قـارچ مـذکور در شـرايط               

با توجه به فراواني بالاي کيتـوزان     .  بوده است  رمؤثگلخانه  
 ی قـدرت القـا  چنـين   همدر طبيعت و غيرسمي بودن آن و        

هاي دفاعي عليه قارچ مذکور، کاربرد اين ماده         واکنش مؤثر
اي در   و قابـل توصـيه     مؤثر پي پي ام روش      ۴۰۰با غلظت   

کنترل خسارت ناشـي از بيمـاري زردي نخـود محـسوب            
  .گردد مي

رسد متفاوت بودن پاتوسيستم در هريـک       به نظر مي  
هاي ايـن تحقيـق از نظـر رقـم مـورد اسـتفاده،           از آزمايش 

تفاوت در ميزان قدرت تهـاجمي بيمارگرهـا و نـوع مـاده             
القاگر باعث تفاوت در ميزان مقاومت القاء شده و تفـاوت           

تنـوع  . پاسخ هاي دفاعي در ارقام مورد آزمايش شده است   
پيچيدگي و ابهامات دفاع گياهي از هاي دفاعي، بالاي پاسخ
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  ... مقاومت يتأثير ساليسيليک اسيد و کيتوزان بر القا:  ولادي و همكاران

۱۹۹  

نظــر فيزيولــوژيکي و بيوشــيميايي باعــث شــده همچنــان  
هاي دفاعي تاريـک و مـبهم بـاقي     بسياري از زواياي پاسخ   

در نتيجه مطالعه و تحقيقات گسترده در ايـن زمينـه           . بماند
هاي مبتنـي بـر     باعث رفع ابهامات و در نتيجه بهبود روش       

 مقاومـت   یدر زمينـه القـا    خـصوص   کنترل غيرشيميايي به  
  .خواهد شد

  يسپاسگزار
 ي دانـشگاه بـوعل  يبدين وسيله از زحمات معاونت پژوهش  

 اين تحقيق ما را در ي ماليها مين هزينهتأسينا همدان که با  
 و سپاس بـه     ي نمودند، کمال قدردان   يها يار  انجام آزمايش 

  .آيد يعمل م
  

  منابع
 مراجعـه  يسيمتن انگل) 61-59(جهت ملاحظه به صفحات     

 .شود
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