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مقـاوم و توقـف    دو صورت پيشرفت كند بيماري در ارقـام نيمـه  مقاومت به بيماري آتشك در ارقام گلابي به 

، بـه  )ROS(هـاي فعـال اكسـيژن     با توجه به نقش موثر و دوگانه گونه. كند سريع بيماري در ارقام مقاوم بروز مي
O2(ويژه سه گونه سوپراكسيد 

در ايجاد بيماري و دفاع عليه ) -•OH(و هيدروكسيل ) H2O2(، پراكسيدهيدروژن )-•
هاي فعال اكسيژن در رقـم مقـاوم درگـزي، رقـم نيمـه مقـاوم هاروسـوئيت         در اين تحقيق توليد اين گونه آن،

)Harrow Sweet ( و رقم حساس ويليامز)Williams ( در واكنش به حمله باكتريErwinia amylovora  در شرايط
اساس ميزان حساسـيت رقـم در   هاي درون شيشه بر  چه سرعت پيشرفت نكروز در شاخه. شدمقايسه  اي شيشه درون

در هر سه گونه فعال اكسيژن، توسعه بافتي از استوانه مركزي به سرعت به صورت عمودي . اي بود شرايط گلخانه
هاي فعـال   دو شاخص شدت و سرعت توليد گونه. آغاز و به تدريج به صورت افقي در پارانشيم ساقه توسعه يافت

بودند، ولي در رابطه با راديكال سوپراكسيد، ارقام تفاوت قابل توجهي  اكسيژن در پي حمله عامل بيماري منطبق
با توجه به نقش بازدارنده پراكسيد هيـدروژن در برابـر عامـل بيمـاري، در دو رقـم هاروسـوئيت و       . نشان ندادند

رگـزي،  همچنين در رقم مقـاوم د . ويليامز، الگوي توليد و گسترش آن توجيه كننده ميزان مقاومت در ارقام بود
بر اساس الگـوي مشـاهده   . زني مشاهده شد ساعت پس از مايه 96ترين تاخير در توليد پراكسيد هيدروژن تا  بيش

هاي متفـاوتي بـراي مقابلـه بـا      رسد ارقام مختلف گلابي از مكانيسم هاي فعال اكسيژن، به نظر مي شده توليد گونه
  .كنند عامل بيماري آتشك استفاده مي

  
  .نكروز، هيدروكسيل، پراكسيد هيدروژن، سوپراكسيد، Erwinia amylovoraارقام گلابي، : هاي كليدي واژه
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  مقدمه

ــك   ــاري آتش ــل  ) Fire blight(بيم ــا عام ب
ــائي   Erwinia amylovora (Burill) باكتريـ

Winslow et al. 1920ــرين بيمــاري  ، مهــم ت
ــه  ــوه دانـ ــان ميـ ــه درختـ ــان   دار، بـ ــژه درختـ   ويـ

  گلابـــــــي و بـــــــه در كشـــــــور اســـــــت    
)Maroofi and Mostafavi, 1996 .( ايـــن

در برغـان   1368بيماري براي اولين بـار در سـال   
  نبـــــي  كــــرج توســـــط ذاكــــري و شـــــريف  

)Zakeri and Sharifnabi, 1991 (  مشـاهده و
هـــاي  گـــزارش شـــد و بـــه تـــدريج در بخـــش 

 و هاي قزوين استان از جمله اي از كشور گسترده
گـزارش شـد    1373 آذربايجـان غربـي در سـال   

)Mazarei et al., 1994 ( ــدريج ــه ت ــن و ب اي
 نظيـر خراسـان رضـوي    ،ها بيماري در ساير استان

)Zohur and Rahmani Moghadam, 2004(،   گـيلان
)Ali and Kazempour, 2004 ( و فـــارس
)Sahandpour and Ghasemi, 2004 ( مشاهده

و سبب خسارت گسـترده، بـه ويـژه بـه درختـان      
  .گلابي و به شد

ــه خــانواده    ــاكتري عامــل بيمــاري، متعلــق ب ب
و گــــرم ) Entrobacteraceae(انتروباكتراســــه 

) van der Zwet and Keil, 1979(منفي اسـت  
، HrpAهاي مختلف از جملـه   پروتئينو با توليد 

HrpN ،HrpW ،AvrRpt2  وHopC1  و
ــروتئين ــاري   پــــ ــي بيمــــ ــاي اختصاصــــ   هــــ

)Disease-Specific Proteins ( نظيرDspA/E 
ها، ايجاد نكـروز و در   بافت نسبب كلونيزه كرد

 شـود  مـي نهايت مرگ سلولي و پيشرفت بيماري 

)Oh and Beer, 2005 ؛Oh et al., 2010.( 
ــه      ــد گون ــه تولي ــت ك ــده اس ــخص ش ــاي  مش   ه

ــيژن  ــال اكســــــــــ ــف فعــــــــــ   مختلــــــــــ
)Reactive Oxygen Species : ROS( در اثر ،

عامل بيماري ) Incompatible(متقابل ناسازگار 
با گياهان غيرميزبان، نظير توتون و آرابيدوپسيس 

)Xie and Chen, 2000 ( و ســـــازگار
)Compatible (   ــان ــان ميزبـــــ ــا گياهـــــ   بـــــ
)Venisse et al., 2001 ؛Azarabadi, 2014 (

نقش كليدي در ايجاد علائم بيمـاري و همچنـين   
ــد    ــده دارن ــر عه ــا مقاومــت ب . ايجــاد تحمــل و ي

هــاي  همچنــين گــزارش شــده كــه در بــين گونــه
مختلف اكسيژن فعـال، نقـش پراكسـيدهيدروژن    

)H2O2 (تر به صورت دفاعي بوده به نحـوي   بيش
كـــه در رقـــم نيمـــه متحمـــل گلابـــي اســـپادونا 

)Spadona ( و ســيب متحمــلMM111 ــد ، تولي
تر پراكسيدهيدروژن سبب كاهش سـرعت   سريع

ــت   ــاري در باف ــرفت بيم ــان  پيش ــاي ميزب ــاي  ه ه
ــان  متحمــل ــا ميزب ــر در مقايســه ب هــاي حســاس  ت

نقــش ). Abdollahi et al., 2015(شــود  مــي
نيز به عنـوان يـك   ) -•OH(راديكال هيدروكسيل 

ــلولي     راديكــــال مخــــرب در فرآينــــدهاي ســ
ــت  ــورت برگشــــــ ــه صــــــ ــذير  بــــــ   ناپــــــ

)Bhattacharjee, 2011 (  و توليـــد ســـريع و
تــر ايــن راديكــال در ارقــام  گســترش زودهنگــام

ــاس ــت     حسـ ــده اسـ ــاهده شـ ــي مشـ ــر گلابـ تـ
)Azarabadi et al., 2017.(  

ارزيابي سطح تحمل ارقـام مختلـف درختـان    
دار نســبت بــه بيمــاري آتشــك در     ميــوه دانــه 
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كشور، در رابطه با هاي تحقيقاتي متعدد در  برنامه
ــه   ــرايط گلخان ــيب در ش ــان س ــاغي  درخت   اي و ب

)Abdollahi and Majidi Heravan, 2005؛  
Maleki Balajoo et al., 2011؛  

Davoudi, 1998( ــپ ــام و ژنوتي ــاي  ، در ارق ه
ــه   ــرايط گلخانــــ ــه در شــــ ــت بــــ   اي  درخــــ

  ؛ Abdollahi et al., 2008(و بـــــاغي 
Mehrabipour et al., 2010؛  

Ahmadi et al., 2013 (    و در ارقـام گلابـي نيـز
هماننـــد دو درخـــت قبلـــي در هـــر دو شـــرايط 

ــه ــاغي  گلخانـــ   ؛ Davoudi, 1998(اي و بـــ
Erfani et al., 2013؛  
Tahzibi Hagh and Abdollahi, 2009 ؛  

Davoudi et al., 2005 (   در . انجـام شـده اسـت
ــي ــومي و     بررس ــام ب ــده روي ارق ــام ش ــاي انج ه

  متعــددي بــه عنــوان   وارداتــي گلابــي، ارقــام   
ــه   ــاس طبق ــيار حس ــا بس ــاس ت ــدند   حس ــدي ش بن

)Abdollahi, 2010 .( در بررســــي داوودي و
 ارزيـابي  بـا  )Davoudi et al., 2005(همكاران 

ــيش ــل از ب ــم چه ــي رق ــق گلاب ــه متعل ــه ب   گون
P. communis ،5/62    ــيار ــام بس ــد از ارق درص

درصد در گروه حسـاس و نيمـه    5/37حساس و 
همچنـين در بررسـي   . بنـدي شـدند   حساس طبقـه 

، دو )Erfani et al., 2013(عرفاني و همكـاران  
، )Harrow Sweet(رقم درگزي و هاروسوئيت 

تــرين ارقــام گلابــي در شــرايط  بــه عنــوان مقــاوم
در . اي مـــورد گـــزينش قـــرار گرفتنـــد گلخانـــه

مشاهدات باغي رقم گلابي درگـزي و همچنـين   
ف گلابـي از  اي ارقـام مختل ـ  هاي گلخانه ارزيابي

، )Erfani et al., 2013(جملــه رقــم درگــزي 
ــاكتري    ــرفت بــ ــه پيشــ ــده كــ ــخص شــ   مشــ

E. amylovora هاي اين رقـم متفـاوت    در بافت
 هاروسوئيت و ارقام نيمـه  نظير مقاوم نيمهاز ارقام 
ــه صــورتي كــه   حســاس نظيــر اســپادونا اســت، ب

ــه بافـــت   ــق بـ ــل تزريـ ــاكتري در محـ ــا  بـ ــا بـ   هـ
  هــاي آبگزيــده متوقــف    حــداقل توليــد بافــت  

ــي ــود مـ ــاران . شـ ــاني و همكـ ــي عرفـ   در بررسـ
)Erfani et al., 2012 ( ــورد روابـــط در مـ

هاي گلابي بـومي و   خويشاوندي ارقام و ژنوتيپ
ــولي     ــانگر مولك ــا كمــك نش ــور ب ــي كش واردات

، رقـم درگـزي   )SSR(هاي ساده تكـراري   توالي
ئي بـــه صـــورت كـــاملاً مجـــزا از ارقـــام اروپـــا 

  بنــدي شــده و بــا گلابــي چينــي گونــه      طبقــه
P. bretschneideri،  كــه ايــن گونــه نيــز يــك
هــاي شــرقي گلابــي  اي گونــه هيبريــد بــين گونــه

ــيش  ــرين قرابــت را نشــان داد  معرفــي اســت، ب . ت
براساس شواهد اشاره شده در رفتار مقاومـت بـه   
بيماري رقم درگـزي و همچنـين منشـاء ژنتيكـي     

رهاي مولكـولي و نيـز   اين رقم بـر اسـاس نشـانگ   
ــومي از شــمال    ــه ايــن رقــم ب محــل انتخــاب اولي
خراسان كه در ارقـام ديگـري نيـز داراي قرابـت     

انـد، در   هاي شـرقي گلابـي بـوده    ژنتيكي با گونه
ايــن تحقيــق جزئيــات تــنش اكســيداتيو و رفتــار  
مقاومتي اين رقـم مقـاوم بـه بيمـاري آتشـك در      

بـي  مقايسه با دو رقم حساس و نيمـه حسـاس گلا  
هاي راديكال فعال اكسيژن،  در سطح توليد گونه

در اثــر متقابــل بــا بــاكتري عامــل بيمــاري مــورد  
  .بررسي قرار گرفت
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  ها مواد و روش
  مواد گياهي و جدايه باكتري

بـه   مقاومارقام گلابي حساس و بررسي رفتار 
رقـم حسـاس   بيماري آتشـك بـه ترتيـب شـامل     

  بارتلـــت بـــا نـــام معـــادل ) Williams(ويليـــامز 
)van der Zwet and Keil, 1979(   رقـم نيمـه ،

رقـم  و ) Harrow Sweet(حساس هاروسـوئيت  
ــاوم  ــزي مق در ) Erfani et al., 2013(درگ

اي بـا هـدف ارزيـابي رفتـار      شرايط درون شيشـه 
هاي فعال اكسـيژن و در   شناختي توليد گونه بافت

اي با هدف مقايسه پيشرفت نهائي  شرايط گلخانه
مقايســـه ايـــن رفتـــار بـــا شـــرايط     نكـــروز و 

براي ارزيـابي مقاومـت   . اي انجام شد شيشه درون
 بـا روش بـه  اي، ارقام فوق  شيشه در شرايط درون

كشــت ريزقلمــه در محــيط درون شيشــه مســتقر  
ــدند ــور . ش ــن منظ ــه اي ــار   ،ب ــاز فصــل به در آغ

هاي نورسته ارقام فوق از گياهان تهيـه و   شاخه سر
جوانه تقسيم و بعد در آزمايشگاه به قطعات تك 

هـا را بـه ظـروف     از شستشو و سترون كـردن، آن 
ــه ــاوي  شيشـ ــيط اي حـ ــه  محـ ــت پايـ  MSكشـ

)Murashige and Skoog, 1962(، ــاوي   ح
ــر  ميلــي 1   ، BA )Benzyl adenineگــرم در ليت

Merck, Catalog no. 101701(،  
ــي 1/0 ــر   ميلـــــــ ــرم در ليتـــــــ    NAAگـــــــ
)1-Naphthylacetic acid (  
)Merck, Catalog no. 806862(،  

 درصـد  6/0ز كه بـا  وكروگرم در ليتر س ميلي 30
منتقـل و سـپس در اتـاق     ،آگار جامـد شـده بـود   

ايجـاد شـده   (سـاعت نـور    16رشد با دوره نوري 

  هــاي فلئورســنت ســفيد بــا شــدت نــور بــا لامــپ
سـاعت   8و  )ميكرومول بر متر مربـع بـر ثانيـه    40

درجــه  24 ±1تــاريكي و در دمــاي شــبانه روزي 
پـس از اسـتقرار و   . گراد نگهـداري شـدند   سانتي

هاي تازه رشـد كـرده و فاقـد     چه رشد اوليه شاخه
  آلــــودگي، بــــه منظــــور تســــريع در ســــرعت 

   تغييــر يافتــه بــر اســاس QLپــرآوري بــه محــيط 
  لـــــــبلاي و همكـــــــاران  روش پيشـــــــنهادي

)Leblay et al., 1991 ( با افزايش ميزان كلسيم
مـول و   ميلـي  5/7مونيـوم بـه   مـول، آ  ميلـي  4/6به 

ــه  ــرات ب ــي 6/37نيت ــا   ميل ــول در مقايســه ب  QLم
و با ) Quoirin and Lepoivre, 1977(معمولي 

سـازي شـده    هـاي رشـد بهينـه    كننـده  نسبت تنظيم
بـر   .P. communis Lهـاي گونـه    بـراي گلابـي  
ــاران  روش اســـــــاس   عبـــــــداللهي و همكـــــ

)Abdollahi et al., 2005 ( و نورمحمــدي و
) Nourmohammadi et al., 2015(همكـاران  

گرم بر ليتر  ميلي BA ،1گرم بر ليتر  ميلي 1شامل 
2iP )6-γ,γ-Dimethylallylaminopurine ،

Sigma-Aldrich, Catalog no. D5912(،  
گرم بـر   1و همچنين  NAAگرم بر ليتر  ميلي 1/0

همچنـين مـواد   . منتقل شـدند ليتر پكتين مركبات 
هفتـه   ششبا فواصل زماني اده گياهي مورد استف

  . قرار گرفتندزير كشت مورد بار  يك
زني  تكثير مواد گياهي سه رقم فوق براي مايه

ــه ــام   در شــرايط گلخان ــتفاده از ارق ــا اس ــز ب اي ني
موجـود فــوق در كلكسـيون گلابــي پژوهشــكده   

هاي معتدله و سردسـيري موسسـه تحقيقـات     ميوه
 در كــهبــدين ترتيــب . علــوم باغبــاني انجــام شــد
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ــاه ســال  ــن 1388 شــهريور م ــام اي ــه روي ارق  پاي
 در گياهــان و پيونــد نهالســتان بــذري در گلابــي
. كردند رشد 1389سال  بهار فصل در باغ شرايط

 بـه  پيونـدي  هاي همان سال، نهال اسفند اواخر در
ــدان ــاي گل ــويي 20 ه ــل كيل ــه و منتق ــه ب  گلخان
درصد  85تا  70رطوبت  معمولي و نور با موسسه
ــده خنــك سيســتم رايو دا  ســاز رطوبــت و كنن

 فرعــي رشــد تحريــك بــراي. شــدند داده انتقــال
 متـري  سـانتي  50 ارتفـاع  در هـا  سرشاخه ها، جوانه
 اين در روز 65 مدت به تقريباً ها نهال و قطع گياه

 بـه  جديـد  هـاي  شـاخه  تا شدند نگهداري شرايط
 هـا  نهـال . كردند رشد متر سانتي 35 الي 25 اندازه
 زنـي  مايـه  بـراي  1390 سـال  ارديبهشت اواخر در

  . شدند آماده باكتري
هـا و گياهـان گلـداني     پس از توليد ريزشـاخه 

با بـاكتري، ارزيـابي    زني مايهمورد نياز، به منظور 
ميزان و سرعت پيشرفت نكروز و بررسـي توليـد   

  در اثـر متقابـل    هاي مختلـف اكسـيژن فعـال    گونه
ــام     ــا ارق ــاري آتشــك ب ــل بيم ــاكتري عام ــين ب   ب

  عامـــــل بيمـــــاري  Ea273ســـــويه گلابـــــي، 
)ATCC No. 49946, USA (  در محيط كشـت

ــا ــاني  -لوري ــايع، شــب) LB(برت   . گــذران شــد م
  شيشـــه،  مـــواد گيـــاهي درون زنـــي مايـــهبـــراي 

ــاران   ــداللهي و همكــــــــــــ   روش عبــــــــــــ
)Abdollahi et al., 2004 (   مورد اسـتفاده قـرار

مــورد  زادمايــهغلظــت بــه ايــن منظــور، . گرفــت
ــي    ــفات خنث ــافر فس ــتفاده در ب ــر  pH(اس ) 7براب

بـه  ) OD = 2( 2روي كـدورت   اتـوكلاو شـده،  
ها  منظور به حداقل رساندن احتمال فرار سرشاخه

ــودگي ــد  ،از آل ــيم ش ــراي. تنظ ــوام،  ب ــت ت   كش
بـه لولـه آزمـايش حـاوي      زادمايـه ميكروليتر  75

افـــــزوده و ســـــپس   QLمحـــــيط كشـــــت  
متري را كـه داراي   سانتي 4تا  3هاي  چه شاخهريز

در محـيط   ،هـاي يكنـواختي بودنـد    طول ميانگره
مقايسه سرعت پيشرفت نكـروز بـر   . مستقر شدند

چه نكـروزه   اساس دو شاخص درصد طول شاخه
هــاي  چـه و درصــد ميـانگره   بـه طـول كــل شـاخه   

هـا در بـازه زمـاني     عداد كـل ميـانگره  نكروزه به ت
سازي بر اساس حداكثر زمان مـورد   پس از آلوده

ــد در      ــه صددرص ــروز ب ــيدن نك ــراي رس ــاز ب ني
هـاي هـر دو رقـم گلابـي و بـا فواصـل        چـه  شاخه

  . ساعت مورد ارزيابي قرار گرفت 24زماني 
ارزيابي فعاليت باكتري در محيط رشـد   براي

ــاه  در مقايســه pHفــت ســريع كــه ســبب اُ ــا گي ب
 ، محلول مادري نشانگر برموكرزول سبزشود مي

)Green bromo cersol ( گـرم   ميلـي  1با غلظت
تغييـرات  . هاي كشت اضـافه شـد   بر ليتر به محيط

pH  هـاي اسـتاندارد    محيط با استفاده از محلـول 

pH  اي در  حاوي نشانگر فوق به صـورت مقايسـه
بـر اسـاس سيسـتم ارزيـابي اثـر      هـا   طول آزمايش

قابل باكتري عامـل بيمـاري آتشـك و گلابـي     مت
)Abdollahi et al., 2004 (  كليـه  . رديـابي شـد

تكــرار انجــام و محاســبات  پــنجدر  هــا آزمــايش
افـزار   آماري و رسم نمودارهـا بـا اسـتفاده از نـرم    

انجام ) Microsoft Excel-USA, 2003( اكسل
   .شد

براي بررسي ميزان پيشرفت نهائي نكـروز در  
هاي گلداني اين ارقام، زادمايه  هاي نهال سرشاخه



  1396، سال 2، شماره 33- 2جلد  “نهال و بذر زراعي بهمجله “

144 

ليتـر   آماده شده به روش فوق، به ميزان يك ميلي
هـاي   و با استفاده از سرنگ انسولين بـه سرشـاخه  

. زنــي شــدند درحــال رشــد و چــوبي نشــده مايــه 
ها به تعـداد پـنج تكـرار در     سازي سرشاخه آلوده
. لدان و سه گلدان براي هر رقـم انجـام شـد   هر گ

همچنين در تيمار شاهد، از هر گلدان يك شاخه 
بــا آب مقطــر اســتريل بــه منظــور بررســي توليــد  

  .نكروز تزريق شدند
  

  )H2O2(ارزيابي پراكسيدهيدروژن 

پراكسـيدهيدروژن در   بررسي توليدآزمايش 
سـاعت   120و  96، 72، 48، 24، صـفر هاي  زمان

با اسـتفاده  زني باكتري عامل بيماري،  پس از مايه
ــابق) DAB )Diaminobenzidineاز  روش  مطـ

   كريستانســــــــن و همكــــــــاران-تــــــــوردال
)Thordal-Christansen et al., 1997 ( بررسي

هـاي درون   چـه  شاهد ايـن آزمـايش، شـاخه    .شد
شيشه بود كه باكتري عامـل بيمـاري را دريافـت    

هـاي   بـدين صـورت كـه در زمـان     .نكرده بودنـد 
ــوق ــم  ،ف ــر رق ــهاز ه چــه درون شيشــه  شــاخه س

  در قطعــاتو از پــايين تــا انتهــاي ســاقه  برداشــت
پـس از  . شدندبا اسكالپل برش داده  يمتر ميلي 5

داخـل ميكروتيـوب   به طـور مجـزا   هر قطعه آن، 
الـي   30و به مـدت   انداخته DAB محلول حاوي

در دمـاي  دور در دقيقـه   120دقيقه با سرعت  40
انكوبـاتور قـرار   شـيكر  در گـراد   سانتي درجه 30

از چـه   شـاخه متـري   ميلي 5قطعات سپس  .گرفتند
صورت طولي به  پل بهالو با اسكخارج هر تيوب 

ــرش داده   ــمت ب ــورد   دو قس ــولر م ــر بينوك و زي

بـا تغييـر   . قـرار گرفتنـد  بـرداري   و عكـس بررسي 
ر ساعات دهاي درون شيشه  چه بافت شاخهرنگ 

پراكســـيد  ، ســـرعت و شـــدت توليـــدمختلـــف
قـرار  بـرداري   و يادداشتهيدروژن مورد بررسي 

همچنين شدت توليد پراكسيد هيـدروژن  . گرفت
 5تـا   صـفر  الگوي بر اساس درجه شدت توليد از

پراكســيد بــدون علائــم توليــد    شــاهد: صــفر(
  قرمـز تيــره، : 3قرمـز،  : 2صـورتي،  : 1هيـدروژن،  

   انــــدازگيري )اي تيــــره وهقهــــ: 5اي،  قهــــوه: 4
ــكل ( ــاخص    )1ش ــتفاده از دو ش ــا اس ــپس ب و س

ــدازگيري  ــرعتانـــ ــد،   ســـ ــدت توليـــ و شـــ
  .هيدروژن مورد بررسي قرار گرفت پراكسيد

  
  )O2-(د يارزيابي راديكال سوپراكسا

سوپراكسـايد   بررسي سرعت و شـدت توليـد  
ــان ــاي در زم ــفر ه ســاعت  96، 72، 48، 24، ص

بـا   ،زني باكتري عامل بيمـاري  پس از مايهساعت 
 )NBT )Nitro blue tetrazoliumاســتفاده از 
ــابق ــاران مطــــــ ــدانف و همكــــــ   روش لــــــ

)Le Deunff et al., 2004 ( و تكــرار  ســهدر
 انجـام پراكسـيدهيدروژن  مشابه با آزمايش توليد 

هـاي   چـه  شـاهد، شـاخه  در ايـن بررسـي نيـز    . شد
درون شيشــه بــود كــه بــاكتري عامــل بيمــاري را 

ــد  ــراي بررســي توليــد و   .دريافــت نكــرده بودن ب
 ل سوپراكســــيد،ارزيــــابي شــــدت راديكــــا  

گلابي در محلولي درون شيشه ارقام هاي  چه ساقه
مــولار بــافر  05/0و  NBTدرصــد   05/0حــاوي 

ليتر از  ميلي 117شامل ( = pH 7فسفات سديم با 
Na2HPO4  ميلي ليتـر   183به همراهNaH2PO4 (
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هاي  هاي فعال اكسيژن در بافت گونهالگوي مورد استفاده براي امتيازدهي حضور علائم توليد  -1شكل 

  هاي درون شيشه ارقام گلابي چه مختلف شاخه
  )چه سبز شاخه(ها بدون رد حضور راديكال )شاهد(امتياز صفر

  رد بسيار كم در حاشيه استوانه مركزي )علائم بسيار كم(1امتياز
  رد كم ر تمامي مناطق استوانه مركزي )علائم كم(2امتيار
  رد متوسط در استوانه مركزي و پارانشيم )علائم متوسط(3امتياز
  چه هاي شاخه رد قابل توجه در تمامي بافت )علائم زياد(4امتياز
  چه هاي شاخه رد بسيار شديد در تمامي بافت )علائم بسيار زياد(5امتياز

Fig. 1. Pattern used for scoring generation of reactive oxygen species in various tissues 
of in vitro shootlets of pear cultivars 

No traces of radicals (Green shootlets)Score 0 (Control) 
Light traces in margins of central cylinderScore 1 (Very light traces) 
Light traces in entire central cylinderScore 2 (Light traces) 
Moderate traces in central cylinder and parenchyma Score 3 (Moderate traces) 
Significantly high traces in entire shootlet tissues Score 4 (High traces) 
Very severe traces in entire shootlet tissues Score 5 (Very high traces) 

 

دقيقه در شرايط خلاء قرار گرفتند و  20به مدت 
اشـاره  ها در زير بينوكـولر هماننـد روش    چه ساقه

  .شدندبررسي  پراكسيدهيدروژن شده براي
  

  )-OH(ارزيابي راديكال هيدروكسيل 

ــايش  ــد   آزم ــدت تولي ــرعت و ش ــي س بررس
، 24، صـفر  هـاي  هيدروكسـيل در زمـان  راديكال 

ــهســاعت   96، 72، 48 ــاكتري  پــس از ماي زنــي ب
روش كلــين و همكــاران  مطــابق ،عامــل بيمــاري

)Klein et al., 1981 ( تكرار و مشـابه بـا    سهدر

در ايـن  . بررسي شددو گونه ديگر اكسيژن فعال 
هاي درون شيشـه بـود    چه شاهد، شاخهبررسي نيز 

ــاكتري عامــل بيمــاري را دريافــت نكــرده    كــه ب
محلـول نشـانگر   براي تهيه محلول مـادري   .بودند

 يـــكدر مرحلـــه اول راديكـــال هيدروكســـيل، 
ــي ــول   ميلـ ــر از محلـ ــامل( iron-EDTAليتـ   شـ

  درصــــد فــــروس آمونيــــوم ســــولفات و 13/0
ه و در شـــد برداشـــت) EDTAدرصـــد از  26/0

 يـك به همـراه   EDTAليتر  ميلي 5/0مرحله دوم 
در . شـد اضـافه  فوق به محلول  DMSOليتر  ميلي
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يك بليتـر از اسـيد آسـكور    ميلي 5/0 ،مرحله سوم
ــول   22 ــه محل ــد ب ــه    درص ــافه و در مرحل ــا اض ه

هـا   مواد گيـاهي موجـود در ميكروتيـوب    ،چهارم
دقيقـه در شـرايط خـلاء قـرار داده و      15به مدت 

 TCA محلـول  ليتـر از  ميلي پنجم، يكدر مرحله 
ليتـر از   ميلي 3و سپس  شداضافه به آن سرد  فوق

گـرم آمونيـوم    75شـامل  ( Nash reagentمـاده  
ــتات،  ــي 3اس ــيال،   ميل ــتيك گلاس ــيد اس ــر اس   ليت

ليتـر آب   ميلي 1ليتر استيل استون به همراه  ميلي 2
ها اضافه و دوباره به مـدت   به ميكروتيوب) مقطر

تــا  شــدند دقيقــه در شــرايط خــلاء قــرار داده 15
هـا و رديـابي حضـور     به بافتآميزي  اجازه رنگ

. هـا فـراهم شـود    در بافـت هيدروكسـيل  راديكال 
در هيدروكسـيل  سرعت و شدت توليد راديكـال  

در زيـر   ي درون شيشـه ارقـام گلابـي   ها چه هخاش
مورد استفاده بـراي ديگـر   بينوكولر همانند روش 

هاي فعال اكسيژن اين تحقيق، مورد بررسي  گونه
  .قرار گرفت

  
  و بحث نتايج

  هاي درون شيشه چه پيشرفت بيماري در شاخه

سـه  زنـي در   بيانگر موفقيت كامـل مايـه   نتايج
بـود  اي  شيشه در محيط درونمورد آزمايش رقم 

زنـي شـده بـا     هاي مايه چه در هيچ يك از شاخهو 
باكتري عامل بيماري، فرار از آلـودگي مشـاهده   

هـاي شـاهد،    چه همچنين هيچ يك از شاخه. نشد
از سـوي ديگـر، بـا    . علائم نكـروز نشـان ندادنـد   

ســه رقــم بــا ميــزان حساســيت  توجــه بــه انتخــاب
متفاوت نسبت به بيمـاري، اولـين علائـم در رقـم     

حســـاس بـــه آتشـــك ويليـــامز و نيمـــه مقـــاوم  
ــوئيت پـــس از گذشـــت   ــاعت از  48هاروسـ سـ

زني مشاهده شد، با ايـن تفـاوت كـه پـس از      مايه
تـري   اين مرحله، پيشرفت نكروز با سرعت بـيش 

بر اساس هردو شاخص سرعت پيشـرفت نكـروز   
هـاي نكـروزه در رقـم ويليـامز      ميـانگره  و درصد

بـر خـلاف دو   ). 3و  2هاي  شكل(ادامه پيدا كرد 
رقم فوق، اولين علائـم نكـروز بيمـاري در رقـم     

ســـاعت تـــاخير در   24مقـــاوم درگـــزي، بـــا   
هاي درون شيشه مشاهده و با تاخير قابل  چه شاخه

ظهـور اولـين علائـم    ). 2شكل (توجه ادامه يافت 
ــم درگـ ـ  ــاري در رق ــس از   72زي بيم ــاعت پ س

ــه ــروز در    مايـ ــرفت نكـ ــاخير در پيشـ ــي و تـ   زنـ
ايــن رقــم، بــا نتــايج قبلــي عبــداللهي و همكــاران 

)Abdollahi et al., 2004 ( كه نشان دهنده اين
اســت كــه در شــرايط درون شيشــه، مقاومــت بــه 
ــه صــورت تــاخير در پيشــرفت علائــم   بيمــاري ب

در اصـل در ايـن   . كنـد، منطبـق اسـت    ظهور مـي 
هـاي چـوبي و    ، به دليل عدم وجود بافـت شرايط

ها از يـك سـو و از سـوي     سدهاي ليگنيني بافت
ديگر رطوبت بالا و شـرايط بسـيار مسـاعد رشـد     
باكتري، ارقام مقـاوم بـه بيمـاري، تنهـا مقاومـت      
خـود را بـه صــورت تـاخير در پيشـرفت بيمــاري     

اين در حالي است كه در شـرايط  . دهند نشان مي
هـاي   بـه دليـل وجـود بافـت     اي، ارزيابي گلخانـه 

چوبي، عدم وجود شرايط صد در صـد مطلـوب   
تـر   براي پيشرفت بيماري نظير رطوبت نسبتاً پائين

و عدم وجود محيط كشت در محيط رشد و نمو 
باكتري، مقاومت نسـبي بـه بيمـاري، بـه صـورت      
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بر اساس دو  Erwinia amylovora حاصل از عامل بيماري آتشك، مقايسه پيشرفت نكروز -2شكل 

هاي درون  چه شاخهدر ) راست(و درصد طول شاخه نكروزه ) چپ(هاي نكروزه  شاخص درصد ميانگره
ها به  ارزش. و هاروسوئيتبه آتشك درگزي  دو رقم مقاومرقم حساس به آتشك بارتلت و شيشه 

  .خطاي استاندار، بيان شده است ±صورت ميانگين 
Fig. 2. Comparison of the necrosis progress caused by fire blight causal agent, Erwinia 
amylovora, in in vitro shootlets according to percentage of necrosed internodes (left) 
and percentage of necrosed shootlet length in susceptible cultivar Bartlett, and two 

resistant cultivars Dar Gazi and Harrow Sweet. The values are means ± standard errors. 

 

هـاي   توقف نسبتاً سـريع عامـل بيمـاري در بافـت    
ــي    ــس از تلق ــد روز پ ــي چن ــده در ط ــوده ش ح آل

بـر  ). Erfani et al., 2013(كنـد   خودنمائي مـي 
همين اساس، ارزيابي مقاومـت در شـرايط درون   

اي بر اسـاس سـرعت پيشـرفت نكـروز، در      شيشه
ــه  ــرايط گلخان ــه ش ــرعت    اي ن ــر اســاس س ــا ب تنه

پيشرفت نكروز، بلكه براسـاس درصـد پيشـرفت    
هاي آلوده شده و در شـرايط   نكروز در سرشاخه

هـائي   باغي، به دليل وجود درخت كامل و شاخه
هـاي   علاوه بـر اسـاس شـاخص   با سنين مختلف، 

  هــاي متعــدد ديگــري  قبلــي، بــر اســاس شــاخص
  هـــــاي آلـــــوده  نظيـــــر فراوانـــــي سرشـــــاخه

)Ahmadi et al., 2013 (    و عمـق نفـوذ عامـل
هــاي دو، ســه و چهــار ســاله و  بيمــاري در بافــت

) van der Zwet and Keil, 1979(تـر   بـيش 

توجه پيشرفت علائم  تاخير قابل. پذير است امكان
در رقم درگزي با مقاومت بـالا مشـاهده    بيماري

  اي  شـــــده در شـــــرايط بـــــاغي و گلخانـــــه   
)Erfani et al., 2013 (كــاملاً منطبــق اســت .

هـا   علاوه بر اين، خشكيدگي و سياه شـدن بـرگ  
شيشه به دليل عدم وجود تبخيـر   در شرايط درون

ســاعت از  144و تعــرق حتــي پــس از گذشــت  
ري تنهـا در  زني مشاهده نشد و پيشرفت بـاكت  مايه

هائي از قاعده برگ اتفـاق افتـاد    دمبرگ و بخش
ــكل ( ــداللهي و    ) 3ش ــي عب ــزارش قبل ــا گ ــه ب ك

همخواني ) Abdollahi et al., 2004(همكاران 
  .دارد
  

  اي پيشرفت بيماري در شرايط گلخانه

دهنــده  اي نشــان هــاي گلخانــه ارزيــابي نتــايج
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هاي  چه شاخهدر  Erwinia amylovora حاصل از عامل بيماري آتشك، مقايسه پيشرفت نكروز -3شكل 
رشد باكتري . و هاروسوئيتبه آتشك درگزي  دو رقم مقاومرقم حساس به آتشك بارتلت و درون شيشه 

 .مشخص شده است) 5تر از  كم(به سبز ) 2/5(محيط از رنگ آبي  pHعامل بيماري به صورت افت 
Fig. 3. Comparison of the necrosis progress caused by fire blight causal agent, Erwinia 

amylovora,, in susceptible cultivar, Bartlett, and two resistant cultivar, Dar Gazi and 
Harrow Sweet. The growth of bacterial causal agent is determined by pH decline from 

blue (5.2) to green (lower than 5). 

 

ــه  ــل ماي ــت كام ــي در  موفقي ــورد  زن ــم م ــه رق س
ــه  ــرايط گلخان ــايش در ش ــد  آزم ــود و همانن اي ب

اي، فـرار از بيمـاري در هـيچ     شيشـه  شرايط درون
. زني شده مشاهده نشـد  هاي مايه يك از سرشاخه

همچنين علائم نكروز در شاهدهاي تزريق شـده  
با توجه بـه ميـزان   . با آب مقطر استريل ديده نشد

در  حساسيت ارقام مـورد بررسـي، اولـين علايـم    

اي، به صورت آبگزيـدگي محـل    شرايط گلخانه
زنـي   روز بعـد از مايـه   3تـا   2تزريق باكتري طـي  

باكتري آشكار و بسته به حساسيت رقم، بيمـاري  
ميران . ها پيش رفت به ميزان متفاوتي در سرشاخه

پيشرفت نهـائي نكـروز در ارقـام پـس از حـدود      
بر اساس ). 4شكل (روز متوقف شد  14گذشت 

سيت رقم، در رقـم حسـاس ويليـامز،    شدت حسا
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در  .Erwinia amylovoraپيشرفت نهائي نكروز حاصل از باكتري عامل بيماري آتشك، مقايسه  -4شكل 
چهاره ) C(و مقاوم درگزي ) B(، نيمه مقاوم هاروسوئيت )A(هاي سه رقم حساس به بيماري ويليامز  سرشاخه

  در شرايط گلخانهزني عامل بيماري  روز پس از مايه
Fig. 4. Comparison of final progress of fire blight causal agent (Erwinia amylovora) 

necrosis in the shoots of susceptible cultivar Williams (A), moderately resistant cultivar 
Harrow Sweet (B) and resistant cultivar Dar Gazi (C), following 14 days post 

inoculation of causal agent in greenhouse condition 
  

هـا تـا انتهـاي محـل      ميزان پيشـرفت در سرشـاخه  
ــه تنــه اصــلي، در رقــم نيمــه مقــاوم   اتصــال آن ب

فوقـاني سرشـاخه در حـال    هاروسوئيت تا بخـش  
رشد و بدون رسيدن به بخش تحتاني شاخه و در 
رقم مقاوم درگزي، تنها به صورت بـروز نكـروز   

اي در حاشيه محل تزريق باكتري ديـده شـد    لكه
نتايج اين بخش از تحقيق در انطباق با ). 4شكل (

مشاهدات باغي از ميزان حساسيت ارقام فـوق بـه   
اي حساسـيت بـه    انـه بيماري بود و با بررسي گلخ

آتشك ارقام گلابي توسـط عرفـاني و همكـاران    
)Erfani et al., 2013 (از . همخـــواني دارد

طرفــي، ايــن تفــاوت در رفتــار ارقــام در شــرايط  
كننده اين اسـت   اي تاييد اي و گلخانه شيشه درون

اي  شيشـه  كه، ارزيابي مقاومـت در شـرايط درون  
هـا   هچ ـ بر اساس سرعت پيشرفت نكروز در شاخه

اي براسـاس ميـزان پيشـرفت     و در شرايط گلخانه
زني شـده امكـان    هاي مايه نهائي نكروز در شاخه

پذير بوده و نتايج حاصـل از دو شـرايط فـوق در    
  .اين گونه تا حد زيادي با يك ديگر منطبق است

  هاي فعال اكسيژن توليد و گسترش گونه

ــاعت ــي سـ ــاي در پـ ــه هـ ــي  پـــس از مايـ زنـ
هـــاي درون شيشـــه ارقـــام ويليـــامز،  چـــه شـــاخه

هاروسوئيت و درگزي با عامل بيماري آتشـك،  
هـاي   اولين علائم تنش اكسيداتيو و توليـد گونـه  

ــدي     ــامبيوم آونـ ــل كـ ــيژن در محـ ــال اكسـ فعـ
)Vascular cambium (رگــه  بــه صــورت رگــه

و سپس تنش اكسـيداتيو كـل   ) 5شكل (مشاهده 
ــدي ر ــامبيوم آون ــل  ك ــه كام ــه صــورت احاط ا ب
ــزي   ــتوانه مرك ــر ) Central cylinder(اس در ب

همچنين هيچ گونه تنش اكسيداتيوي در . گرفت
تيمارهاي شاهد كـه بـاكتري را دريافـت نكـرده     

وجـود اولـين علائـم توليـد     . بودند مشـاهده نشـد  
هـا بـه طـور     هاي فعال اكسيژن در اين بافـت  گونه

 ــ   ــه، سوپراكس ــه گون ــر س ــراي ه   يد يكنواخــت ب

A B C
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پراكسيد هيدروژن حاصل از عامل ) پائين(و الگوي گسترش عمومي ) بالا(روند گسترش افقي  -5شكل 
  هاي درون شيشه ارقام گلابي چه هاي شاخه بافتدر  Erwinia amylovora حمله عامل بيماري آتشك،

Fig. 5. Procedure of horizontal expansion (upper) and pattern of general expansion 
(lower) of hydrogen peroxide following attack of fire blight causal agent, Erwinia 

amylovora in the tissues of the in vitro shootlets of pear cultivars 

  
)O2

و ) H2O2(، پراكســـــــــــــــيدهيدروژن )-•
مشـاهده اولـين   . ديـده شـد  ) -•OH(هيدروكسيل 

هـاي فعـال اكسـيژن در محـل      علائم توليد گونـه 
كامبيوم آوندي، با توجه به ماهيت پيشـرفت ايـن   

بـه   هـاي آونـدي گيـاه ميزبـان،     باكتري در بافـت 
ــوبي      ــد چـ ــت آونـ ــر دو بافـ ــه هـ ــورتي كـ صـ

)Aldwinckle and Preczewski, 1976 ( و
بـه  ) Gowda and Goodman, 1970(آبكـش  

عنوان مسيرهاي پيشرفت باكتري در ميزبان مورد 
در . اند، دور از انتظـار نيسـت   گزارش قرار گرفته

ــه  هــاي فعــال  پــي ظهــور و پيشــرفت علائــم گون
اكســيژن در ناحيــه كــامبيوم آونــدي بــه صــورت 
ــه     ــم ب ــن علائ ــدريج گســترش اي ــه ت عمــودي، ب
صورت خفيف و سپس شديدتر به صورت افقي 

ــتوا ــيم اســ ــيم در پارانشــ ــزي و پارانشــ نه مركــ
مشــاهده ) Cortical parenchyma(كــورتكس 

هاي ارائـه   اين نتايج نيز با گزارش). 5شكل (شد 
هاي مجـاور   شده در رابطه با كلونيزه كردن بافت

هاي آوندي به ويژه پارنشيم آوندي مجـاور   بافت
هاي آوند چوبي و آبكـش توسـط بـاكتري     بافت

ش افقـي  عامل بيماري آتشك و همچنـين گسـتر  
ــورتكس    ــيم كـ ــق پارانشـ ــاقه از طريـ آن در سـ

)Steiner, 2000 ( ــت ــق اس ــر  . منطب ــين ب همچن
، بـه  1اساس رده امتيازدهي ارئـه شـده در شـكل    

ــه  ــد گون هــاي فعــال  منظــور مقايســه شــدت تولي
هـاي درون شيشـه،    چه هاي ساقه اكسيژن در بافت

ــدكه رده  ــاهده ش ــد    مش ــدت تولي ــائين ش ــاي پ ه
تر بـا ظهـور علائـم     بيش هاي فعال اكسيژن، گونه
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تر بـا ظهـور    هاي بالاي آن بيش آبگزيديي و رده
  . هاي ميزبان همراه است علائم نكروز در بافت

  توليد و گسترش راديكال سوپراكسيد

مقايسه توليد و گسترش راديكال سوپراكسيد 
بر اساس دو شاخص سرعت و شدت نشانگر اين 
نشان داد كه در هر سـه رقـم گلابـي شـامل رقـم      
مقاوم درگزي، رقـم نيمـه مقـاوم هاروسـوئيت و     
رقم حساس ويليامز الگـوي نسـبتاً مشـابهي بـراي     
شاخص سرعت گسترش اين راديكال در هر سه 

بـه ايـن صـورت كـه     ). 6شكل (رقم مشاهده شد 
ــاعت  ــال از س ــن راديك ــس از   اي ــدائي پ ــاي ابت ه

هـا توليـد و در    زني با عامل بيماري در بافـت  مايه
ساعت بعـد   48دو رقم هاروسوئيت و ويليامز در 

هــاي  چــه درصــد طــول شــاخه 70تــا  60بــيش از 
در . درون شيشــه داراي رد ايــن راديكــال بودنــد
ر رقم همين زمان درصد گسترش اين راديكال د

تـر از دو رقـم ديگـر بـود و      مقاوم درگـزي، كـم  
ــتند    ــب آن الگــوي گســترش مشــابهي داش متعاق

ــر اســاس الگــوي شــدت  ). 6شــكل ( ــين ب همچن
گسترش راديكال سوپراكسيد، رقـم درگـزي در   

تري  زني، داراي شدت كم ساعت پس از مايه 72
از طـرف ديگـر،   ). 6شـكل  (از اين راديكال بود 

سوپراكسـيد در كـامبيوم   الگوي توليـد راديكـال   
آوندي و پيشرفت آن در طـول اسـتوانه مركـزي    
به طور عمودي و پس از آن، گسترش افقـي آن  

هــاي درون  چــه هــاي مجــاور شــاخه در پارانشــيم
شيشه هر سه رقـم بـه طـور كـم و بـيش مشـابهي       

هاي شاهد نيز هيچ ردي از توليـد   نمونه. ديده شد
 سـاعت  144اين راديكال حتي پـس از گذشـت   

  .نشان ندادند
راديكال سوپراكسيد به طور معمول در كليـه  

هـاي زنـده در اثـر پديـده تـنفس سـلولي و        بافت
  هـــاي انتقـــال  فتوســـنتز بـــه ترتيـــب در زنجيـــره

ــتي    ــدريائي و كلروپلاســـ ــرون ميتوكنـــ   الكتـــ
ــت      ــر فعالي ــد و در اث ــدودي تولي ــزان مح ــه مي   ب
ــموتاز  ــزيم سوپراكسيدديســــــــــــ   آنــــــــــــ

)Superoxide dismutase ( بـــه گونـــه فعـــال
ــم  ــيژن كــ ــم   اكســ ــال و كــ ــر فعــ ــر،  تــ خطــ

شــــــود  پراكســــــيدهيدروژن تبــــــديل مــــــي
)Bhattacharjee, 2011 .( اين راديكل به عنوان

هيدروژن و پـس از آن  پيشاز تبديل بـه پراكسـيد  
  راديكـــال خطرنـــاك و مخـــرب هيدروكســـيل  

ــت ــراي باف ــرار    ب ــتفاده ق ــورد اس ــاهي م ــاي گي ه
ــي ــرد م ــاران  . گي ــادي و همك ــي آذرآب در بررس

)Azarabadi et al., 2017(    ،بـه طـور مشـابهي ،
تـوجهي بـين ميـزان توليـد راديكـال       تفاوت قابـل 

سوپراكســيد، در ارقــام حســاس و مقــاوم گلابــي 
رسـد كـه    بر اين اساس، به نظر مـي . شدمشاهده ن

ــام    ــاري در ارق ــل بيم ــاثير عام ــه، ت ــن مرحل در اي
حساس و مقاوم نسـبتاً مشـابه بـوده و هنـوز گيـاه      

هاي مورد نظـر را بـراي بـروز     توان بيان مكانيسم
هـاي ويـژه خـود در ارقـام حسـاس و يـا        واكنش

از طرفي بررسي آذرآبادي و . مقاوم نداشته است
ــارن  روي ) Azarabadi et al., 2017(همك

تظاهر ژن كد كننده آنزيم سوپراكسيدديسموتاز 
)SOD (   ــه ــي ب ــاوم گلاب ــاس و مق ــام حس در ارق

بيماري آتشك در پي حمله عامل بيماري، نشـان  
تـري در   دادكه ارقام حسـاس تظـاهر بسـيار بـيش    
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O2(پيشرفت راديكال فعال اكسيژن سوپراكسيد ) B(و شدت ) A(سرعت مقايسه  -6 شكل
و الگوي ) -•

سازي با  در ارقام گلابي مورد مطالعه پس از آلوده) C(هاي درون شيشه  چه هاي ساقه مشاهده شده در بافت
  زني ساعت پس از مايه 144، در دوره زماني Erwinia amylovoraعامل بيماري آتشك، 

Fig. 6. Comparison of velocity (A) and severity (B) of superoxide (O2
•-) radical progress 

in the tissues of in vitro shootlets of studied pear cultivars and pattern of progress (C), 
following inoculation by fire blight causal agent, Erwinia amylovora, up to 144 h post 

inoculation period 

  
هــاي بعــد از  مقايســه بــا ارقــام مقــاوم در ســاعت 

اين نتايج بيـانگر ايـن اسـت    . زني نشان دادند مايه
  كـــه ارقـــام حســـاس، ظـــاهراً بايســـتي از تـــوان 
  توليد راديكـال سوپراكسـيد بـالاتري در مقايسـه    

ــوده، لــيكن تظــاهر   ــا ارقــام مقــاوم برخــوردار ب   ب

بالاي ژن كد كننده آنزيم سوپراكسيدديسـموتاز  
  تـــــــر  و در پـــــــي آن فعاليـــــــت بـــــــيش  

  آنزيمــــي سوپراكسيدديســــموتاز كــــه ســــبب 
ــاه    ــيد در گي ــال سوپراكس ــطح راديك ــاهش س ك

شود، سبب يكنواخت كردن نسبي سطح ايـن   مي
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راديكال در ارقام حسـاس و متحمـل بـه بيمـاري     
  .شده است

  توليد و گسترش پراكسيدهيدروژن

بررســي و مقايســه ســرعت و شــدت توليــد و 
گسترش گونه فعال اكسـيژن پراكسـيدهيدروژن،   
ــده    ــيد، نشــان دهن ــرخلاف راديكــال سوپراكس ب

توجه در هردو شـاخص مـورد    وجود تفاوت قابل
بر اين اساس كه ارقام گلابـي مـورد   . استفاده بود

و گسترش سـريع و   آزمايش سه نوع پاسخ توليد
ــاوم    ــه مق ــم نيم ــيدهيدروژن در رق شــديد پراكس
هاروســوئيت، توليــد و گســترش نســبتاً كنــدتر و 

ــف ــم حســاس   خفي ــر پراكســيدهيدروژن در رق ت
ويليامز و الگوي توليـد و گسـترش بسـيار ديـر و     

تر پراكسيدهيدروژن در رقم مقـاوم   بسيار خفيف
ها نشـان   گزارش). 7شكل (درگزي، نشان دادند 

هاي مختلف اكسـيژن   ده است كه در بين گونهدا
هـا   ترين نوع آن خطر فعال، پراكسيدهيدروژن كم

هـاي زنـده، ازجملـه گياهـان، بـراي       بوده و بافت
ــال   ــرب راديكـ ــر مخـ ــرار از اثـ ــر   فـ ــائي نظيـ هـ

ــزيم    ــتفاده از آنــــ ــا اســــ ــيد، بــــ سوپراكســــ
سوپراكسيدديســـموتاز، اقـــدام بـــه تبـــديل ايـــن 

ــي   ــيدهيدروژن مـ ــه پراكسـ ــال بـ ــد  راديكـ كننـ
)Bhattacharjee, 2011 .( علاوه بر اين، گياهان

از جمله ارقام گلابي از توليد زودهنگـام و زيـاد   
  پراكســــيدهيدروژن، بــــه عنــــوان يــــك ســــد 
ــاري     ــل بيمــ ــرفت عامــ ــراي پيشــ ــاعي بــ   دفــ

كننــد  هــاي خــود اســتفاده مــي آتشــك در بافــت
)Abdollahi et al., 2015؛  

Azarabadi et al., 2017 .(ه شـده  نتايج مشاهد

در اين بخش تحقيق در رابطه با دو رقـم ويليـامز   
و هاروسوئيت، بـا نتـايج قبلـي در انطبـاق كامـل      

لـيكن در رقـم مقـاوم بـه بيمـاري آتشـك       . است
درگزي، كـه از جنبـه قرابـت ژنتيكـي متمـايز از      
ديگر ارقام گلابي متعلق به گونه گلابي معمـولي  

ــا  ــده اســت   P. communisي تشــخيص داده ش
)Erfani et al., 2012(  رفتار كاملاً متفـاوتي از ،

به ايـن  . نظر توليد پراكسيدهيدروژن مشاهده شد
صــورت كــه، در ايــن رقــم بــرخلاف رقــم نيمــه 
مقاوم هاروسوئيت كه با استفاده از توليد سريع و 
ــار   ــلاش در مه ــيدهيدروژن، ت زودهنگــام پراكس

جا  هاي خود كرده است، در اين بيماري در بافت
تفـاوتي و   درگـزي بـه صـورت بـي    واكنش رقـم  

عدم واكنش سريع به حضور باكتري تظاهر پيـدا  
لازم بـه ذكـر اسـت كـه، بـر اسـاس       . كرده است

نتــايج حاصــل از رديــابي راديكــال سوپراكســيد، 
ــم      ــه رق ــي، از جمل ــورد بررس ــف م ــام مختل ارق
درگزي، تفـاوت زيـادي در سـرعت توليـد ايـن      

ان لــذا ايـن بــد ). 6شـكل  (راديكـال نشـان ندانــد   
است كه رقم مقاوم درگزي همانند دو رقم  معني

ــه    ــادر ب ــامز و هاروســوئيت ق ــي ويلي ديگــر گلاب
تشخيص و واكنش سريع اوليه به حضور باكتري 

هـاي خـود بـوده اسـت، لـيكن در       در سطح بافت
مرحله بعدي اين واكنش به صورت عـدم تمايـل   
ــاد    ــد زيـ ــيش از حـ ــام و بـ ــد زودهنگـ ــه توليـ بـ

ن رقم نمودار شده اسـت  پراكسيدهيدروژن در اي
  ).7شكل (

هاي كاتالاز و انواع مختلـف   گياهان از آنزيم
ــي  ــتفاده مـــ ــيدازها اســـ ــا  پراكســـ ــد تـــ كننـــ
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و ) H2O2(پيشرفت گونه فعال اكسيژن پراكسيد هيدروژن ) B(و شدت ) A(سرعت مقايسه  -7شكل 
در ارقام گلابي مورد مطالعه پس از ) C(هاي درون شيشه  چه هاي ساقه الگوي مشاهده شده در بافت

  زني مايهساعت پس از  144در دوره زماني  Erwinia amylovoraسازي با عامل بيماري آتشك،  آلوده
Fig. 7. Comparison of velocity (A) and severity (B) of hydrogen peroxide (H2O2) 
progress in the tissues of in vitro shootlets of studied pear cultivars and pattern of 

progress (C), following inoculation by fire blight causal agent, Erwinia amylovora, up 
to 144 h post inoculation period 

  
پراكســيدهيدروژن بــيش از حــد تجمــع يافتــه در 

هاي خود را بـه مولكـول آب تبـديل كننـد      بافت
)Bhattacharjee, 2011(    به ايـن دليـل كـه در ،

پراكسـيدهيدروژن بـه عنـوان     غير ايـن صـورت،  
هـاربر   سازي مـورد اسـتفاده واكـنش فنتـون     پيش

)Fenton-Harber ( قرارگرفتـــه و بـــه راديكـــال
شـود   خطرناك و مخرب هيدروكسيل تبديل مي

)Halliwell and Gutteridge, 1999 .(   بـر ايـن
شود كـه گونـه فعـال اكسـيژن      اساس مشاهده مي

تواند به دو صورت مفيد و  پراكسيدهيدروژن مي
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بــدين ترتيــب كــه، بــا . مخــرب نقــش ايفــا كنــد
افــزايش نســبي توليــد بــه عنــوان ســدي در برابــر 

زا و راهي براي فرار از اثر مخـرب   عوامل بيماري
راديكال سوپراكسـيد عمـل كنـد و از طرفـي در     

ــورت ــوان     ص ــه عن ــد، ب ــزان تولي ــار مي ــدم مه ع
ســـازي بـــراي توليـــد راديكـــال مضـــر و  پـــيش

هيدروكســيل عمــل ) Necrogenic(نكــروززاي 
  ). Bhattacharjee, 2011(كند 

هـاي كـاهش دهنـده     با توجه به نقـش آنـزيم  
ــع    ــاهش تجمــ ــيداز در كــ ــالاز و پراكســ كاتــ
پراكسيدهيدروژن، و از طرف ديگر مقايسه رفتار 

ت دو رقــــم نيمــــه مقــــاوم دوگانــــه و متفــــاو
ــع     ــه تجمـ ــزي بـ ــاوم درگـ ــوئيت و مقـ هاروسـ

رسد دو رقـم فـوق    پراكسيدهيدروژن، به نظر مي
ــد   ــه از توليـ ــادي در ايـــن مرحلـ ــار متضـ از رفتـ

ــه ــه  گونـ ــيژن بـ ــال اكسـ ــاي فعـ ــه  هـ ــژه گونـ ويـ
ــي  ــتفاده م ــيدهيدروژن اس ــد پراكس ــن  . كنن ــه اي ب

صورت كه، در رقم هاروسوئيت با كاهش نسبي 
هـاي كاتـالاز و پراكسـيداز، پـيش      فعاليت آنـزيم 

زمينه تجمـع نسـبي كاتـالاز و پراكسـيداز فـراهم      
كه در رقم درگزي، با افـزايش   شود، درحالي مي

ــيش از حــد     ــع ب ــزيم از تجم ــن دو آن ــت اي فعالي
ساز راديكال  پراكسيدهيدروژن كه به عنوان پيش

ــي    ــرار م ــتفاده ق ــورد اس ــيل م ــرد،  هيدروكس گي
پيشـرفت نكـروز در    جلوگيري و مانع از ايجاد و

اين فرضيه، بر . اثر توليد هيدروكسيل خواهد شد
ــاران    ــادي و همكــ ــزارش آذرآبــ ــاس گــ اســ

)Azarabadi et al., 2017 (   كه كـاهش تظـاهر
ــده  POXو  Catدو ژن  ــب كدكننــ ــه ترتيــ ، بــ

هــاي كاتــالاز و پراكســيداز تنهــا در رقــم   آنــزيم
زني با باكتري  هاروسوئيت در ساعات بعد از مايه

ــل  ــاق   عام ــد، در انطب ــزارش كردن ــاري را گ بيم
ها  ليكن در اين بررسي رفتار تظاهر اين ژن. است

در ارقام متمايز و مقاوم نظير رقم درگـزي مـورد   
در بررسـي عرفـاني و   . بررسي قرار نگرفته اسـت 

روي بررسـي  ) Erfani et al., 2014(همكـاران  
هاي كاتلاز و پراكسـيداز در ارقـام    فعاليت آنزيم

زني بـا عامـل بيمـاري آتشـك      پي مايه گلابي در
 اي، مشـاهده شـد كـه فعاليـت     در شرايط گلخانـه 

بسيار متحمل  رقم در و پراكسيداز كاتالاز آنزيم
 ارقـام  بـا  مقايسـه  در داري معني اختلاف درگزي
دورة  طـــول محمـــدعلي و ويليـــامز در حســـاس

 زنـي،  مايـه  از بعد ششم روز در و زني داشت مايه
 حـداكثر  ها در رقم درگزي بـه  آنزيمفعاليت اين 

بر اسـاس ايـن تحقيـق، در ايـن دوره     . رسيد خود
زماني، فعاليت دو آنزيم فوق افزايش چنداني در 

ايـن رفتـار   . رقم نيه مقـاوم هاروسـوئيت نداشـت   
متضــاد آنــزيم كاتــالاز و پراكســيداز در دو رقــم 
ــاوم درگــزي در    ــاوم هاروســوئيت و مق نيمــه مق

بيمـاري آتشـك، بيـانگر     واكنش به حمله عامـل 
اتخاذ دو استراتژي متفاوت در دو رقـم فـوق بـه    
منظور ايجاد سد دفاعي در مقابل حملـه بـاكتري   

E. amylovora چنانچـه مشـاهده الگـوي    . است
ــت ــكل    باف ــده در ش ــاهده ش ــناختي مش ــز  7ش ني

ــريع      ــام و سـ ــترش زودهنگـ ــر گسـ ــدي بـ مويـ
هـاي سـاقه رقـم     پراكسيدهيدروژن در كليه بافت

ســـاعت از  24وئيت بلافاصـــله پـــس از هاروســـ
حضور باكتري بود، در حالي كه اولـين رد قابـل   
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توجه و نسبتاً شديد ايـن گونـه فعـال اكسـيژن در     
زنـي بـه    سـاعت پـس از مايـه    96رقم درگزي تـا  

  .تاخير افتاد
  

  توليد و گسترش راديكال هيدروكسيل

راديكل هيدروكسيل به عنوان يك راديكـال  
در ) Necrogenic(نكـروز  مضر و ايجـاد كننـده   

هاي زنـده و از جملـه بافـت گياهـان عمـل       بافت
مقابلـه و  همچنـين گياهـان راهـي بـراي     . كند مي

كاهش سطح اين راديكل پس از توليد با استفاده 
هاي آنزيمي نداشته و تنها راه مبـارزه بـا    از روش

ايـن   اثر مخـرب توليـد آن، جلـوگيري از توليـد    
در اين ). Bhattacharjee, 2011( است راديكال

بررسي با توجه به توليد زيادتر پراكسيدهيدروژن 
 هـاي  هاي رقم هاروسـوئيت، و گـزارش   در بافت

در هاي كاتالاز و پراكسـيداز   تر آنزيم فعاليت كم
هـاي پـس از حملـه بيمـاري آتشـك       سـاعت  پي

)Azarabadi et al., 2017(  ــار توليــد ، انتظ
وكسيل در اين رقـم و  تري از راديكال هيدر بيش

رفت كه نتايج  تر آن در رقم ويليامز مي توليد كم
،تاييد كننده اين مطلـب   8مشاهده شده در شكل 

همچنين با توجه به تـاخير در ميـزان توليـد    . است
در رقم مقاوم درگزي، انتظـار   پراكسيدهيدروژن

ترين تاخير در توليـد راديكـل هيدروكسـيل     بيش
رد نيـز مويـد ايـن مطلـب     بود كه نتايج در اين مو

از سوي ديگـر، چنانچـه ذكـر شـد انتظـار      . است
رود حضور و پيشرفت راديكال هيدروكسـيل   مي

تـرين   هـا، بـيش   به دليل اثر مخرب آن روي بافت
مطابقت را با الگـوي ظهـور و توسـعه نكـروز در     

هاي ميزبان داشته باشد كه دقيقاً دو الگـوي   بافت
ــكل    ــده در ش ــاهده ش  ــ 8مش ــراي توس ــن ب عه اي

براي ظهور و پيشرفت نكروز  2راديكال و شكل 
در ايـن رابطـه،   . داراي انطباق صددرصد نيسـتند 

در رقم هاروسوئيت زودترين گسترش راديكـال  
ــا شــدت نســبتاً   هيدروكســيل در طــول بافــت و ب
زيادتر در مقايسه با ديگر ارقام ديـده شـد كـه بـا     
ي توجه به تاخير بروز علائم در اين رقم و از طرف

نقــش نكــروززاي ايــن راديكــال، ايــن نتــايج      
دهنــده ايــن اســت كــه تنهــا فــاكتور توليــد  نشــان

راديكال هيدروكسيل به عنوان معيـاري منحصـر   
هـاي مـورد    به فرد بـراي ظهـور نكـروز در بافـت    

شــايد ســاختارهاي . تحقيــق عمــل نكــرده اســت 
هـاي فعـال    دفاعي غيرآنزيمي در برابـر راديكـال  

ــواع ت ــر انــ ــيژن، نظيــ ركيبــــات فنلــــي و اكســ
ها و يا تركيبـاتي نظيـر اسـيد     هاي آن زيرمجموعه

زائــي شــديد ايــن  آســكوربيك مــانع از خســارت
تـر از   راديكال و تاخير در بروز نكروز زودهنگام

دو رقــم . رقــم ويليــامز در ايــن رقــم شــده باشــد 
ويليامز و درگزي نيـر بـا توجـه بـه تـاخير توليـد       

اروسوئيت، پراكسيدهيدروژن در مقايسه با رقم ه
ــم  ــد ك ــيل در    تولي ــال هيدروكس ــري از راديك ت

  ).8شكل (هاي خود نشان دادند  بافت
بر پايه نتـايج ايـن تحقيـق، ارزيـابي مقاومـت      
ارقام گلابـي بـه بيمـاري آتشـك در دو شـرايط      

هاي متفـاوت،   اي با شاخص شيشه و گلخانه درون
. پذير اسـت   ديگر امكان ليكن قابل مقايسه با يك

ــرايط درون    ــه در ش ــورت ك ــدبن ص ــه ب اي  شيش
هــا و در  چــه ســرعت پيشــرفت نكــروز در شــاخه
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و الگوي ) -•OH(پيشرفت راديكال فعال اكسيژن هيدروكسيل ) B(و شدت ) A(سرعت مقايسه  -8شكل 

سازي با  در ارقام گلابي مورد مطالعه پس از آلوده) C(هاي درون شيشه  چه هاي ساقه مشاهده شده در بافت
  زني ساعت پس از مايه 144در دوره زماني  Erwinia amylovoraعامل بيماري آتشك، 

Fig. 8. Comparison of velocity (A) and severity (B) of hydroxyl (OH•-) radical progress 
in the tissues of in vitro shootlets of studied pear cultivars and pattern of progress (C), 
following inoculation by fire blight causal agent, Erwinia amylovora, up to 144 h post 

inoculation period 

  
ــه اي، پيشــرفت نهــايي نكــروز در  شــرايط گلخان

ها به عنوان ملاك ارزيـابي بـوده و ايـن     سرشاخه
هــا بــا ميــزان مقاومــت مشــاهده شــده در   مــلاك

در ايـن رابطـه، رقـم    . شرايط باغي منطبـق اسـت  
درگزي يك رقم با سطح مقاومت بسيار بـالا بـه   

تـري بـه    بيماري بـوده كـه سـطح مقاومـت بـيش     

بيماري حتي نسبت به رقم هاروسوئيت كه با اين 
هدف مورد اصلاح و گزينش قرار گرفتـه اسـت   

تي كـه پيشـرفت نهـائي    دهـد، بـه صـور    نشان مـي 
نكروز در رقم درگزي بسيار محدود و اغلب بـه  

اي در محـل تزريـق بـاكتري، عامـل      صورت لكه
  .شود بيماري متوقف مي
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هـاي   ارزيابي توليد و الگـوي گسـترش گونـه   
مختلف راديكـال فعـال اكسـيژن در برابـر حملـه      
بيماري آتشك نشان دهنده الگوي تقريباً يكسان 

توليد راديكال سوپراكسيد بود،  ارقام در رابطه با
در حالي كـه توليـد پراكسـيدهيدروژن بـا سـطح      
تحمــل رقــم در برابــر بيمــاري و شــواهد ژنــي و  
آنزيمــي قبلــي گــزارش شــده در ايــن رابطــه در  

نتـايج همچنـين نشـان داد كـه     . انطباق كامل بـود 
ارقام گلابي ظاهراً از دو مكانيسم متفـاوت بـراي   

كنند كـه در   فاده ميتحمل به بيماري آتشك است
مكانيسم اول، با توليد زودهنگـام و بـيش از حـد    
زياد پراكسـيدهيدروژن، سـعي در مهـار بيمـاري     
كرده و در مكانيسم دوم تلاش در كـاهش بـيش   
از حــد زيــاد پراكســيدهيدروژن و جلــوگيري از  

. كننـد  توليد راديكـال مخـرب هيدروكسـيل مـي    
ز كه چگونه ارقـام متحمـل گـروه اول پـس ا     اين

ــه   ــديل آن ب ــاد پراكســيدهيدروژن و تب ــد زي تولي
راديكــال هيدروكســيل مــانع از اثــر مخــرب ايــن 

بـر اســاس  . شـوند، مشـخص نيسـت    راديكـل مـي  
هاي قبلـي انجـام شـده روي ارقـام مـورد       بررسي

رسد رفتـار مقـاومتي متفـاوت     بررسي، به نظر مي
توانـد ناشـي از    مشاهده شده در رقم درگزي، مي

و فاصـله ژنتيكـي زيـاد آن از    منشاء متفـاوت آن  
ارقام گلابي معمولي بوده باشد، لذا بـا توجـه بـه    
سطح مقاومت بالاي ايـن رقـم بـه بيمـاري، لازم     
اســت ديگــر ارقــام داراي منشــاء مشــابه بــا دقــت 

علاوه بـر ايـن،   . تري مد نظر قرار داده شوند بيش
هـاي انجـام شـده     شود در ادامه بررسي توصيه مي

ع آنزيمـــــي دفـــــاع روي ســـــاختارهاي دفـــــا
اكسيداتيو گياه در برابر حمله باكتري عامـل   آنتي

بيماري آتشك كه داراي انطباق زياد بـا الگـوي   
هـاي   هاي فعال بوده است، ساختار توليد راديكال

دفاع اكسيداتيو غيرآنزيمـي در دو سـطح تطـاهر    
ژن و بيوشيمايي نيـز بـا دقـت فـراوان بـه منظـور       

ــيش ــر مســيرهاي مقاومــت  شــناخت ب ــر  ت در براب
  .بيماري مورد مطالعه قرار گيرد
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