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 چکیده

 اقلاب یها یماریب از ییک یآلترناریای یبرگ لکه یماریب .است یزراع اهانیگ در یا دانه یها لگوم نیتر از مهم ییک (Vicia faba)باقلا 
حاضر از مزارع باقلا آلوده به بیماری  پژوهش. در استو عامل خسارت و کاهش عملکرد در این گیاه  مازندران و گلستان استان در

و مولکولی  یشناس ختیرخصوصیات  بر اساس آمده دست به یۀجدا. انجام شد یبردار نمونهگلستان و مازندران  یها استاندر 
Alternaria alternata ارزیابی مقاومت نسبی نه رقم باقلا نسبت به این بیماری در شرایط گلخانه، سطح زیر  منظور به. شد ییشناسا

مرتبط با مقاومت در رقم حساس و مقاوم  یها میآنز. همچنین تغییرات برخی از شدی ریگ اندازه( AUDPCمنحنی پیشرفت بیماری )
درصد در نرخ حساسیت به  5در سطح  یدار یمعناختلاف  ندشان داد. نتایج نندشد یبررسمختلف پس از آلودگی  یها زماندر 

و ارقام زرشکی و  نیتر حساس AUDPCوجود دارد. رقم اوتونو با بیشترین مقدار  A. alternataبیماری در ارقام مختلف در مقابل 
 دار یمعناختلاف  ۀدهند نشان دانیاکس یآنت یها میآنزفعالیت  یها دادهارقام بودند. همچنین نتایج  نیتر مقاومزینامورا با کمترین مقدار، 

. افزایش در هستندو کاتالاز پس از وقوع بیماری  در سطح یک درصد در فعالیت هر سه آنزیم پراکسیداز، آسکوربات پراکسیداز
شتر بود که نقش این در تعامل ناسازگار )رقم مقاوم زرشکی( در مقایسه با تعامل سازگار )رقم حساس اوتونو( بی ها میآنزمقادیر 

 ندنتایج نشان داد یطورکل به. دهد یمدفاعی گیاه باقلا در تعامل با بیمارگر و بروز مقاومت را نشان  یها واکنش یساز فعالدر  ها میآنز
ت به از پتانسیل بالایی برای اصلاح ژنتیک در مقاوم یدانیاکس یآنت یها میآنزو بیان بالای  AUDPCکه رقم زرشکی با مقدار کم 

 .استآلترناریایی برخوردار  یبرگ لکهبیماری 
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ABSTRACT 
Faba Bean (Vicia faba) is an important legume among cultivated plants and the Alternaria leaf spot is a serious 
disease that causes broad damages and yield loss in Golestan and Mazandaran provinces. In the current research, 
sampling was carried out from Mazandaran and Golestan provinces. Morphological and molecular surveys of the 
obtained isolates showed that they belonged to A. alternata species. To evaluate the resistance of nine Faba Bean 
cultivars against the Alternaria leaf spot, area under disease progress curve (AUDPC) was calculated in the 
greenhouse condition. Also, the variation of some resistance related enzymes between resistant and susceptible 
lines was tested at different time intervals after inoculation. Statistical analysis showed a significant difference 
between cultivars (P≤ 0.05). The Otono cultivar with the highest AUDPC and Zereshki cultivar with the least 
AUDPC were suggested as susceptible and resistant cultivars, respectively. The ANOVA of antioxidant enzymes 
showed positive effects on CAT, APX, and GPX levels after inoculation (P≤ 0.01). Increasing the concentration of 
enzymes in incompatible interaction (Zereshki resistant cultivar) was greater than that of compatible interaction 
(Otono susceptible cultivar), indicates the role of these enzymes in activating plant defense responses in Faba Bean 
to interact with the pathogen and induce resistance. In general, the results showed that Zereshki cultivar with a low 
level of AUDPC and high expression of antioxidant enzymes has high potential to be used in breeding programs 
for resistance to Alternaria leaf spot. 
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 مقدمه

 نیتر از مهم ییک عنوان به (.Vicia faba L)باقلا 

 بیش در یزراع اهانیگ نیتر یمیقد و یا دانه یها لگوم

 رماآ بر اساس .شود یم کشت جهان کشور 50 از

 تولید با چین رکشو، جهانی یورزکشا خواروبار نمازسا

 استاول  ممقادر  2012 لسادر  باقلا تن نمیلیو 1/4

(Anonymous, 2013.) انیردر ا باقلا کشت یرز سطح 

 یباقلا دعملکرو  رهکتا 20000 متوسط ودحددر 

 یرز سطح ةعمد. است رهکتادر  تندو  ودحد خشک

و  نگلستان،لرستا ن،ستازخو یها استاندر  باقلا کشت

 یبرگ لکه(. Khosravi, 2016) است رانندزما

) Alternaria alternata (.Fr)آلترناریایی با عامل 

)lKeiss  که شود یم محسوب باقلا شایع یها یماریباز 

 باعث فتوسنتز، نمودن محدود و برگ به خسارت با

 Mahmoud) شود یمسطح  واحد در باقلا دیتول کاهش

et al., 2012).  یها بخشبیمارگر با ایجاد بیماری در 

 12-10هوایی گیاه باقلا، در بقایای گیاهی به مدت 

ماه دوام داشته و زنده  13ماه و در بذور آلوده تا 

 ۀو این آلودگی خاک و بذور در آلودگی اولی ماند یم

 ۀهوازاد در گسترش ثانوی یها ومیدیکنگیاهان و 

 Dubey & Patel, 2000; Saleemبیماری نقش دارند )

et al., 2012.) ناشی از  درصد کاهش عملکرد

 زدهن یدرصد تخم 25حدود باقلا  برگی یها یماریب

زان خسارت یم ،یماریمساعد ب طیر شراو د است شده

 (.Aghajani, 2009) رسد یمهم  درصد 50به 

( AUDPC) 1سطح زیر منحنی پیشرفت بیماری

پیشرفت بیماری به  یها داده خلاصه کردنروشی برای 

روش بسیار مفید در  عنوان بهو  استیک عدد 

رفته  کار بهمربوط به مدیریت بیماری  یها نیتخم

 Mahmoud(. محمود و همکاران )Jeger, 2004) است

et al., 2012شدت بیماری لکه شکلاتی  ۀ( با محاسب

در سه رقم  Sardina Botrytis fabaباقلا با عامل 

Giza429 ،Giza40  وGiza461  مقاومت ارقام

را در مقابل بیماری ارزیابی کردند و به  یموردبررس

رقم حساس، با  عنوان بهترتیب سه رقم مذکور را 

کومی  آلحساسیت متوسط و مقاوم معرفی کردند. 

                                                                               
1 Area under disease progress curve (AUDPC) 

(El-Komy, 2014 برای تعیین شدت بیماری لکه ،)

مقدار  Giza40و  Nubariaلا در دو رقم شکلاتی باق

AUDPC  ساعت  120و  72، 48را در فواصل زمانی

رقم  عنوان بهرا  Nubariaپس از آلودگی محاسبه و رقم 

رقم حساس معرفی  عنوان بهرا  Giza40مقاوم و رقم 

(، Moghasem et al., 2014کرد. مقسم و همکاران )

 یها یماریببر ژنوتیپ باقلا در برا 13 یا مزرعهواکنش 

و  یزدگ برقآلترناریایی،  یبرگ لکهلکه شکلاتی، 

میزان وقوع و  یریگ اندازهسوختگی استمفیلیومی را با 

 زمانی ظهور علایم تا برداشت ۀشدت بیماری در فاصل

 یها شاخصاز  گران پژوهش. این کردندبررسی  را

AUDPC  2و
SAUDPC  سطح زیر منحنی پیشرفت(

ارقام استفاده کردند و  ۀای مقایسزمانی استاندارد( بر

ژنوتیپ  نیتر مقاومژنوتیپ برکت  ها آنبر اساس نتایج 

 یمعرفآلترناریایی  یبرگ لکهدر برابر لکه شکلاتی و 

زنده و غیرزنده منجر به تغییرات  یها تنش. شد

 ,.Amini et al) شوند یمبیوشیمیایی در گیاهان 

2014; Darvishzadeh et al., 2018از  (. یکی

بیمارگرها استفاده  ۀدفاعی گیاه در برابر حمل یها پاسخ

 یها کالیراد( و ROS) 3اکسیژن فعال یها گونهاز 

کاتالیزور برای  عنوان بهپراکسیداز  ۀلیوس به آزادشده

سیگنال در  عنوان بهتغییر در دیواره سلولی و همچنین 

 ,Allen & Fluhrمرگ سلولی است ) یها واکنش

1997; Passardi et al., 2005 لوبینا و موروگان .)

(Lubaina & Murugan, 2012 افزایش )دار یمعن 

( GPX) 4گایاکول پراکسیداز یها میآنزمیزان فعالیت 

 .Alternaria sessami (Eرا در گیاه کنجد آلوده به 

Kawan) Mohanty & Behera  گزارش کردند. محمود

( در بررسی Mahmoud et al., 2012و همکاران )

 Gizaدر دو رقم باقلا شامل  GPXمیزان فعالیت آنزیم 

رقم حساس و مقاوم به  عنوان به Giza 461و  429

Botrytis fabae  نشان دادند مقدار فعالیت آنزیم پس

داشته که  یدار یمعناز آلودگی در هر دو رقم افزایش 

بوده در رقم مقاوم بیش از رقم حساس  ها آنمیزان 

در نه  یدانیاکس یآنتات تغییر پژوهشی. طی است

                                                                               
2 Standard area under disease progress curve (SAUDPC) 

3 Reactive oxygen species (ROS) 
4 Guaiacol peroxidase (GPX) 

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Juan_Rodr%C3%ADguez_Sardi%C3%B1a&action=edit&redlink=1
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ژنوتیپ کتان با شدت حساسیت مختلف به سفیدک 

. در شدپودری )بسیار حساس تا بسیار مقاوم( ارزیابی 

نسبت  GPXمقاوم فعالیت بالایی از آنزیم  یها پیژنوت

که بیانگر  شد مشاهدهحساس  یها پیژنوتبه 

 بوده استهمبستگی بین این آنزیم با شدت آلودگی 

(Mishra et al., 1995.) ( آنجانا و همکارانAnjana et 

al., 2008 افزایش فعالیت آنزیم )GPX  در دو رقم

مقاوم و حساس گیاه آفتابگردان در واکنش به قارچ 

.(Hansf.) Tub. & Nish Alternaria helianthi  را

و  2 یها زمانگزارش کردند که بیشترین میزان آن در 

آسکوربات  .بوده استساعت پس از آلودگی  12

در  H2O2 ییزدا تیسممسئول  (APX) 5پراکسیداز

 ,Ghaudiere & Ferrari-Iliouسبز بوده ) یها برگ

1999; Foyer & Harbinson, 1994 آنزیم  عنوان به( و

-Elکومی ) آل .استکلیدی در گیاهان  دانیاکس یآنت

Komy, 2014 یها میآنز ریتأث( در بررسی 

 B. fabaeنسبت به ضداکسیداتیو در مقاومت باقلا 

 طور بهپس از آلودگی  APXنشان دادند فعالیت آنزیم 

. جی و داشته استدر رقم مقاوم افزایش  یدار یمعن

را در  APX( مقادیر بالای Ge et al., 2014همکاران )

 Colletotrichum lagenariumگیاه هندوانه آلوده به 

(Pass.) Ellis & Halst.  گزارش کردند که مقدار آن

در ارقام مقاوم بیشتر است. نتایج  یتوجه قابل طور هب

 ,.Nikraftar et alو همکاران ) رفتار کینپژوهش 

را در گیاه  APX( سطوح بالای فعالیت 2013

 Rhizoctonia solani Kuhnآلوده به  یفرنگ گوجه

مقادیر آن در گیاهان با  که یطور به، ندنشان داد

ت. نتایج مقاومت بالا بیش از گیاهان حساس اس

همبستگی افزایش  دهنده نشان شده انجام های پژوهش

APX  با مقاومت هندوانه آلوده بهFusarium 

(Leach & Currence)  melonisf. sp.  oxysporum

W.C. Snyder & H.N. Hansen ( et al.,Hanifei 

 & A. sesami (Lubaina( و گیاه کنجد آلوده به 2013

Murugan, 2012 )ل و همکاران . منداهستند

(Mandal et al., 2008 افزایش )آنزیم  دار یمعنAPX 

 F. oxysporumآلوده به  یفرنگ گوجهرا در گیاه 

                                                                               
5 Ascorbate peroxidase (APX) 

 گزارش کردند.

( همراه با سوپراکسید CAT) 6آنزیم کاتالاز

دفاعی قوی را  سامانۀیک  GPX( و SOD) 7دسموتاز

سوپراکسید و پراکسید  یها کالیرادبرای از بین بردن 

 معمولاً. در زمان تنش دهند یمن تشکیل هیدروژ

و گلوتاتیون  SOD ،APX ،CAT یها میآنزفعالیت 

نتایج (. Mishra et al., 1995) شود یمردوکتاز تحریک 

 B. fabaeروی باقلا آلوده به  شده انجام یها یبررس

(El-Komy, 2014 ،) گیاه کنجد آلوده بهA. sesami 

(Lubaina & Murugan, 2012 و )انه آلوده به هندوF. 

oxysporum f. sp. melonis (Hanifei et al., 2013 )

پس از آلودگی به عوامل  CATافزایش آنزیم 

نتایج . دنده یمنکروتروف را نشان  یزا یماریب

( Debona et al., 2012دیبونا و همکاران ) یها پژوهش

  Cavaraدر گندم آلوده به CATبیانگر افزایش مقدار 

Pyricularia oryzae که مقدار  استCAT 

رقم مقاوم بیشتر از مقادیر آن  یها برگدر  شده انباشته

و  چنگ یها پژوهشدر رقم حساس است. نتایج 

در گیاه  ند( نشان دادCheng et al., 2011همکاران )

میزان فعالیت آنزیم  A. alternataتوتون آلوده به 

CAT و با  داشته استافزایش  یتوجه قابل طور به

از مرگ  ها سلولدر  ROSنعت از انباشتن مما

. جیا و کند یمجلوگیری  (PCD) 8شده یزیر برنامه

( نشان دادند تیمار Jia et al., 2010همکاران )

 .Aمسن گیاه توتون با محصولات متابولیک  یها برگ

alternata  باعث افزایش مفرطH2O2  و کاهش فعالیت

CAT  یع را تسر ها برگشده و فرآیند پیری در

فرآیند پیری ممکن است به دلیل افزایش  .کند یم

در گیاه  CATو کاهش فعالیت آنزیم  H2O2سطح 

 Darvishzadeh etو همکاران ) زاده شیدرو اتفاق افتد.

al., 2018 یها میآنز(، فعالیت CAT ،APX  وGPX  را

 Sclerotiniaدر گیاه آفتابگردان در تعامل با بیمارگر 

de Bary(Lib.)  sclerotiorum  بررسی و افزایش

فعالیت هر سه آنزیم را در رقم مقاوم نسبت به رقم 

 . گزارش کردندحساس 

                                                                               
6 Catalase (CAT) 

7 Superoxide dismutase (SOD) 
8 Programmed cell death (PCD) 
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و  مؤثر یها روشارقام مقاوم، از  از استفاده

است.  آلترناریایی یبرگ لکهعلیه بیماری  صرفه به مقرون

 است ریپذ امکان یصورت در تنها ها یماریب مؤثر کنترل

 کنترل راهبرد در مهم کنر یک عنوان به مقاومت که

 (.Tivoli et al., 2006) ردیقرار گ مدنظر ها یماریب
 یماریب برابر در باقلا ارقام واکنش یارزیاب ۀنیدرزم

 نقاط در یزیاد یها پژوهش ،یآلترناریای یبرگ لکه

 از ییک ،یماریب این. است نشده انجام ایدن مختلف

ز هنو است کهیدن در باقلا تیاهم کم یها یماریب

 از اما گزارش رسمی از آن در کشور وجود ندارد،

 گلستان استان مختلف مناطق در دور نسبتاً یها سال

و موجب خسارت و  است شده مشاهده مازندران و

 ,.Aghajani et al) شود یمکاهش عملکرد در این گیاه 

ارزیابی میزان  منظور بهدر بررسی حاضر  .(2009

 یبرگ لکهر عامل بیماری مقاومت، چند رقم باقلا در براب

ارقام  AUDPCو مقدار  شدهی گر غربالآلترناریایی 

 یها میآنزبعد جهت بررسی  ۀدر مرحل .شدی ریگ اندازه

دخیل در مقاومت، میزان فعالیت چند آنزیم مرتبط با 

در تعدادی از ارقام مقاوم و حساس در  ییزا یماریب

 یج. نتاشد یابیارزمختلف پس از آلودگی  یها زمان

 و پر محصول ارقام به لین یراستا در آمده دست به

 .د گرفتنخواه قرار مدنظر یماریب به مقاوم

 

 ها روشمواد و 

 بیمارگر ییزا یماریبجداسازی، شناسایی و اثبات 

از استان  یبردار نمونهجداسازی بیمارگر  منظور به

 یها برگ. پس از انتقال شد انجامگلستان و مازندران 

به آزمایشگاه، ابتدا ضدعفونی سطحی دارای علائم 

 کشت طیمحدارای علایم به  یها قسمتو  انجام شد

( منتقل و PDA) 9آگار-دکستروز -ینیزم بیس ةعصار

 ینگهدارسلسیوس  ۀدرج 26 انکوباتور در دمایدر 

محیط از  یساز خالص منظور بهز رشد قارچ بعد ا. شدند

لیه . شناسایی اواستفاده شددرصد  2آگار –آبکشت 

مثل رنگ و شکل  یشناس ختیربر اساس خصوصیات 

پرگنه در محیط کشت و خصوصیات میکروسکوپی 

، طول کنیدیوفورها و ها یدیکنقارچ مثل شکل و اندازه 

                                                                               
9 Potato dextrose agar (PDA) 

. انجام شد کنیدیوفور روی ها یدیکن قرار گرفتن ةنحو

یک قطعه از  یزن هیمابه روش  ییزا یماریبآزمون 

، حاوی متر یلیم 9در  9به ابعاد  PDAمحیط کشت 

در  شده کاشته یها اهچهیگبه  A. alternataقارچ 

 (. برایMostafa et al., 2010) انجام شدخاک سترون 

بدون  PDA کشت محیط از قطعه یک شاهد ۀنمون

، یزن هیمااز  پس. دیاستفاده گرد ابعاد همان با قارچ

به زیر پوشش  ها گلدانرطوبت کافی  نیتأم منظور به

 صورت به هرروزرطوب منتقل و آبیاری پلاستیکی م

تا  20در گلخانه با دمای  ها گلدان. انجام شد یپاش مه

. پس از ظهور شدند ینگهدارسلسیوس  ۀدرج 25

 ازنظرآلوده جداسازی و  یها برگاز  مجدداًم، قارچ یعلا

 .شد یبررس یشناس ختیرخصوصیات 

 

 شناسایی مولکولی بیمارگر

-دکستروز مایع در محیط شده خالص یها هیجدا

 سلسیوس ۀدرج 25در دمای کشت و  ینیزم بیس

 ةتودروز پنج تا هفت و بعد از  داده شدروی شیکر قرار 

و تا زمان شسته  سترونمیسلیومی توسط آب مقطر 

. شد ینگهدارسلسیوس  ۀدرج -80استفاده در دمای 

 انجام شد CTABبا استفاده از  DNAاستخراج 

(Moeller et al., 1992 .)رای تعیین غلظت و خلوص ب

دو روش الکتروفورز ژل ، از شده استخراج DNAنسبی 

 منظور به. شد استفادهآگارز و اسپکتروفوتومتری 

 ITS5و  ITS4شناسایی مولکولی از دو آغازگر 

(Hibbett, 2003برای تکثیر ناحی )ۀ ITS1 ،5.8s  و

ITS2 اولیه  یساز واسرشته ۀ. تکثیر با برنامشد  استفاده

یک دقیقه،  به مدتسلسیوس  ۀدرج 94دمای در 

 94در دمای  یساز واسرشتهچرخه شامل  35سپس 

یک دقیقه، اتصال آغازگرها  به مدتسلسیوس  ۀدرج

یک دقیقه،  به مدتسلسیوس  ۀدرج 60در دمای 

یک دقیقه  به مدتسلسیوس  ۀدرج 72بسط در دمای 

 ۀدرج 72بسط نهایی در دمای  ۀیک چرخ تیدرنهاو 

برای ارزیابی . انجام شددقیقه  10 به مدتسلسیوس 

سپس . شد  استفادهدرصد  5/1آگارز ژل محصول، از 

تگاه و با دس یزیآم رنگژل در محلول اتیدیوم بروماید 

Gel-Doc (Kodak Gel Logic )ی شدبردار عکس. 
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به  یابی یتوالبرای  پلیمراز یا رهیزنجمحصول واکنش 

 .فرستاده شد ی(تکاپوزیست )بایونیر کره جنوبشرکت 

 و، بلاست NCBIپایگاه  در آمده دست بهژنوم  توالی

اطلاعاتی موجود در بانک  یها یتوالآن با سایر  تشابه

 .شد نییتع
 

 ارزیابی واکنش ارقام

 منظور بهبرای ارزیابی ارقام باقلا در مقابل بیماری 

 هر رقم ازیموردن، ابتدا بذور سن هم یها اهچهیگایجاد 

 شدهی ضدعفوندرصد  70قه با اتانول به مدت یک دقی

با آب به محلول هیپوکلریت سدیم  وشو شستو پس از 

دقیقه ضدعفونی و  10-15دو درصد منتقل و به مدت 

با آب، بذور هر رقم بر روی  وشو شستپس از سه بار 

 سترون بارمصرف کیکاغذ فیلتر مرطوب در ظروف 

مسان ه یها اهچهیگ، یزن جوانهو پس از  قرار گرفتند

منتقل به داخل گلدان حاوی خاک مناسب 

ساعت  14در اتاقک رشد با تناوب  ها اهچهیگ.شدند

ساعت  10و  سلسیوس ۀدرج 22روشنایی با دمای 

با رطوبت نسبی  سلسیوس ۀدرج 20تاریکی با دمای 

 منظور به. شدند ینگهداردرصد به مدت دو هفته  70

شامل  رقم باقلا 9ارزیابی مقاومت/حساسیت ارقام، 

اوتونو، برکت، توشن، زرشکی، زینامورا، زهره، 

تیمار در کنار  9 عنوان بهسرازیری، شامی و هیستال 

. در مورد هر تیمار از سه ندگرفته شدشاهد در نظر 

 یزن هیما. برای دیاستفاده گردسه تکرار  عنوان بهگلدان 

که در آزمایش  ALT01با کد  A. alternata یۀجدااز 

. این شد  استفادهنتایج مناسبی داشت،  ییزا یماریب

شدت بیماری بر اساس  .تکرار شدآزمایش سه بار 

 روی برگ در فواصل زمانی سه، جادشدهیا ۀلک ةانداز

و  شدی ریگ اندازه یزن هیماروز پس از  14و  10 هفت،

زیر  معادلۀسطح زیر منحنی پیشرفت بیماری از 

(Campbell & Madden, 1990 )محاسبه شد : 
 

AUDPC = ∑i=0
n
 [(yi + yi+1)/2] [ti+1 - ti] 

 

 tiام، iشدت بیماری در ارزیابی  Yi فوقمعادلۀ  در

 یبردار ادداشتیتعداد مراحل  nروز و  برحسبزمان 

واریانس  ۀو تجزی ها لکهمساحت  یریگ اندازه. هستند

 Digimizer یافزارها نرمبه ترتیب به کمک  ها داده

4.3.0 (MedCalc Sofware Ltd)  وSPSS 16.0  انجام

 .شد
 

 سنجش فعالیت آنزیمی

بیوشیمیایی،  یها شاخص یریگ اندازهبرای 

ارقام اوتونو، زرشکی،  ةآلود یها برگاز  یبردار نمونه

برکت، سرازیری و هیستال و گیاهان شاهد متناظر 

 30،  24، 18زمانی صفر، شش ،  یها بازهدر طی  ها آن

و  انجام شدی ساعت پس از ایجاد آلودگ 72و  48، 

و تا زمان  شده ور غوطهبلافاصله در نیتروژن مایع 

ی نگهدارسلسیوس  ۀدرج -70در دمای  یریگ اندازه

گرم از بافت  5/0، یاهیگ ةعصارتهیه  منظور به .شدند

 کاملاًبرگی با استفاده از نیتروژن مایع در هاون چینی 

دو  یها لولهدرآمده و در پودر  صورت بهسرد 

 بافراز  تریل یلیمسپس دو . شدند میتقس یتریل یلیم

 EDTA 10(8 مولار یلیم 5/0مولار حاوی  1/0فسفات 

pH پس از انتقال به  ها هموژن. اضافه شد( به آن

 ۀدرج 4و دمای  g13000آزمایش در  یها لوله

. نددقیقه سانتریفیوژ گردید15سلسیوس به مدت 

و جهت سنجش میزان  جداشدهسپس محلول رویی 

 APXو  GPX ،CAT یها میآنزکل و فعالیت  ینیپروت

ین یمیزان پروت(. Sairam et al., 2002) شداستفاده 

(، Bradford, 1976عصاره برگی به روش برادفورد )

میزان فعالیت آنزیم گایاکول پراکسیداز به روش تانگ 

(، آنزیم کاتالاز به Tong &Newton, 2005و نیوتن )

آسکوربات پراکسیداز ( و آنزیم Aebi, 1984روش ابی )

 ,.Yoshimura et alبه روش یوشیمورا و همکاران )

 یها داده لیوتحل هیتجز. ندشدی ریگ اندازه( 2000

میانگین  ۀو مقایس SPSS افزار نرمحاصل از آزمایش با 

درصد انجام و  5و  1به روش دانکن در سطوح 

 ند.شد میترس Excel افزار نرمبا  نمودارها
 

 نتایج

 یشناس ختیرو شناسایی  ییزا یرمایباثبات 

 بیمارگر

جدایه به روش نوک  یساز خالصپس از جداسازی و 

                                                                               
10 Ethylenediaminetetraacetic acid 
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 زا یماریبآگار، برای اثبات -هیف بر روی محیط آب

بودن جدایه بر اساس اصول کخ از سه رقم باقلا شامل 

، یزن هیما. پس از شد استفادهبرکت، اوتونو و هیستال 

اریایی شامل آلترن یبرگ لکهعلایم اصلی بیماری 

تا سیاه با هاله خاکستری روی  یا قهوهنکروز  یها لکه

 موردنظر( و سپس بیمارگر 1)شکل  شد جادیابرگ 

خصوصیات . شد یجداسازآلوده  یها برگمجدد از 

و محل  ها ومیدیکنهمچون اندازه  یشناس ختیر

در محیط کشت عصاره  ها پرگنهو رنگ  ها آنتشکیل 

 ۀگون. شد( بررسی PCA) 11آگار-هویج -ینیزم بیس

 ۀگونبا توصیف  پژوهشدر این  شده ییشناسا

Alternaria alternata توسط سیمونز  شده ارائه

(Simons, 1967, 2007 )مطابقت داشت . 

 

 

 

 

 

 

 

 
مون ( در آزC( و علایم بیماری )A ،Bباقلا ) یها اهچهیگروی  Alternaria alternataقارچ  ALT01 یۀجدا یزن هیما .1شکل

 کخ ییزا یماریب
Figure 1. Inoculation of Alternaria alternata isolate on Faba Bean seedlings (A, B) and disease 

symptom (C) in Koch’s postulates 
 

 شناسایی مولکولی بیمارگر

و  ITS4ریبوزومی با جفت آغازگرهای  ا ان یدتکثیر 

ITS5  جفت باز  700با طول  یا قطعهمنجر به تولید

با  ITS ۀاز تکثیر ناحی آمده دست به یها یتوالگردید. 

 سهیمقا NCBIموجود در بانک اطلاعاتی  یها یتوال

 Alternariaدرصدی با قارچ  99-100و تشابه  شد

alternata نتایج  ةدکنندییتأکه  داد نشان

. این توالی با کد دسترسی است یشناس ختیر

KP288493  دیثبت گرددر بانک ژن . 
 

 ارزیابی مقاومت ارقام

مربوط به اثر متقابل نه رقم  یها دادهواریانس  ۀتجزی

)اوتونو، برکت، توشن، زرشکی، زهره، زینامورا، 

 A.alternataسرازیری، شامی و هیستال( باقلا با قارچ 

 یۀجداکه تفاوت واکنش ارقام مختلف باقلا و  داد نشان

 دار یمعند درص 5در سطح  ها آنبیمارگر و برهمکنش 

ارقام  ۀنتایج، شدت بیماری در هم بر اساسبود. 

 طور به یریگ اندازه یها زماندر تمام  یموردبررس

شدت بیماری در  که یدرحال. افتی شیافزا یتوجه قابل

ارقام مقاوم، کمتر از ارقام با حساسیت بیشتر بود. 

م در ارقام با یهمچنین، سرعت ایجاد و افزایش علا

 . بوده است، کمتر از ارقام حساس مقاومت بالاتر

که  داد نشان AUDPCمقادیر  نیانگیمۀ مقایس

و رقم اوتونو با  519/328رقم زرشکی با میانگین 

به ترتیب کمترین و بیشترین  644/1429میانگین 

آلترناریایی  یبرگ لکهبیماری  AUDPCتغییرات  ۀدامن

مشاهدات مربوط به  بر اساس(. 2را داشتند )شکل 

فت بیماری در گلخانه، ارقام زرشکی و زینامورا پیشر

رقم  نیتر حساسو در مقابل، رقم اوتونو  نیتر مقاوم

کمترین  جهیدرنت. بوده استنسبت به این بیماری 

در ارقام زرشکی و زینامورا و بیشترین  AUDPCمقدار 

 مقدار آن در رقم اوتونو مورد انتظار است. 
 

 دانیاکس یآنت یها میآنزبررسی فعالیت 

 (GPXآنزیم پراکسیداز )

حاکی  GPXآنزیم نتایج تجزیه واریانس میزان فعالیت 

درصد در هر پنج  1در سطح  دار یمعناز وجود تفاوت 

 A. alternataپس از آلودگی با قارچ  مورداستفادهرقم 
 . مقادیر این آنزیم در هر پنج رقم پس از آلودگی ندبود

 
1 Potato carrot agar (PCA) 

A B C 
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با شاهد  یدار یمعنروند افزایشی داشته و اختلاف 

م . بیشترین مقدار فعالیت آنزیم در رقنشان داده است

 شده ثبتساعت پس از آلودگی  24زرشکی و در زمان 

در سطح یک درصد با  یدار یمعنکه اختلاف  است

نتایج آنالیز آماری مقدار این آنزیم در رقم اوتونو دارد. 

در سطح یک درصد بین  دار یمعنتفاوت  ندداد نشان

زمانی مختلف پس از آلودگی در هر پنج رقم  یها بازه

 GPXگوی میزان فعالیت آنزیم بررسی ال وجود دارد.

نشانگر آغاز فعالیت این آنزیم در ارقام مختلف در زمان 

آن افزایش مقدار  به دنبالساعت پس از آلودگی و  6

 24در  تیدرنهاو  استساعت پس از آلودگی  18در 

ساعت پس از آلودگی به بیشترین میزان فعالیت خود 

گی ساعت پس از آلود 72تا  30و سپس  است دهیرس

(. بین ارقام مقاوم 3)شکل  داشته استروند کاهشی 

میزان فعالیت این آنزیم در  ازنظرزرشکی و برکت 

زمانی پس از آلودگی تفاوت  یها بازهاز  کدام چیه

 .مشاهده نشده است یدار یمعن

 
 

 

  
 

 Alternaria alternataبا  یزن هیماارقام مختلف باقلا پس از  AUDPCمیانگین  ۀمقایس .2شکل 
Figure 2. AUDPC mean comparison between Faba Bean cultivars after inoculation by Alternaria 

alternata 
 

   
 

با  یزن هیماقام مختلف پس از میکرومول بر گرم بافت تازه در ار برحسب (GPX)میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز  .3شکل 

Alternaria alternata است شده  دادهنشان  ها ستون. خطای استاندارد روی. 
Figure 3. Peroxidase enzyme (GPX) activity (µmol/g FW

11
) in different cultivars after inoculation by 

Alternaria alternata. Error bars are shown on the columns. 

                                                                                                                                                                          
11 Fresh weight (FW) 
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 آنزیم آسکوربات پراکسیداز

 ندداد نشانواریانس میزان فعالیت آنزیم  ۀتجزینتایج 

درصد در هر پنج رقم  1در سطح  دار یمعن تفاوتکه 

پس از اعمال . وجود داشت APXاز نظر فعالیت آنزیم 

روند افزایشی از فعالیت آنزیم آلودگی، هر پنج رقم 

APX  بیشترین میزان فعالیت آنزیم در دادند نشانرا .

ساعت پس از آلودگی بود که دارای  30رقم زرشکی 

در سطح یک درصد با کمترین میزان  دار یمعناختلاف 

بررسی الگوی میزان . استآنزیم آن در رقم اوتونو 

که میزان فعالیت این  داد نشان APXفعالیت آنزیم 

دگی با ساعت پس از آلو 6آنزیم در ارقام مختلف در 

 تیدرنهاو  آغاز شددرصد  1در سطح  دار یمعنتفاوت 

ساعت پس از آلودگی به بیشترین میزان  30در 

 دهیرسفعالیت خود در ارقام مقاوم زرشکی و برکت 

ساعت روند کاهشی را  72تا زمان  ازآن پسو  است

 (. 4)شکل  داده استنشان 

 

 

با  یزن هیمابر گرم بافت تازه در ارقام مختلف پس از  کرومولیم برحسب (APX) دازیپراکس آسکوربات تیفعال زانیم .4 شکل

Alternaria alternata . است شده دادهنشان  ها ستونخطای استاندارد روی. 
Figure 4. Ascorbate Peroxidase enzyme (APX) activity (µmol/g FW) in different cultivars after 

inoculation by Alternaria alternata. Error bars are shown on the columns. 

 

 آنزیم کاتالاز

 نشان CATواریانس میزان فعالیت آنزیم  ۀنتایج تجزی

 1تولید این آنزیم در سطح  ازنظرارقام مختلف  دادند

تفاوت دارند. همچنین  دار یمعندرصد اختلاف 

زمانی مختلف  یها بازهدرصد بین  1در سطح  دار یمعن

 .شده استآلودگی در هر پنج مشاهده پس از 

بیشترین مقدار فعالیت این آنزیم در رقم زرشکی و در 

که اختلاف  استساعت پس از آلودگی  30زمان 

در سطح یک درصد را با مقدار این آنزیم در  دار یمعن

روند افزایشی در  یطورکل به. دهد یمرقم اوتونو نشان 

گیاه با بیمارگر  میزان فعالیت این آنزیم پس از آلودگی

. این افزایش در ارقام مختلف شش شود یممشاهده 

 30در  تیدرنهاو  آغازشدهساعت پس از آلودگی 

ساعت پس از آلودگی به حداکثر میزان خود رسیده و 

ساعت پس از آلودگی روند کاهشی  72تا  ازآن پس

 (. 5)شکل  دهد یمنشان 
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 Alternariaبا  یزن هیمابر گرم بافت تازه در ارقام مختلف پس از  کرومولیم برحسب (CAT) کاتالاز تیفعال زانیم .5 شکل

alternata . است شده دادهنشان  ها ستونخطای استاندارد روی. 

Figure 5. Catalase enzyme (CAT) activity (µmol/g FW) in different cultivars after inoculation by 

Alternaria alternata. Error bars are shown on the columns. 

 

 بحث و نتیجه گیری

در رابطه با  پژوهشدر این  آمده دست بهنتایج 

 نشانباقلا  یبرگ لکهقارچ عامل بیماری  ۀگونشناسایی 

. در است A. alternata یموردبررس یۀجداکه  دادند

با توصیفات  یشناس ختیر یها یژگیواولیه  یها یبررس

در توصیفات سیمونز  A. alternata ۀگونمربوط به 

(Simons, 1967, 2007 )نتایج مطابقت داشت .

 های پژوهشژنومی نیز  ITS ۀناحی یابی یتوال

 یۀجدا. همچنین ندنمود دییتأرا  یشناس ختیر

. داشته استروی باقلا را  ییزا یماریبتوانایی  موردنظر

(، گورها و Mansour, 1980این نتایج با نتایج منصور )

(، فیلیپویکس Gurha et al., 1981ان )همکار

(Filipowicz, 1984 جین هیوک و چانگ سیوک ،)

(JinHyeuk & ChangSeuk, 2002 و محمود و )

و  ندمطابقت داشت( Mahmoud et al., 2012همکاران )

 ۀگوناین  ییزا یماریباولین گزارش از جداسازی و 

که  ندداد نشاننتایج  .استقارچی از باقلا در کشور 

، AUDPCرقم زرشکی و زینامورا با کمترین مقدار 

ارقام نسبت به بیماری و رقم اوتونو با  نیتر مقاوم

، بیشترین نرخ حساسیت را AUDPCمقدار  نیشتریب

حاضر  پژوهش. نتایج باشند یمدرصد دارا  5در سطح 

( Moghasem et al., 2014با نتایج مقسم و همکاران )

رقام زرشکی و زینامورا بودن ا تر مقاوم. هستندهمسو 

که کاشت این ارقام با  دهد یمنسبت به بیماری نشان 

اقدامی مناسب باشد،  تواند یمهدف کنترل بیماری 

زراعی در انتخاب  یها یژگیوالبته نیاز است تا مجموع 

، پژوهشبر اساس نتایج این  .گرفته شودرقم در نظر 

در  CATو GPX ، APXمقدار فعالیت هر سه آنزیم 

عامل ناسازگار )رقم مقاوم زرشکی( در مقایسه با ت

که  بوده استتعامل سازگار )رقم حساس اوتونو( بیشتر 

واکنش  یساز فعالدر  ها میآنزدخالت این  ةدهند نشان

دفاعی گیاه باقلا در تعامل با بیمارگر آلترناریا و بروز 

که مقادیر  مشخص شد. همچنین استمقاومت 

در مقابل  یموردبررسدر ارقام  فعالیت آنزیم پراکسیداز

بیماری بیش از دو آنزیم کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز 

بوده و فعالیت آنزیم کاتالاز نیز کمتر از دو آنزیم دیگر 

نقش اصلی آنزیم پراکسیداز  ةدهند نشانکه  بوده است

در کاهش خسارت اکسیداتیو ناشی از بیماری در باقلا 

در  زودهنگامپاسخ اولیه و  عنوان به GPXفعالیت . است

افزایش  که یطور به، استبیمارگر -تعامل بین گیاه

گیاهان در هنگام  H2O2فعالیت این آنزیم با مقدار 

در سیتوزول  GPXتنش رابطه مستقیمی دارد. آنزیم 

کوفاکتور  عنوان بهفعالیت داشته و از گلوتاتیون 

 (. این آنزیمDixon et al., 1998) کند یماستفاده 

H2O2  افزایش فعالیت کند یمرا تجزیه و به آب تبدیل .

دفاعی در  سازوکارهایسایر  به همراهاین آنزیم 

سیتوزول به حفظ پایداری در این بخش کمک شایانی 

 (. Esfandiari et al., 2009) دینما یم

Hours after inoculation 
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بر اساس نتایج این پژوهش میزان فعالیت آنزیم 

GPX سط و رقم در ارقام مقاوم، دارای حساسیت متو

افزایش  A. alternataپس از آلودگی با قارچ حساس 

درصد تفاوت  1و ارقام مختلف در سطح  داشته است

بیشینه فعالیت این آنزیم در رقم  .داشتند دار یمعن

مقاوم زرشکی و کمترین آن در رقم حساس اوتونو 

همبستگی  ازنظر. نتایج بررسی حاضر بوده است

یداز در گیاه در واکنش به افزایش فعالیت آنزیم پراکس

ایجاد بیماری و افزایش مقادیر آن در ارقام با مقاومت 

با نتایج یانگ و  تر حساسبالاتر نسبت به ارقام 

 & Heهی و وولین ) ،(Yong et al., 1995همکاران )

Wolyn, 2005)، ( آنجانا و همکارانAnjana et al., 

(، Mahmoud et al., 2012(، محمود و همکاران )2008

( و لوبینا و Hanifei et al., 2013حنیفی و همکاران )

مطابقت ( Lubaina & Murugan, 2012موروگان )

نقش بسیار  (APX)آنزیم آسکوربات پراکسیداز . نددار

فعال برای  ،یده گنالیسواسطه  عنوان بهمهمی را 

بیان ژن برای ایجاد  ازجمله دست نییپااتفاقات  کردن

 ,.Bowler et al) دینما یمی مقاومت به تنش باز

در  H2O2برنده  نیاز بکاتالاز  یها میآنز .(1992

 ۀآنزیم اصلی چرخ APX که یدرحالمیتوکندری بوده 

 سرکوب کردنکه در  استگلوتاتیون -آسکوربات

در کلروپلاست، سیتوزول، پراکسی زوم و  H2O2تجمع 

 Shigeoka etدارد ) آپوپلاست و محافظت سلولی نقش

al., 2002).  در بررسی حاضر مقدار آنزیمAPX  در هر

 A. alternataپس از آلودگی با  یموردبررسپنج رقم 

که مقادیر آن در ارقام با مقاومت  است افتهی شیافزا

نتایج حاصل از این  .استبالا بیش از رقم حساس 

 ,.Mandal et alبررسی با نتایج مندال و همکاران )

(، Hanifei et al., 2013حنیفی و همکاران )(، 2008

 آل(، Lubaina & Murugan, 2012لوبینا و موروگان )

 Ge et( و جی و همکاران )El-Komy, 2014کومی )

al., 2014 در ارتباط با افزایش فعالیت آنزیم )

آسکوربات پراکسیداز در گیاهان پس از آلودگی با 

نکروتروف و ارتباط مقدار فعالیت  یزا یماریبعوامل 

م در کاهش خسارت اکسیداتیو ناشی از این آنزی

 سامانۀکاتالاز یکی از اجزای  .ندهمخوانی داربیماری 

از فعالیت  دشدهیتول H2O2است که  یدانیاکس یآنت

 ;Foyer et al., 1994) کند یمرا تجزیه  SODآنزیم 

Pan et al., 2006; Zhu et al., 2009; Gill & Tuteia, 

میزان فعالیت  ازنظری (. نتایج حاصل از این بررس2010

حاکی از افزایش مقادیر این آنزیم پس از  CATآنزیم 

 یموردبررسدر هر پنج رقم  A. alternataآلودگی به 

که افزایش آن در ارقام مقاوم تفاوت مثبت  است

با رقم حساس دارد. مقدار فعالیت این آنزیم  یدار یمعن

ف با اختلا شده یریگ اندازهزمانی  یها بازهدر تمام 

 GPXدرصد کمتر از دو آنزیم  1در سطح  دار یمعن

. نتایج پژوهش حاضر در ارتباط با است بوده APXو

افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز در گیاه در واکنش به 

کاهش  منظور بهنکروتروف  یزا یماریبآلودگی به عامل 

خسارت اکسیداتیو و همبستگی افزایش فعالیت این 

 Jia etنتایج جیا و همکاران ) در ارقام مقاوم با میآنز

al., 2010( چنگ و همکاران ،)Cheng et al., 2011 ،)

(، حنیفی و Debona et al., 2012دبونا و همکاران )

(، لوبینا و موروگان Hanifei et al., 2013همکاران )

(Lubaina & Murugan, 2012 و )کومی ) آلEl-

Komy, 2014 )فعالیت  .ندمطابقت دارGPX  یک

بخشی از  ممکن استنگر شیمیایی است که نشا

مقاومت به  ینیب شیپبرای  تواند یممقاومت باشد ولی 

 ,.Shimoni et al) گرفته شودبیماری نیز به کار 

افزایش فعالیت  ،(. لذا بر اساس نتایج این بررسی1991

در گیاهان مقاوم و حساس، در کل یک  GPXآنزیم 

سبب تحریک  که بوده شده اعمالنوع پاسخ به تنش 

. افزایش گردد یم H2O2 ةکنند پراکسیدازهای جاروب

 توان ینمرا  پژوهشدر این  GPXفعالیت آنزیم 

. نسبت دادآن  یکنندگ جاروببه فعالیت  طورقطع به

عملکرد این آنزیم  ةلذا برای اطمینان بیشتر از نحو

در سطح پروتئین و شناسایی  ها پژوهشانجام 

تحت  ها آننحوه عملکرد  این آنزیم و یها میزوزیا

 .شود یمتنش، پیشنهاد 

 

 سپاسگزاری

کارشناسی ارشد  نامه انیپاحاضر مستخرج از  لۀمقا

به دانشگاه علوم کشاورزی و  شده ارائهاول،  ةنگارند

 . استمنابع طبیعی ساری 
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