
 های گیاهی  کنترل بیولوژیک آفات و بیماری

 (31-47) 1397پاییز و زمستان ،2ۀ شمار، 7دورۀ 
  DOI: 10.22059/jbioc.2018.253246.225    

* Corresponding author E-mail: starighi@um.ac.ir 

 یلقااِ درآنها  و نقش Erwinia amylovora های گیاهی علیه باکتری  ارزیابی اثر ضد باکتریایی عصاره
 گلابی در مقاومت

 

 3پریسا طاهری و 2*، سعید طریقی1مهدی اخلاقی
 مشهد، ایران. دانشجوی دکتری، گروه گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد،. 1

 گروه گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران.دانشیار . 2 

 دانشیار گروه گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران.. 3
 (05/09/1397 تاریخ پذیرش: -06/12/1396 )تاریخ دریافت: 

 

 

 چکیده
زه، عرعر زیره سبز، بادرنجبویه، آنغوبابونه،  ین،فسنطاَ ییدارو یاهگ هفت یعصاره اتانول باکتریاییاثرات ضد  پژوهش حاضردر 

ها روی میوه نارس گلابی  زایی جدایه آزمون بیماری .مورد ارزیابی قرار گرفت Erwinia amylovoraی باکتر یهعلو اُکالیپتوس 
 بیبه دو ترک منتخب هیجدا تیحساسها انتخاب گردید.  ترین جدایه جهت ادامه آزمایش زا رقم اسپادونا انجام شد و بیماری

مورد  سکیبا استفاده از روش انتشار ددر سه غلظت مختلف  ها سنجیده شد. اثر ضد باکتریایی عصاره  کیوتیب یو پنج آنت یمس
 ییایاثر ضد باکتر نیشتریب یکه دارا هیبادرنجبو اهیاز عصاره گ یمس باتیبا ترک ییافزا اثر هم ی. جهت بررسارزیابی قرار گرفت

نتایج  شد. یررسرقم اسپادونا ب یگلابنهال  یبر رو ،مقاومت یر القاد هیبادرنجبو اهینقش عصاره گ نیبود استفاده شد. همچن
 GA3  هیجدا یبر رو ییایاثر ضد باکتر نیشتریبمیلیمتر دارای  66/15با میانگین قطر هاله بازدارنده  بادرنجبویه نشان داد عصاره

. همچنین نتایج نشان از عدم بودند یکُشندگ کار برده شده فاقد اثرهب یها غلظت یبابونه و عرعر در تمام اهانیبود. عصاره گ
مقاومت در گیاه توسط عصاره  یافزایی عصاره بادرنجبویه و ترکیبات مسی مورد آزمایش داشت. نتایج اثرات القا تاثیر هم

فزایش سطح مورد بررسی بیانگر ا  اُکسیدانتی گایاکول پراکسیداز در هفت زمان باردنجبویه مثبت ارزیابی شد. بررسی آنزیم آنتی
 قاتیرا در تحق یدیجد اهکارهایر تواندیمساعات اولیه نسبت به شاهد و تیمار باکتری بود. نتایج این تحقیق  24این آنزیم در 
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ABSTRACT 
In the present study, antimicrobial effects of the ethanolic herbal extracts of seven medicinal plants including 
Absinthe, Chamomile, Cumin, Asafoetida, Gum tree, Balm and Tree of heaven against Erwinia amylovora 
bacterium were investigated. Pathogenicity test of the bacterial isolates on the immature pear fruit of the 
Spadona pear cultivar was performed, and the most pathogenic bacterium isolate was selected for further 
evaluation. Sensitivity of the selected isolate to two copper compounds and five antibiotics was examined. 
Antibacterial properties were assessed at three concentrations using the disk-diffusion method. To investigate 
the synergistic effect of the plant extract with copper compounds, the extract of Balm, which have been 
indicated maximum antibactericidal effect was used. The Balm plant extract was also tested on the seedling 
of Spadona pear. The ethanolic extract of Balm had the most significant antibacterial effects with the 15.66 
mm diameter average of the zone of inhibition against the GA3 isolate. The bactericidal effects were not 
exerted by Chamomile and Heaven trees. Moreover, the results indicated no synergistic effects in the plant 
extracts of Balm and the tested copper compounds. Our results demonstrated the positive stimulating effects 
of the plant resistance system by the Balm extract. Evaluation of guaiacol peroxidase at seven different 
intervals indicated the elevated level of GPX within the first 24 hours compared to the control and bacterial 
treatment. The results of this research can introduce novel suggestions for future researches in order to 
control of fire blight disease of pome fruit trees via using active components of medicinal plants.  
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 های تحقیقتازه

در این پژوهش سعی شده است با توجه به ظرفیت 

عنوان منابع موجود در ترکیبات طبیعی از آنها به

زیستی بیماری آتشک استفاده شود.  کنترلجدید 

در حقیقت هدف اصلی یافتن ترکیباتی است که 

مقاومتِ  یتوانایی اِلقا واص ضد میکروبی،علاوه بر خ

گیاه میزبان در سطوح مختلف را داشته باشند. لذا 

رو، پس از جداسازی یک جدایه  در تحقیق پیش

از  Erwinia amylovoraبیماریزای قوی باکتری 

استان خراسان رضوی و انتخاب عصاره اتانولی گیاه 

 با خواص ضد( Melissa officinalis) یهبادرنجبو

های مورد بررسی،  باکتریایی مطلوب از میان عصاره

نشان داده شد که عصاره فوق در افزایش آنزیم آنتی 

( بر روی GPOXاکسیدانی گایاکول پراکسیداز )

باشد. همچنین بررسی اثر  گلابی موثر می درخت

سینرژیستی عصاره اتانولی گیاه بادرنجبویه و دو 

نشان داد کلرورمس و نوردوکس  ترکیب مسی اکُسی

افزایی )سینرژیستی( ترکیبات فوق فاقد اثر هم

 باشند. می
 

 قدمهم

 Erwiniaبا عامل هر ساله بیماری آتشک 

amylovora (Burrill 1882) Winslow et al. 1920 
عم از اَ رخیانسُ خسارت فراوانی را در خانواده گل

سیب،  مانند دار درختان میوه دانهثمر )گیاهان مُ

کند. کنترل  زینتی ایجاد میگیاهان و ( بِه گلابی و

این بیماری مشکل بوده و به سرعت مناطق زیادی 

در یک منطقه کند و به صورت اپیدمی  را آلوده می

در ایران استفاده . (Vanneste 2000) شود ظاهر می

پسند گلابی ولی حساس به های بومی و بازار از پایه

 بیماری آتشک، خطر گسترش این بیماری را دو

طوری که هم اکنون مناطق به ؛چندان کرده است

اندکی در ایران وجود دارد که بیماری در آنجا 

یک  E. amylovoraگسترش پیدا نکرده است. 

میکرون،  2-1تا  8/0باکتری گرم منفی با ابعاد 

معمولا دارای کپسول، متحرک با چند تاژک 

تا  ششباشد. دامنه دمایی رشد بین  پیرامونی می

تا  23مای بهینه برای فعالیت باکتری بین و د سی

 -2تر ) است و در دماهای پایین لسیوسدرجه س 30

. (Gusberti et al. 2015)باشد  ( فاقد رشد می5

کنترل این بیماری در مناطقی که این بیماری به 

معمول  روندولی  ؛ار مشکل استبسی ،آن وارد شده

تی، کنترل این بیماری استفاده از اقدامات مدیری

مواد شیمیایی مناسب و اخیرا عوامل بیوکنترل 

علیه از ترکیبات شیمیایی  یتعداددر دنیا باشد.  می

که شامل  است شده استفادهبیماری آتشک 

و در برخی از موارد ها  ترکیبات مسی، آنتی بیوتیک

دو گروه از ترکیبات  .باشد ترکیبات کارباماتی می

ها  یوتیکب شیمیایی شامل ترکیبات مسی و آنتی

 ینبا ا .دارند آتشکنقش مهمی در کنترل بیماری 

خصوصا مواد شیمیایی و استفاده از  حال

خطر  یلدلاز کشورها به یاریدر بس ها بیوتیک آنتی

و  باکتری یتجمع در مقاومت بروز

 هدف ممنوع شده است یرغهای  میکروارگانیسم

(Iacobellis et al. 2005). ر بل هزینهدلیدر ایران به

ها کشاورزان به استفاده  بیوتیک بودن استفاده از آنتی

سموم  درصد بالایی از اند. ای نشان نداده از آنها علاقه

و شیمیایی  در کشاورزی ساختگی مورد استفاده

بوده و امروزه موضوع جایگزینی سموم شیمیایی با 

 مطرحنگاه و رویکرد جدید در مجامع علمی دنیا 

 استفاده ازتوجه محققین به دنیا، در  اخیراًاست. 

شده معطوف آمده از گیاهان دستترکیبات جدید به

خواص ضد  پیرامونمطالعات انجام گرفته است. 

 یهعل یاهیگ های و عصاره ها اسانس یاییباکتر

 Escherichia coliاز جمله  یانسان بیمارگرهای

بوده تر  گسترده یاهیگ یماریزایعوامل ببه نسبت 

 ینهصورت گرفته در زم یها ژوهش. از جمله پاست

ضد  اثر به توان یم یاهیگ یماریزایعوامل ب

 Berberis) زرشک گیاهان عصاره یاییباکتر

vulgaris )سیر و (Allium sativum )  یروبر 

 .E و Agrobacterium tumefaciens های یباکتر

amylovora اشاره ( نمودHayes 1946.) نیهمچن 

 یبر رو یاهیصاره گهشت ع یبا بررسپژوهشگران 

 ،اثر نیشتریبکه  ندعامل آتشک نشان داد یباکتر

 یعطر یشمعدان اهیمربوط به عصاره برگ گ
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(Pelargonium odoratissimumم )در  .باشد ی

 استفاده از عصاره که تحقیقات دیگر مشخص گردید

همراه به( Peganum harmalaگیاه اسپند ) آبی

و  Bacillus subtilis نتاگونیست مانندهای آ باکتری

agglomerans Pantoea پاشی بر روی  مهصورت به

شدن درختان گلابی در های درحال باز شکوفه

تواند سبب کاهش علائم بیماری  شرایط باغ می

های  بررسی (.Arafat et al. 2015آتشک گردد )

انجام شده پیرامون اثرات ضد باکتریایی و 

هی بر روی القاکنندگی مقاومت تعدادی عصاره گیا

و شیر خشت  (Cydonia vulgarisبه )درخت 

(Cotoneaster watereri ) های  عصارهکه نشان داد

پاپیتال  و (Viscum albumدارواش ) گیاهان

(Hedera helix)  کنندگی القاخصوصیات به واسطه

به و میزبان  انسبب کاهش علائم در گیاه ،مقاومت

در  .(Mende et al. 1994)اند  شیر خشت شده

-Acibenzolar-Sثیر ترکیب أتحقیقی که در زمینه ت

methyl  عنوان )به گیاه پاپیتالآبی و عصاره

بر روی میزبان سیب  کننده مقاومت(ترکیبات القا

کلنیزاسیون باکتری  که ه شدانجام گرفت نشان داد

های  به واسطه افزایش آنزیممیزبان در بافت 

کند  دا میو کیتیناز کاهش پی انتکسیداُ آنتی

(Baysal and Zeller 2005 .)یبحث القادر م 

ها  کسیداناُ یآنت اشاره نمود یدمقاومت با

های  یکالرادیی هستند که مانع از عملکرد ها مولکول

جلوگیری  ها سلولو از تخریب گردند  میشده آزاد

ها با دادن الکترون به  کسیداناُ کنند. آنتی یم

ت پایدار خود تبدیل را به حال هاآنرادیکال آزاد، 

شوند  می ها آنکرده و مانع از اثر مخرب 

(Karuppanapandian et al. 2011). ی زنده ها تنش

و غیر زنده بر رشد و نمو، ساختار فیزیولوژیک گیاه، 

ها، تنفس سلولی، فعالیت آنزیمی و  ینپروتئسنتز 

یر دارند. قرار گرفتن در معرض تأثیمی آنزغیر 

 فعال های گونه تولید ها سبب افزایش تنش

برداری  ، تجمع کالوز، تحریک نسخه1اکسیژن

همچون دیفنسین  یهای های کدکننده پروتئین ژن

                                                                           
1. Reactive Oxygen Species 

های لیتیک و  )پروتئین ضد میکروبی(، آنزیم

 شود میها  های سنتز کننده فیتوآلکسین آنزیم

(Falahzade mmaghani et al. 2015) گیاهان .

از  اکسیژن عالف های گونهبرای کاهش اثرات مخرب 

های آنزیمی و غیر آنزیمی استفاده  مکانیسم

 فعال های گونهکنند. آنزیمی که در تخریب  می

د و در این پژوهش مورد مطالعه نقش دار اکسیژن

گایاکول  .دباش پراکسیداز می گایاکول قرار گرفت

از اکسیداسیون  2(GPOX, EC 1.11.1.7پراکسیداز )

زدایی و  برای سمترکیبات فنلی مانند گایاکول 

کند. گایاکول  تجزیه پراکسید هیدروژن استفاده می

به عنوان دهنده الکترون به پراکسید هیدروژن عمل 

کند. این آنزیم در سیتوزول، دیواره سلولی و  می

 .Karuppanapandian et al)شود  ها یافت می واکوئل

هدف از این مطالعه در حقیقت یافتن  .(2011

 کنترلدر درجه اول قادر به ترکیباتی بود که 

بتواند و در درجه دوم  کتری عامل آتشک باشداب

تا با فعال نموده را دار  درختان دانه متوسامانه مقا

در کنترل بیماری  بازده بهتریگانه کاربری دو

 ینآمده از ادستبه یجنتا. فراهم نمایدآتشک 

با  راستا هم یباتممکن است به توسعه ترک پژوهش

 یگزینجا راهبردهایعنوان به کند وک کم طبیعت

 . نمایدآتشک عمل  یماریب زیستی کنترل در
 

 ها مواد و روش

 Erwinia باکتری رشد و کشت شرایط

amylovora 
از  مورد استفاده در این پژوهش  جدایه 75 تعداد

دانشگاه  گیاه پزشکیگروه میکروبی  کلکسیون

ح از سط ی فوقها . جدایهشدفردوسی مشهد تهیه 

( و زالزاک به ر )گلابی،دا دانهمیوه باغات درختان 

رضوی، سمنان و اصفهان  خراسان های استان

 Ea 1.79 همچنین از جدایه بودند. جداسازی شده

به عنوان ( .Cotoneaster spجدا شده از میزبان )

 یک جدایه استاندارد در این پژوهش استفاده شد

(Falkenstein et al. 1988) .شت تازه به منظور ک

                                                                           
2.  IUBMB Enzyme Nomenclature 



 ...و Erwinia amylovora های گیاهی علیه باکتری  ارزیابی اثر ضد باکتریایی عصاره و همکاران: خلاقیا 34

های  جدایههر یک از از  میکرولیتر سیباکتری، 

 - لوریا لیتر محیط کشت میلی سهبه مورد نظر 

گرم در  25مو، ایتالیا/لیکم، تِرآ)لیوفِ 3مایع ینتابر

درجه  28و در دمای لیتر( انتقال داده شد 

دستگاه بر روی  ساعت( 24)به مدت  سلسیوس

نگهداری  دور در دقیقه یکصدانکوباتور با تکان 

در  یاسپکتروفتومتربا استفاده از روش و  گردید

نانومتر پس از تعیین غلظت  ششصدطول موج 

(CFU/ml 108 ) برای ادامه آزمایشات مورد استفاده

 .(Bellemann et al. 1994) قرار گرفت
 

ها با استفاده از  زایی جدایه تعیین شدت بیماری

 میوه نارس گلابی 

نی تابر -لوریا یط کشت های باکتری در مح جدایه

 از پس .ندکشت داده شد ساعت شانزدهمایع به 

 (یقهدق پنجمدت به  7000rpm) یباکتر سانتریفیوژ

PBS) سالین فسفات بافر محلول در ها جدایه
4 )

 از یک هر CFU/ml 108×1 غلظت وشدند  مخلوط

های نارس  در ادامه از میوه .گردید تهیه ها جدایه

 .Pyrus communis L. cv) گلابی رقم اسپادونا

spadona )زایی  انجام آزمون بیماری به منظور

 با میوه سطح سازی سترون از استفاده شد. پس

به  وهیو خشک شدن سطح م درصد هفتاد اتانول

با استفاده از سرسمپلر حفره  قه،یدق دهمدت 

کوچکی در سطح میوه ایجاد گردید و مقدار پنج 

طور جداگانه ها به کتریبامیکرولیتر از سوسپانسیون 

ها در ظروف  میوه .روی هر حفره قرار داده شد

پلاستکی درب بسته )به منظور حفظ رطوبت( قرار 

 5رشد تاقاروز در  پنجتا  سهمدت گرفته و به

(Father electronic X600 ) درجه  28)دمای

 ( نگهداری شدنددرصد نودو رطوبت سلسیوس 

(Zhao et al. 2009)وع و شدت علائم . بر اساس ن

مقیاسی بر اساس پنج وضعیت از علائم  ،بیماری

. عمل آمدبندی به تقسیمتعیین و بیماری 

بندی فوق براساس میزان پیشرفت بیماری در  درجه

                                                                           
3. Luria-Bertani broth 
4 . Phosphate buffered saline 
5. Germinator 

متر مربعی در سطح میوه انجام  سانتیدو یک ناحیه 

% ناحیه مورد A :100شد، بدین ترتیب که نوع 

ه مورد بررسی % ناحیB :70بررسی دارای علائم، 

% ناحیه مورد بررسی دارای C :50دارای علائم، 

% ناحیه مورد بررسی دارای 20: کمتر از Dعلائم، 

 : فاقد علائم مشخص، در نظر گرفته شد.Eعلائم، 

 Iakimova et) آزمایش در سه تکرار انجام پذیرفت

al. 2013.) 
 

نسبت به  بررسی الگوی حساسیت و مقاومت

  ها تی بیوتیکآنو  سموم مِسی رایج

 زاترین بیماریو مقاومت  یتحساس یبررس جهت

نسبت به ترکیبات  Ea 1.79 جدایه و (GA3) جدایه

 دواول از ه رایج در کنترل این بیماری در مرحل

اکُسی کلرور مس  و (CuOکس )وردونترکیب مسی 

(H3ClCu2 یا بردو فیکس و )500 های در غلظت ،

 برم میکروگر 2500و  2000، 1500، 1000

از ها نیز  بیوتیک در مورد آنتی .استفاده شدلیتر  میلی

(، STEک استرپتومایسین )یبیوت آنتیپنج 

(، TET(، تتراسایکلین )AMPسیلین ) آمپی

( در KANن )ی( و کانامایسCHL) لرامفنیکلکُ

 میکروگرم بر 100و  75، 50، 25، 0های  غلظت

ساعته  شانزدهپس از کشت  .استفاده شد لیتر کرومی

و اضافه براتنی مایع  -لوریا باکتری در محیط کشت 

ترکیبات مسی و های مختلف  نمودن غلظت

 شیکر دستگاه داخل ها میکروتیوب ،ها بیوتیک آنتی

درجه  28 و دمای قیقه در دور یکصد با انکوباتور

ساعت  24. پس از گذشت ندقرار گرفت سلسیوس

های مورد  یک از غلظت از هرمیکرولیتر  پنجمقدار 

انتقال  6مغذی آگار آزمایش بر روی محیط کشت

سنجیده  باکتری و عدم رشد تا میزان رشد داده شد

 . (Abdolahi and Akbarimehr 1999) شود
 

  ه مواد گیاهیتهی

رویشگاه گیاهی از های  نمونه 1مطابق با جدول 

و به آزمایشگاه منتقل گردید.  آوری جمع طبیعی

                                                                           
6. Nutrient agar 
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 و یگروه باغبان توسط گیاهی های گونه اییشناس

انجام  مشهد یدانشگاه فردوس یاهیپژوهشکده گ

 یلآب مقطر استر با فوق گیاهان ابتدا. یرفتپذ

 یشگاهآزما یطو در شرا شدداده  سطحی تشویسش

 .شدند خشکآفتاب  یمو دور از تابش نور مستق

پودر و جهت  یاببا آس گیاهان های اندام سپس

 نداره مورد استفاده قرار گرفتاستخراج عص

(Ghahreman and Attar 1999, Abdulaziz et al. 

2010).  
 

 گیری فرآیند عصاره

و به شد های گیاهی تهیه شده خرد  گرم از اندام ده

 درصد 85لیتر اتانول  میلی یکصدطور جداگانه به 

دستگاه  داخل ساعت 72 اضافه گردید و به مدت

قرار  دقیقه در دور نجاهپ تکانبا  انکوباتور شیکر

حلال و  ،در ادامه .گرفت تا به آرامی مخلوط شوند

واتمن ) فیلتر آزمایشگاهی کاغذتوسط مواد گیاهی 

-ههای اولیه ب تا عصاره ندشداز هم جدا  (41شماره 

 خلأ در تقطیر دستگاه درون دست آید. عصاره

(Rotary Evaporator )پنجاهو در دمای گرفت  قرار 

عصاره تغلیظ تا حلال تبخیر گردید  وسسلسیدرجه 

 (.Mzida et al. 2016)آید دست هشده ب

 

 مورد استفاده در این پژوهشدارویی گیاهان  -1جدول 
Table 1. Medicinal herbs used in current research  

 

 های عصاره تهیه غلظت

 یک (DMSO) 7سولفوکساید متیل دیحلال  از

هر یک از خشک جهت حل کردن پودر درصد 

، 100های  غلظت در ادامه. ها استفاده شد عصاره

در حلال  لیتری گرم بر میلی میلی 500و  250

هر یک از گردید. سپس محلول عصاره  تهیه مربوطه

شخص از های م آمده با غلظتدستبهتیمارهای 

شد. عبور داده میکرونی  22/0های میکروبی  فیلتر

ای تیره و  ف شیشهودر ظرهای فیلتر شده  عصاره

نگهداری سلسیوس  درجه چهار در دمای سترون

  .(Mortazavi et al. 2014شدند )
 

مورد های  عصاره ضد باکتری بررسی اثر

 یشآزما

روش  از ها میکروبی عصاره اثر ضد سنجش برای

این . در شد استفاده (disc diffusion) دیسکر انتشا

با  میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی یکصدروش 

در سطح محیط کشت  CFU/ml 108×1غلظت 

                                                                           
7. Dimethyl sulfoxide 

گرم  5/17گرم عصاره گوشت،  2)مولر هینتون آگار 

گرم  17گرم نشاسته و  5/1 کازئین هیدرولیزات،

 یپتپ یلهوس به آگار برای یک لیتر( )مرک، آلمان(

استور ال مانند به صورت یکنواخت گسترش داده پ

 یطسطح مح یقهدق پانزدهپس از گذشت  و شد

 هایی محیط کشت از دیسکدر سطح  .گردیدخشک 

به که  )شرکت طب آزما( مترمیلی شش به قطر

 ،یکدیگر قرار گرفته بودند از یسانتیمتر دوفاصله 

 های میکرولیتر از غلظت 25مقدار  استفاده شد.

عصاره  لیتر گرم بر میلی میلی 100و  250، 500

 .ها انتقال داده شد دیسکبه آرامی روی  ،تهیه شده

 یک DMSO ترکیباز شاهد منفی آزمایش برای 

های کشت  استفاده گردید. تمامی محیطدرصد 

 درجه 28 ساعت در دمای 24 تلقیح شده به مدت

میکروبی از نظر تشکیل  های قرار داده شدند. کشت

و  شدند بررسی ،بازدارنده رشدکیل هاله شیا عدم ت

 شد گیری برحسب میلیمتر اندازهبازدارنده قطر هاله 

(Obey et al. 2016, Skocibusic et al. 2004). 
 

Area (Province) Plant part used Common names Family Plant species No 
Fars Leaves / Stems Absinthe Asteraceae Artemisia absinthium 1 

Razavi Khorasan Stems Chamomile Asteraceae Matricaria chamomilla 2 
Fars Seed Cumin Apiaceae Cuminum cyminum 3 

Semnan Leaves / Stems Asafoetida Apiaceae Ferula assa-foetida 4 
Razavi Khorasan Leaves Gum tree Myrtaceae Eucalyptus globulus 5 
Razavi Khorasan Leaves Tree of heaven Simaroubaceae Ailanthus altissima 6 

Mazandaran Leaves Balm Lamiaceae Melissa officinalis 7 
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و  (MIC 8) بازدارندگیآزمون حداقل غلظت 

 (MBC 9) شندگیحداقل غلظت کُ

و با روش  سترون ای خانه 96در پلیت  MIC آزمون

. ابتدا از انجام شد (Microdilution broth) ریز رقت

آلمان(  ،)مرک مایعهینتون  محیط کشت مولر

چاهک میکروپلیت  96میکرولیتر داخل  یکصد

یکصد ریخته شد. سپس به اولین چاهک هر ردیف 

مورد بررسی اضافه گردید و پس  عصارهمیکرولیتر از 

از چند بار پیپت کردن از چاهک دوم به سوم و به 

. در آخر به رقیق شد یازده اهکهمین ترتیب تا چ

باکتری میکرولیتر سوسپانسیون  دهها  همه چاهک

اضافه گردید. بعد  ml/CFU 105×5معادل با غلظت 

داخل شیکر انکوباتور با  از تلقیح باکتری، میکروپلیت

درجه سلیسوس  28در دقیقه و دمای دور  نود تکان

بعد از اتمام  ساعت قرار داده شد. 24به مدت 

باسیون، کدورت یا عدم کدورت در چاهک به انکو

صورت چشمی مشاهده و جذب نوری توسط 

در ( STAT FAX 2100) 10 الایزا گر خوانش دستگاه

حداقل غلظت . بررسی گردیدنانومتر  630طول موج 

کمترین غلظتی که در آن  ،(MIC) بازدارندگی

 ,Burt) در نظر گرفته شد ،کدورتی مشاهده نگردید

 ها، کشت محتویات هریک از چاهک پس از .(2004

ها  درصد از باکتری 9/99کمترین رقتی که توانست 

در نظر گرفته شد.  MBCرا بکُشد، به عنوان رقت 

 Burt 2004)انجام پذیرفت  تکرار سهفوق با  آزمایش

Obey et al. 2016,.)  
 

11افزایی هم اثر تعیین
 (FIC)12

 یهعصاره بادرنجبو 

 E. amylovoraتری علیه باک سموم مسی رایجو 

و  یهبادرنجبو عصاره افزایی هم اثر بررسی منظور به

 چکربورد رقت سری روش از یجرا یسموم مس

عصاره میکرولیتر از یکصد میزان  .شد استفاده

و  MICیک دوم  ،MIC ،MICدو برابر ) یهبادرنجبو

هر  MIC و چهارمشصت به همین ترتیب تا یک 

                                                                           
8. Minimum inhibitory concentration 
9. Minimum bactericidal concentration 
10. Microplate Reader 

11. Synergic 
12. Fractional Inhibitory Concentration 

پلیت میکروهای هر ردیف  درون چاهک (ترکیب

میکرولیتر از یکصد سپس مقدار توزیع گردید. 

های هر ردیف  درون چاهکمسی  ترکیب

در جهت  توضیح داده شدهمطابق روش  میکروپلیت

انجام  13کردنفرآیند مخلوط اضافه گردید و مخالف 

 میکرولیتر از سوسپانسیون ده. در ادامه پذیرفت

ml/CFU 108×1 ریخته  باکتری درون هر چاهک

درون دستگاه شیکر انکوباتور با میکروپلیت و  شده

قرار ساعت  24دقیقه به مدت در دور  هشتادسرعت 

مورد بررسی با  ترکیبات FIC. سپس شاخص گرفت

 استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید:
 

Fic I = FIC عصاره + FIC سم مسی = 

MIC  عصاره در حالت ترکیبی

MIC  عصاره به تنهایی 
 + 

MIC   سم مسی درحالت ترکیبی

MIC سم مسی به تنهایی 
 

 

باشد  کمتر از نیم FICچنانچه میزان شاخص 

 افزایی برهمکنش دو ترکیب به عنوان اثر هم

بین شاخص . اگر شناخته خواهد شد )سینرژیست(

 چهارتا  یکافزایشی، بین باشد به عنوان  یکتا  نیم

کنش به عنوان برهم چهاراثر و بیشتر از  عنوان بیبه

 .Turgis et al) شود نتاگونیستی در نظر گرفته میآ

2012.) 
 

و شرایط آلوده  نهال گلابی یرکشت و تکث

 سازی گیاه

های  نهالستانرقم اسپادونا از  یکساله گلابی های نهال

تهیه و به گلخانه تحقیقاتی  سطح شهر مشهد

دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی منتقل شد. 

مخلوط مساوی خاک ل جهت تهیه خاک از فرمو

برگ سرند شده به ای و خاک خانهزراعی، ماسه رود

های مساوی استفاده گردید. پس از تهیه  نسبت

لیتری  بیستهای  های یکساله در گلدان خاک، نهال

پلاستیکی کاشته شدند. به منظور تحریک رشد 

ها پس از انتقال به  های فرعی کلیه نهال شاخه

ربرداری شدند و قبل از گلدان از ارتفاع یک متری س

. آلودگی دو ماه در این وضعیت به رشد ادامه دادند

                                                                           
13.  Pipetting 
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ساعت  48در مدت زمان پاشی عصاره بادرنجبویه  مه

زنی باکتری )زمان صفر و غلظت  قبل از مایه

CFU/ml 108×1طی از ( انجام پذیرفت و پس 

ها درون نیتروژن مایع به  برگ ،مراحل فوق

 (. Ebadi et al. 2012)آزمایشگاه منتقل شدند 
 

 از بافت گیاهی یمیاستخراج عصاره آنز

 یاهیاز بافت گ گرم یلیم پانصدهر نمونه،  یبرا

 سه. سپس خرد گردید یعما یتروژنن وندر

( به  8/6pH) مولار 1/0فسفات  یمبافر سد لیتر یلیم

 یقهدق پانزدهها به مدت  هر نمونه اضافه شد. نمونه

 g15000 در سلسیوسدرجه  چهار یدر دما

 ی( برایمی)عصاره آنز ییرو یعشدند. ما یفیوژسانتر

 Kar and) یداستفاده گرد ها یمآنز یتسنجش فعال

Mishra 1967). 
 

 تعیین پروتئین کل

در عصاره گیاه با روش پروتئین کل موجود سنجش 

( انجام گرفت. در این Bradford 1976براد فورد )

نت بلو میلی گرم پودر کوماسی بریلیایکصد روش 

(G 250 در )درصد حل  95میلی لیتر اتانول  پنجاه

میلی لیتر یکصد تگاه شیکر، سشد و سپس روی د

به ( حجمی/ وزنی)درصد  85محلول اسید فسفریک 

تفاده از آب مقطر، محلول فوق اضافه شد. با اس

برای تعیین حجم نهایی به یک لیتر رسانده شد. 

، مقدار پنج عصاره هر نمونه در میزان پروتئین کل

میکرولیتر از عصاره هر نمونه با سه میلی لیتر 

محلول براد فورد کاملا مخلوط و میزان جذب در 

با استفاده از دستگاه  =nm 595 λ maxطول موج

گیری شد. میزان پروتئین هر  هاسپکتروفوتومتر انداز

بر اساس استاندارد که منحنی ا استفاده از نمونه ب

عنوان پروتئین استاندارد سرم آلبومین گاوی به 

 Malek Ziaratihاستفاده شده بود، محاسبه گردید )

et al. 2012.) 
 

 یاکولگایم آنز اکسیدانتی یآنت یتفعال بررسی

 یدازپراکس

 یشبا استفاده از پ یدازپراکس یاکولگا یمآنز فعالیت

 گیری میزان جذب تتراگایاکل و اندازه ولیاکماده گا

کمپلکس واکنش روش در این . یری شدگ اندازه

( حاوی  7pHمیلی مولار ) پنجاهشامل بافر فسفات 

EDTA 1/0 پراکسید %1مولار، گایاکول  میلی ،

میکرولیتر از محلول  بیستو % 3/0هیدروژن 

. واکنش با اضافه کردن پراکسید بوداستخراج شده 

 470 و افزایش جذب در طول موج آغازهیدروژن 

شد. فعالیت آنزیمی دقیقه ثبت  یکمدت نانومتر به

بر اساس میزان تتراگایاکول تشکیل شده و با 

mMolتتراگایاکول استفاده از ضریب خاموشی
-1

cm
-

1
  .(Plewa et al. 1991) به دست آمد 5/25  
 

 آماری تجزیه و تحلیل

به  یشمورد آزماهای  عصاره ضد باکتری آزمون اثر

کامل  یها در قالب طرح بلوک یلفاکتور صورت

)فکتورهای آزمایش شامل  پذیرفتنجام ا یتصادف

-به .جدایه، عصاره گیاهی و غلظت مصرفی بود(

ها برای پارمترهای مورد  تجزیه و تحلیل دادهمنظور 

استفاده  Minitab (version 15)افزار مطالعه از نرم

ها با  میانگین داده پس از انجام تجزیه واریانس شد.

در سطح پنج  ای دانکن استفاده از آزمون چند دامنه

-و برای رسم نمودارها از نرم درصد مقایسه شدند

استفاده شد.  Microsoft Excel (2013) افزار 

همچنین آزمون تغییرات سطح آنزیم گایاکول 

پراکسیداز با سه تیمار شامل شاهد )آب مقطر(، 

باکتری و عصاره بادرنجبویه در قالب طرح کاملا 

 تصادفی انجام پذیرفت.
 

 نتایج

زاترین  انتخاب بیماریزایی و  ن بیماریآزمو

 جدایه

 گذشت پس ازنشان داد زایی  آزمون اثبات بیماری

 ،نارس های گلابی روی میوهساعت بر  120الی  72

جدایه باکتری  د.یلهیدگی ظاهر گرد نکروز و علائم

آمده از میزبان گلابی و شهر مشهد با نام دستهب

GA3  لهیدگی قطر و عمق بیشترایجاد دلیل به، 

مون قسمت پیرا 14شیرابهو ترشح  تخریب بافت میوه

                                                                           
14. Oozing 
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 تعیینترین جدایه زا تزریق شده به عنوان بیماری

نسبت به ها  سایر جدایه .(1شکل ) (A نوع) گردید

زایی را نشان  مقادیر کمتری از بیماری، GA3جدایه 

 Sh 33 ،Mn هیچهار جدا ییزا یماریاز لحاظ ب دادند.

26 ،GA 7  وGA 10 خود نشان از را  دیلائم شدع

ها علائم متوسط تا  . سایر جدایه(B نوعدادند )

جدایه  هنُضعیف را نشان دادند. در این میان تعداد 

میوه نارس گلابی رقم بر روی  مشخصفاقد علائم 

برای   GA3از بیماریزاترین جدایهاسپادونا بودند. 

اطلاعات سایر استفاده به عمل آمد.  ها آزمایشادامه 

شامل میزبان و مناطق نمونه برداری شده  ،نتایجو 

 ذکر شده است.  2در جدول شماره 
 

 
زایی بسیار شدید،  : جدایه با قدرت بیماریA نوعزایی،  ها بر اساس قدرت بیماری تصاویر مربوط به تفکیک جدایه –1شکل 

 نوع: جدایه با علائم ضعیف، D نوعزایی متوسط،  : جدایه با قدرت بیماریC نوعزایی شدید،  : جدایه با قدرت بیماری B نوع

E نوع: جدایه بدون علائم مشخص F)شاهد منفی )آب مقطر : 
Figure 1- Images of separation of isolates based on pathogenicity, A: Isolate with very severe 

virulence, B: Isolate with severe virulence, C: Isolate with moderate virulence, D: Isolate with low 

virulence, E: Isolate without distinct symptoms, F: Negative control (distilled water) 

 

نسبت به ترکیبات  ساسیت و مقاومتنتایج ح

 ها  آنتی بیوتیکمسی و 

نتایج آزمون میزان اثر ترکیبات مسی به عنوان تنها 

ترکیبات شیمیایی مورد استفاده علیه بیماری 

آتشک نشان داد که هر دو ترکیب مورد استفاده در 

لیتر مانع  میکروگرم بر میلی 2500 و 2000 غلظت

 سایر شدند. Ea 1.79و  GA3های  از رشد جدایه

ضد  اثر ترکیب نوردوکس بیشترین نشان داد یجنتا

-هداشت، ب Ea 1.79 یهجدا کنترل دررا  یاییباکتر

لیتر  گرم بر میلی میکرو 1500طوری که در غلظت 

 در حالی که درمانع از رشد جدایه فوق گردید، 

 رشد جدایه از غلظت مشابه نتوانست مانع

شود. سایر نتایج مربوط به ( GA3زای قوی ) بیماری

در  مسیترکیبات  به ها یهو مقاومت جدا یتحساس

ذکر گردیده است. نتایج آزمون حساسیت  3جدول 

بیانگر این نکته  ،های مورد استفاده به آنتی بیوتیک

بیوتیک مورد استفاده در غلظت  بود که هر پنج آنتی

برای دو جدایه مورد  لیتر کرومیمیکروگرم بر یکصد 

بیوتیک  کُشنده بودند ولی سه آنتی زمایشآ

در فقط تتراسایکلین، استرپتومایسین و کرامفنیکل 

میکروگرم بر  25)حداقل غلظت به کار برده شده 

مورد دو آنتی بیوتیک کُشنده بودند. در  (میکرولیتر

کار غلظت به بیشترینسیلین و کانامایسین در  آمپی

توان برده شده برای باکتری عامل آتشک از 

 4، سایر نتایج در جدول کُشندگی برخوردار بود

 (.3)جدول  بیان شده است
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 یناستفاده در ا E. amylovora های یهجدا زایی یماریب قدرتو  یمحل جمع آور یزبان،م مشخصاتجدایه،  نام -2 جدول

  پژوهش
Table 2. Isolates code, host plant, area of sampling and pathogenicity test for isolates of E. 

amylovora used in this research 
 

 
B: Bastam / R: Royan / T: Torogh.  

A: Isolate with Very Severe Virulence, B: Isolate with Severe Virulence, C: Isolate with Moderate Virulence, D: 

Isolate with Low Virulence, E: Isolate without Distinct Symptoms 
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 ترکیب مسی رایج در کنترل بیماری آتشک دوبه  ها جدایه نتایج حساسیت و مقاومت -3جدول 
Table 3. Results of sensitivity and resistance isolate to two common copper compounds in controlling fire 

blight  

 
 ها بر حسب میکروگرم برمیکرولیتر بیوتیک آنتیهای باکتری به  جدایهنتایج حساسیت و مقاومت  -4جدول 

Table 4. Results of sensitivity and resistance to antibiotics (μg/μl) 
 

 

 

 

 

 

 آزمایش مورد  یها عصاره یاییاثر ضد باکتر نتایج

استفاده داد انس نشان نتایج حاصل از جدول تجزیه واری

تاثیر  آزمایشگیاه مورد  هفتهای اتانولی  از عصاره

 Eaو   GA3های جدایهجلوگیری از رشد داری بر  معنی

در شرایط دیسک(  در)با استفاده از روش انتشار  1.79

 یهتجز یجبا توجه به نتا (.6)جدول  داشت یآزمایشگاه

ورد )جدایه، غلظت و عصاره م اثرات ساده یانس،وار

)اثر هر یک از فاکتورهای مورد  متقابل و استفاده(

قطر هاله بر  داری را یمعن یرتاث ،بررسی با یکدیگر(

مورد  های گیاهی عصارهتوسط  بازدارنده ایجاد شده

 . (P <0.0001)نشان داد استفاده 

حاصل از  (تکرار)سه  یانگینم یسهمقا یجنتا یبررس

 پانصد در غلظتتشکیل شده  عدم رشدقطر هاله 

مورد  های عصاره یندر ب دادنشان گرم بر میلی لیتر  میلی

با ( Melissa officinalis) عصاره بادرنجبویه ،آزمایش

به ترتیب میلیمتر  66/15 و 71/16 قطر هالهمیانگین 

اثر ضد  بیشترین GA3و  Ea 1.79های  برای جدایه

-Ferula assa)عصاره گیاه آنغوزه . دبوباکتریایی را دارا 

foetida ) بودبرخوردار  زیادینیز از اثر ضد میکروبی، 

  لیتر هاله گرم بر میلی میلی پانصد  ر غلظتطوری که دهب

برای به ترتیب میلیمتر  6/13و 32/15با قطر  عدم رشد

 جهت یناز ا و ایجاد نمودGA3 و  Ea 1.79های  جدایه

با  یسهرا در مقا یا قابل ملاحظه یبرتر ،دو گیاه فوق

. پس از ندداداز خود نشان های مورد بررسی  عصاره یرسا

غلظت مربوط به  یاثر بازدارندگ شترینیب های فوق عصاره

گیاه  یعصاره اتانوللیتر  گرم بر میلی میلی پانصد

با ایجاد که  بود( Eucalyptus globulus) کالیپتوساُ

ترتیب برای بهمیلیمتر  34/10و 33/11ای با قطر  هاله

 توانست یقابل توجه ر حددGA3 و  Ea 1.79های  جدایه

سایر  کنند. یریجلوگ مورد بررسی های جدایهاز رشد 

لیتر  گرم بر میلی میلییکصد در غلظت نتایج نشان داد 

از توان ضد  ،های مورد بررسی هیچ یک از عصاره

 عصاره نشان داد دیگر نتایجند. نبود برخوردار باکتریایی

بابونه  و (Ailanthus altissima) عرعر انگیاه

(Matricaria chamomilla فاقد هرگونه اثر ضد )

 پانصدکاربرده شده یعنی ه)در بالاترین غلظت ب میکروبی

 های مورد آزمایش جدایه علیه لیتر( گرم بر میلی میلی

تیمارهای مورد آزمایش   غلظتسه  ینب یسهمقا .بودند

ی ها غلظت دربازادرنده هاله میانگین قطر  ،نشان داد

داری عملکرد بهتری نسبت به  طور معنیبه بیشتر

در نتیجه افزایش غلظت با  ،بوددارا  را کمترهای  غلظت

فوق از یک رابطه  های عصاره باکتریاییقدرت ضد 

 (.5 جدول) کند مستقیم پیروی می

 

E. amylovora (Ea 1.79) E. amylovora (GA3) 
Compound  No 

2500 2000 1500 1000 500 2500 2000 1500 1000 500 

- - - + + - - + + + Nordox 1 

- - + + + - - + + + Copper oxychloride 2 

-  :Not growth ,  : + Growth 

E. amylovora (Ea 1.79) E. amylovora (GA3) 
Antibiotic NO 

100 75 50 25 0 100 75 50 25 0 

S S S S R S S S S R Tetracycline 1 
S S S S R S S S S R Streptomycin 2 
S S S S R S S S S R Chloramphenicol 3 
S R R R R S R R R R Ampicillin 4 
S R R R R S R R R R Kanamycin 5 

  R: Resistance   /S :Susceptible 
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 به میلیمتراده در سه غلظت مورد استفآزمایش  مورد های جدایه رشد ازمیانگین قطر هاله بازدارنده  – 5جدول 
Table 5. Mean inhibition zone diameter in three concentrations of plant extracts to millimeter  

E. amylovora (Ea 1.79) E. amylovora (GA3) 
Plant extract           

Con (mg/ml)
 No 

500 250 100 500 250 100 
16.71 A 9.3 EF 0 15.66 AB 9.1 F 0 Melissa officinalis 1 
15.32 B 8.5 FG 0 13.6 C 7.4 G 0 Ferula assa-foetida 2 
11.33 D 0 0 10.34 DF 0 0 Eucalyptus globulus 3 

9 F 0 0 8.3 FG 0 0 Cuminum cyminum 4 
8.2 FG 0 0 8.1 FG 0 0 Artemisia absinthium 5 

0 0 0 0 0 0 Ailanthus altissima 6 
0 0 0 0 0 0 Matricaria chamomilla 7 

*The results are the mean of three replicates 
*Numbers followed by the same letter are not significantly differentns 

 

 Ea 1.79و  GA3های مورد بررسی بر دو جدایه  عصارهکنندگی های ناشی از بررسی قابلت کنترل داده یانسوار یهتجز – 6جدول 

Table 6. Analysis of variance of data resulted from assessment of biocontrol abilities of plant extract on 

tested two isolate GA3 and Ea 1.79 
Mean squared 

DF Source of Variation 
P-Value F MS SS 

0.49 0.72 ns 0.1 0.2 2 Block 
˂ 0.01 121.9** 17.53 17.53 1 Isolate 

˂ 0.01 1180.04** 169.72 1018.5 3 Plant extract 
˂ 0.01 6081.19** 847.62 1749.2 2 Concentration  
˂ 0.01 28.8** 4.14 24.85 6 Isolate × Plant extract 
˂ 0.01 93.42** 13.43 26.87 2 Isolate × Concentration 
˂ 0.01 422.18** 60.72 728.63 12 Plant extract × Concentration 

˂ 0.01 28.92** 4.15 49.9 12 Isolate × Plant extract ×  

Concentration  
  0.14 11.79 82 Error 

    125 Total 

Significant in 5% level ** 

 

 (MIC) بازدارندگیحداقل غلظت  های آزموننتایج 

  (MBC) یشندگحداقل غلظت کُو 

کمترین برای تعیین  ،رقت در میکروپلیت سریروش 

دقیق و روش  ،شود می شندگیکُ ی که باعثغلظت

ن ارزیابی خواص و تاکنون برای تعیی باشد می یحساس

ه قرار گرفته های گیاهی مورد استفاد ضد میکروبی عصاره

نتایج حداقل غلظت . (Scorzoni et al. 2007است )

های  شندگی عصارهبازدارندگی و حداقل غلظت کُ

بادرنجبویه، آنغوزه و اُکالیپتوس در دو جدایه مورد 

بیانگر این واقعیت بود نتایج . دست آمدهبتفاوت مبررسی 

های  شندگی عصارهدر مقابل اثرات کُ Ea 1.79جدایه  که

عصاره . باشد می جدایهترین  حساسنجبویه و آنغوزه بادر

لیتر  گرم بر میلی میلی 125غلظت با  اتانولی بادرنجبویه

در حالی که  ،داشتشندگی کُ اثر Ea 1.79برای جدایه 

 GA3برای جدایه  رلیت گرم بر میلی میلی 250غلظت  در

در  MICدر واقع نتایج  .را از خود نشان دادشندگی اثر کُ

حداقل غلظت بازدارندگی برای که فوق نشان داد جدایه 

گرم بر  میلی 5/64دو عصاره گیاهی بادرنجبویه و آنغوزه 

ای دو بر GA3در حالی که در جدایه  ؛باشد لیتر می میلی

دست هلیتر ب گرم بر میلی میلی 125عصاره مورد بررسی 

در  ی مورد بررسیها عصاره MBCو  MICنتایج  آمد.

 است. هشد بیان 6جدول 

 

های  عصارهضد باکتریایی افزایی  اثر هم نتایج

 و ترکیبات مسیبادرنجبویه 

عصاره گیاه بادرنجبویه با که نشان داد  افزایی اثر همنتایج 

یعنی دو ترکیب مسی رایج در کنترل بیماری آتشک 

کلرور مس فاقد اثر هم  کسیوکس و اُنورد ترکیب مسی

در  15(FICبررسی غلظت )باشد.  می ینرژیست()س افزایی

های  افزایی در غلظت اثر همکه این پژوهش نشان داد 

عصاره ترکیبات مسی در واکنش با  MICیک دوم 

                                                                                  
15. Fractional Inhibitory Concentration 
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باشد )با توجه به  میاثر  بادرنجبویه دارای وضعیت بی

عددی  (FIC)، نحوه محاسبه از طریق فرمول مربوطه

لی است که دست آمد(. این درحاهبیشتر از یک ب

ترکیبات مورد بررسی برای داشتن خاصیت سینرژستی 

 (.7کمتر باشد )جدول  5/0، از (FIC)باید شاخص 

 مورد آزمایشدارویی گیاه  هفتهای اتانولی  برای عصاره MBCو  MICنتایج  - 6جدول شماره
Table 6. Results of MIC and MBC for ethanolic plant extracts of seven tested medicinal plants  

E. amylovora (Ea1/79) E. amylovora (GA3) 
Plant  No 

(mg/ml)MBC MIC(mg/ml) MBC(mg/ml) MIC(mg/ml) 

125 64/5 250 125 Melissa officinalis 1 
125 64/5 250 125 Ferula assa-foetida 2 
250 125 500 250 Eucalyptus globulus 3 
250 250 500 250 Cuminum cyminum 4 
500 250 500 250 Artemisia absinthium 5 

- - - - Ailanthus altissima 6 
- - - - Matricaria chamomilla 7 

 

 ردوکس و اکُسی کلرور مس ودو ترکیب مسی نبادرنجبویه و   نتایج اثر هم افزایی عصاره - 7جدول شماره
Table 7 - Synergistic effects of M. officinalis plant extract and two copper compounds of Nordox and Copper 

oxychloride 
Type of effect FIC Index Copper Compounds  No 

Ineffective 1.5 Copper oxychloride (H3ClCu2 ) 1 

Ineffective 1.5 Nordox (CuO) 2 

 

فعالیت عصاره بادرنجبویه بر  بررسی نتایج تاثیر

 (GPOX) گایاکول پراکسیدازآنزیم 

 عصارهتیمار تغییرات آنزیمی در اثر نتایج بررسی 

گیاه و گیاه تحت تیمار باکتری  با در مقایسهبادرنجبویه 

  نشان داده شده است. 2در شکل  ،شاهد

 

 
شده  پاشی مه، تیمار E. amylovoraتیمار مایه زنی شده با باکتری  ؛گلابیدر گیاه نمودار تغییرات آنزیم گایاکول پراکسیداز  – 2شکل 

 پاشی شده با آب )کنترل منفی(  صاره گیاه بادرنجبویه و تیمار مهبا ع
Figure 2. Chart of variations of guaiacol peroxidase enzyme in pear plant: E. amylovora inoculated treatment, 

M. officinalis plant extract and fogged water treatment (negative control) 

 

سنجش آنزیم گایاکول پراکسیداز نشان ،در گیاه شاهد

و حداقل تغییرات دهنده پیروی کردن از یک روند ثابت 

با  گلابی های گیاه سرشاخهزنی مایه در اثر. آنزیمی بود

فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز  E. amylovoraباکتری 
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 U/mg)و ششم  تا روز سومدارای یک روند افزایشی 

protein 29/0 )و از روز ششم به بعد فعالیت آنزیم  بود

 یمارتحت ت یاهگ یجنتا یبررس .دادروند کاهشی را نشان 

روزه  یک یدر فواصل زمان هیبادرنجبو یاهبا عصاره گ

نشان  یباکتر یمارشده با آب( و ت یمارنسبت به شاهد )ت

 یکاز  (GPOX) یدازپراکس یاکولگا یمداد، که سطح آنز

بیشترین که طوری هب ،برخوردار بوده است یشیروند افزا

 24در  (U/mg protein 28/0) میزان فعالیت آنزیم

 72و  صفر( باکتری )زمان پس از تلقیح ساعت اولیه

مشاهد گیاه بادرنجبویه عصاره  پاشی مهساعت پس از 

تحت تیمار  مورد آزمایش در ادامه فعالیت آنزیم .گردید

 اما ،دادرا نشان  یکاهشیک روند عصاره از روز دوم 

  .مشاهده شدعمده کاهش از روز ششم به 

 

 حثب

تولید و مصرف گیاهان دارویی در صنایع گوناگون به 

رو به گسترش است.  زیستیعلت داشتن ترکیبات فعال 

ای آغاز شده که نشان  ات گستردهتحقیق ،علاوه بر این

برخی گیاهان دارویی در   های ثانویه دهد متابولیت می

لوگیری از رشد عوامل بیمارگر گیاهی موثر و جایگزین ج

 Alizadeh et) باشند میمناسبی برای سموم شیمیایی 

al. 2014.) و تولید هزینه نمود توجه باید حال این با 

 مواد خلاف بر گیاهی های اسانس و ها عصاره کاربرد

 فرایند و تولید در پیچیدگی میزان از تابعی شیمیایی،

 این کاربرد جهت باید و باشد می ترکیبات این استخراج

 برآوردهای و ها بینیپیش مزرعه مقیاس در ترکیبات

این پژوهش نشان داد استفاده از نتایج  .داد انجام را لازم

، علاوه بر خواص ضد باکتریایی های گیاهی که عصاره

تواند به عنوان یک  می ،مقاومت شوند یبتوانند سبب القا

گیاهی خصوصا علیه  هاییمارگرراهکار در کنترل ب

 پیرامون بیماری آتشک مورد استفاده قرار بگیرد.

تفاوت واضحی  ،های مورد بررسی جدایهزایی  بیماری

به آن اشاره  که در مطالعات سایر محققین مشاهده شد

های مورد  جدایه اکثریت (.Lee et al. 2010) شده است

شده اینکه از چه میزبانی جدا از بررسی صرف نظر 

نیمه بر روی میوه گلابی رقم اسپادونا )یک رقم  ،بودند

در  Ea 1.79 داستاندار  هجدای. زا بودند بیماریحساس( 

نسبت به  GA3زای قوی  مقایسه با جدایه بیماری

 ؛داد شتری را نشان حساسیت بی ،ترکیبات مورد آزمایش

ها تفاوتی مشاهده  بیوتیک در حالی که در مورد آنتی

ها به واسطه محل اثر خود در  تی بیوتیکآن .نگردید

ها از اثر  دیر نسبت به ترکیبات مسی و عصارهکمترین مقا

 مشکلاتی آنهااستفاده از  ولی ؛وردار بودندشندگی برخکُ

بیوتیک  آنتی های گذشته در سال .بوجود خواهد آورد را

در  ترکیباتترین  یکی از معروفعنوان بهاسترپتومایسین 

استفاده  .مطرح بوده است E. amylovora باکتری کنترل

ور آمریکا آغاز در کش 1960ها در دهه  بیوتیک از آنتی

در باغات   بیوتیک های مقاوم به آنتی و اولین جدایهشد 

. (Miller and Schroth 1972) مشاهد شدکالیفرنیا 

در  ،ی مانند استرپتومایسینهای مقاومت به آنتی بیوتیک

می باکتری که وهای ریبوز ر ژنداده دهای رخ اثر جهش

 گردد ایجاد میدر حقیقت محل تاثیر آن هستند 

(Schroth et al. 1979)ی . به دلیل هزینه بسیار بالا

بر سلامت مصرف کننده و مضر  اثرات ،ها بیوتیک آنتی

 در ایران تاکنون استفاده ،های خاک رگانیسممیکرواُ

 ومت نسبتاین رو مقااز  (.Hasanzadeh 2005اند ) نشده

رمصرف مانند های پُ بیوتیک به برخی آنتی

های مورد بررسی در نواحی  استرپتومایسین در جدایه

عبداللهی و  هر چند. شود دیده نمی ایران شمال شرقی

 ی مقاومها برخی جدایه ،خود یها در بررسیاکبری مهر 

رسد  اما به نظر می ،ن را گزارش نمودندبه استرپتومایسی

 ،است مشاهده شدهها  برخی از جدایه این مقاومت در

های مقام کشورهای همسایه و  ورود جدایهناشی از 

 Abdolahi and) باشد حاشیه مدیترانه به ایران

Akbarimehr 1999)ها  . در مورد سایر آنتی بیوتیک

رسد که  سیلین و کاناماسین به نظر می یآمپ مانند

رداری ب یعی نسبت به آنها در نواحی نمونهمقاومت طب

استفاده از آنتی ، بنابراین در صورت شده وجود دارد

بدون شک روند مقاومت  ها و ترکیبات مسی بیوتیک

بیش از پیش افزایش های آینده  سال باکتریایی در

در کنترل خواهد یافت و این ترکیبات کارایی لازم را 

کارگیری به بنابراین ؛هد داشتانخوبیماری آتشک 
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های گیاهی  عصارهطبیعی مانند   یهترکیباتی نوین با پا

جلوگیری در بحث  ،اند گوناگون تشکیل شده اجزاءکه از 

ها بسیار کارآمد خواهد بود.  مقاومت میکروارگانیسماز 

کارگیری ترکیبات ضد میکروبی بهنتایج حاصل از 

برخی نشان داد که  پژوهشاین در ( گیاهی های )عصاره

 .Eاکتری بدر کنترل های مورد بررسی  عصاره

amylovora  بر طبق مطالعات قبلی انجام . باشند میموثر

با بررسی اثر ( Saneinasab et al. 2015) شده در ایران

مشخص  آتشک عامل باکتری علیه عصاره اتانولی دوازده

که بیشترین خاصیت بازدارندگی مربوط به عصاره  شد

و کمترین اثر مربوط به عصاره  (Allium sativum) سیر

 Matricaria) و بابونه( Achillea millefolium) مادرانبو

chamomilla )ست آمده در این دهکه با نتایج ب باشد می

 نتایج. (Saneinasab et al. 2015)پژوهش مطابقت دارد 

 د که عصاره گیاهان مورد بررسیده این تحقیق نشان می

تواند  می( Lamiaceaeنعناعیان ) خصوصا گیاهان خانواده

 تترکیباطبیعی جهت جایگزینی  موادنوان به ع

برداری قرار  مورد بهره مسی( ت)ترکیبا رایج شیمیایی

 ای در گیاهان وجود ترکیبات فیتوشیمیایی عمده .گیرند

که خواص ضد میکروبی گیاهان را به آن نسبت  دارد

ها،  ها )کینون فنل ها و پلی دهند که شامل فنل می

ترپنوئیدها، ها،  کوفرولتوها...(،  فلاونوئیدها، تانن

باشند  ها می ها و پروتئین ها، آلکالوئیدها و لکتین اسانس

(Dholwani et al. 2008.) نشان علمی هایپژوهش سایر 

رگ بادرنجبویه محتوی ترکیبات که ب است داده

فنولیک شامل رزماریک اسید و اسید کافیئک،  پلی

رسترین و د کوئآلدئید مونوترپنوئید، فلاونوییدهایی مانن

ی مهم ترکیبات اسانسها و  ها، تانن لوتئولین، ترترپین

 .Chung et al) باشد می اکُسید و کاریوفیلنمانند سیترال 

مانند دیگر  . گیاه بادرنجبویه به واسطه مواد فوق،(2010

 ها( )فنل یان از خواص ضد میکروبیگیاهان خانواده نعناع

در مقایسه با مناسبی  ها( )توکوفرول و آنتی اکسیدانی

 .بود برخوردار مورد بررسی در این پژوهش دیگر گیاهان

پذیر  ها در شرایط خاص امکان عصاره کارگیریبهچه اگر 

در شرایط  بادرنجبویهی مانند یها اما کاربرد عصارهاست 

تحقیقات مستلزم )باغات(  دار درختان میوه دانه طبیعی

رامون اثر پی تر دقیقهای  رسیبرباشد.  میتری  گسترده

عدم  ویه و ترکیبات مسی ازافزایی عصاره بادرنجب هم

هر چند  ،ترکیبات فوق حکایت داشت افزایی تاثیر هم

درمورد اثر  ،بیشتر مطالعات صورت گرفته در این زمینه

های گیاهی  ها و عصاره ها با اسانس بیوتیک افزایی آنتی هم

 .Langeveld et alعلیه بیمارگرهای مختلف بوده است )

ت گذشته اثرات هم در تحقیقا به عنوان نمونه(. 2014

و  اسانس دارچین با 16پیپراسیلین بیوتیک آنتیافزایی 

ضد بر اسانس گیاه مرزه،  بایکل لرامفنکُبیوتیک  آنتی

 Bassoléاند ) قرار گرفته سنجشمورد  E. coliباکتری 

and Juliani 2012،) ها و  اما اثرات هم افزایی بین عصاره

و بیشتر بحث  یبات مسی کمتر مورد توجه بوده استترک

 .ها با سموم مطرح بوده است ها و اسانس مقایسه عصاره

حمله در بحث تغییرات آنزیمی در گیاه میزبان بعد از 

ی در گیاه میزبان رخ های عوامل بیمارگر سلسله واکنش

ها  محرکتوانند در اثر سایر  دهد که این تغییرات می می

در  ای ماده ،مواد محرک مقاومت پیرامون .ودنیز ایجاد ش

ب افزایش فعالیت عصاره انگور یافت شد که موج

 همچنین .(Goupil et al. 2012) دش گلوکونازها می

و همکاران نشان دادند که استفاده از برخی مواد  هِرمان

باعث افزایش بیان مقاومت در گیاه میزبان کننده القا

زایی  یماریمرتبط با ب های ینروتئپتولید کننده های  ژن

(Pathogenesis-related protein )شود و در نهایت  می

 کند مقاومت به عوامل بیماریزا افزایش پیدا می

(Herman et al. 2008) . دیگر محققین نشان دادند که

در درختان سیب ( BTH) یادیازولبنزوت کاربرد ماده

ی سطح مقاومت درختان را نسبت به بیمارتواند  می

های پراکسیداز و  با نرخ ثابت با فعال کردن آنزیم آتشک

همچنین  .(Brisset et al. 2000)گلوکاناز افزایش دهد 

-Acibenzolar-Sکاربرد ترکیب  که مشخص گردید

methyl  سبب ایجاد یک مقاومت عمومی به طیف

های قارچی، باکتریایی و ویروسی  وسیعی از پاتوژن

مورد کاربرد . در (Brisset et al. 2000) گردد می

 که شدگذشته مشخص  تحقیقاتدر های گیاهی  عصاره

تنهایی و همراه با  گیاه پاپیتال به یآب  کاربرد عصاره

های دیگر در کنترل بیماری آتشک بسیار موثر  عصاره

 یگرید پژوهش در .(Mosch et al. 1993) باشد می

موجب  یتالپاپ یاهگ  عصاره کارگیریبه گردید مشخص

و  گردد یم E. amylovora باکتریمقاومت در برابر  یجادا

                                                                                  
16.  Piperacillin 



 45 1397پاییز و زمستان ، 2، شمارۀ 7های گیاهی، دورۀ  کنترل بیولوژیک آفات و بیماری 

 

 

ها  فنول یپل یداسیوناکس یتاز فعال یقابل توجه یشافزا

را نسبت به تیمار  M26 نهال درخت سیب رقمدر برگ 

 ین،بنابرا(. Baysal et al. 2002) گردد آب موجب می

تواند  یم های گیاهی عصاره یعمل متفاوت برا یسممکان

 بیماری وقوعقبل از  یاهانگیرد. رار گمورد توجه ق

به زمان  یاز، نالقایی مقاومتفعال شدن  جهت ،آتشک

روز در  هفتتا  یک ینفاصله ب یندارند. در اغلب موارد، ا

که در این زمینه انجام پژوهشی . در شود مینظر گرفته 

 .E باکتری روش حفاظت در مقابل ینبهترگرفت 

amylovora ترکیب کهبود  یهنگام Acibenzolar-S-

methyl 48 استفاده شد یحقبل از تلق ساعت (Baysal 

and Zeller 2005کارگیری عصاره گیاه ه(. از این رو ب

ساعت( دارای اثرات  48بادرنجبویه در مدت زمان فوق )

های کمتر و  در زمانعصاره مطلوبی بود که بررسی اثرات 

آینده تواند زمینه ساز تحقیقات  ساعت می 48بیشتر از 

استفاده گردید همچنین در این پژوهش مشخص  باشد.

 کننده تحریکاز عصاره بادرنجبویه در نقش یک ترکیب 

ساعت  24، در مدت زمان گلابی میزباندر  مقاومت

تواند سبب افزایش آنزیم گایاکول پراکسیداز نسبت  می

رو به آنزیم به شاهد شود اما با گذشت زمان میزان تولید 

 گیاهی های عصاره اینکه به توجه رد. باگذا کاهش می

هر یک از این ترکیبات  هستندمتنوع  یباتترک یحاو

ممکن است به صورت جداگانه از خواص ضد میکروبی و 

های  ه پژوهشبالقایی متفاوتی برخوردار باشد، لذا نیاز 

بر روی اجزای تشکیل   بیشتر جهت شناسایی و آزمایش

توان  در انتها میشد. با می یهوبدهنده عصاره بادرنج

مقاومت  یاستفاده از موادی که توانایی القا نتیجه گرفت

ها  یک امر مهم در کنترل بیماری ،اشندرا داشته ب

خود  ترکیباتحال اگر این گروه از  .شود محسوب می

توانند در کنترل  می ،داشته باشند میکروبیخاصیت ضد 

م است در لازهمچنین . شوندبسیار مفید واقع  ها بیماری

ترکیبات مورد کنترل بیماری آتشک با استفاده از 

صورت پذیرد و  یتحقیقات بیشتر ،استحصالی گیاهان

قرار  ای و مزرعه های محیطی مورد پژوهشآنها اثرات 

  گیرد.
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