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 چکیده
اکسیداز و فنل فنلآمونیالیاز، پراکسیداز، پلی آلانین هاي فنیلتغییرات آنزیم ،Cupi4و  lipoxygenaseهاي در بیان ژن ندر این تحقیق اثر کیتوزا

ام پیپی 400و  100هاي صفر، ن منظور غلظتمورد بررسی قرار گرفت. بدی Pythium aphanidermatumآلوده به قارچ  میري خیاربوته کل در بیماري
تحت  و زنیمایه قارچ نشده با سوسپانسیو تیمار گیاهان ساعت، 24تصادفی مورد استفاده قرار گرفت. بعد از  کاملا حطر به روش کاربرد برگی در قالب

-نیطور معنسبت به شاهد به  نتیمار شده با کیتوزا نزایی در گیاهاداد که شدت بیماري نبررسی پیشرفت بیماري نشا .شدند نگهداري ايگلخانه شرایط
 ام کیتوزان بـه پیپی 400 و 100هاي غلظت که داد نشان تنش تحت گیاهان در اکسیدانت آنتی هايآنزیم فعالیت ارزیابی تغییراتداري کاهش یافت. 

-qRTبـا روش   نژ نشود. بررسی تغییرات بیانی میزساعت بعد از مایه 72و  48،  24هاي مورد مطالعه در فعالیت آنزیم افزایش باعث داريمعنی طور
PCR هـاي  ژن سـطح بیـان   سـاعت بعـد از آلـودگی باعـث افـزایش      48و  24هـاي زمـانی   استفاده شده در بـازه ن ن داد که هر دو غلظت کیتوزانشا

lipoxygenase و Cupi4 سالم آمدتواند به عنوان یک راهکار مدیریتی کاردهد که استفاده از کیتوزان میشود. نتایج این تحقیق به وضوح نشان میمی ،
 میري خیار در گلخانه مورد استفاده قرار گیرد. ر براي محیط زیست براي کنترل بیماري بوتهخطو بی

  
   Pythium aphanidermatum ,lipoxygenase, Cupi4،مقاومت سیستمیک اکتسابی ،: کیتوزانهاي کلیديواژه

 

 4 3 2 1 مقدمه
 Pythiumبیمـاري مـرگ گیاهچـه ایجـاد شـده توسـط قـارچ        

aphanidermatum (Edson) Fitzp  هاي مهاجم و یکی از بیماري
ایجاد شده  زنده هايرود. تنشبه شمار میجهان مخرب خیار در تمام 

همواره  هاي ویروسیعفونت یاو  هاي بیمارگرباکتري ها وقارچتوسط 
هـاي  گزینـه  .نـد دهتولید محصولات کشاورزي را تحت تاثیر قرار می

زي در برابر عوامل بیمـارگر  براي حفاظت محصولات کشاور یمختلف
کنتـرل  ، ارقـام مقـاوم   اسـتفاده از  هـا شـامل  گزینـه  وجود دارد. ایـن 

-می هاي شیمیاییخاکورزي و بهبود شرایط تناوب زراعی،، بیولوژیک
-آنتـی  عملکرد قارچ یک یا کشآفت مواد شیمیایی تقریبا تمامباشد. 

 غیراقتصادي اريتج در سطح استفاده از آنها اما بیوتیکی مستقیم دارند
زایی برخی از آنها به اثبات رسیده است. استفاده بـیش  و سرطان است

از حد آنها سبب ایجاد نژادهاي مقاوم بیمارگرها شده و ایـن موضـوع   
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هـاي  بنابراین، تلاشزا را دشوارتر کرده است. مبارزه با عوامل بیماري
سالم در هاي راهبردي زیست محیطی نامهقابل توجهی براي یافتن بر

هاي گیاهی انجام شده اسـت کـه سـبب حفـظ     زمینه کنترل بیماري
و مقاومـت   5مقاومت سیستمیک اکتسـابی  ).9( شودسلامتی بشر می
دو شکل مقاومت در گیاهـان هسـتند کـه سـبب      6سیستمیک القایی

شوند. ترکیبات و یـا  مقاومت و یا تحمل گیاه در مقابل بیمارگرها می
-شوند الیسیتور نامیده مـی اومت در گیاه میعواملی که سبب القاء مق

ضد  هايفعالیت زنده کیتوزان است کهغیریکی از الیستورهاي  .دنشو
فعالیت کشندگی کیتـوزان در  ). 33 و 31، 18( میکروبی متنوعی دارد

ــه  ــر گون ــارچ براب ــف ق ــاي مختل ــر  ه ــا نظی  Colletotrichumه
lindemuthianum در لوبیا و C. acutatum   همچنـین   ودر سـیب

نقش ضـد قـارچی،    رغمعلی). 26 و 12، 6( است ها مستنداوومیست
. فاعی را در گیاهان میزبان القاء کنددهاي مکانیسم تواندمیکیتوزان 

تیمار بذرهاي گندم با کیتوزان، مسیرهاي فنیل پروپانوئیدي را فعـال  
اسـیدهاي فنولیتیـک و لیگنـین در    کند و منجر به تجمـع بـالاي   می

انـد کـه   برخی محققـین گـزارش کـرده   ). 38شود (اي اولیه میهبرگ
                                                        
5- Systemic Acquired Resistance (SAR)  
6- Induced Systemic Resistance 
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، )8( در گنـدم  (PAL)آمونیالیـاز   آلانین فنیلکیتوزان سبب افزایش 
-β-1) و همچنین سبب القاء کیتیناز و 34(اسید جاسمونیک در برنج 

فراینـد   ندر جریـا ). 40شود (گلوکوناز در پرتقال و توت فرنگی می 3
دهد. به زایی رخ میهاي وابسته به بیماريتیئنآلودگی گیاه، سنتز پرو

هاي اکسیژن هاي اکسیداتیو گونهعنوان مثال پراکسیدازها که محرك
شوند. ها تولید میفعال هستند در فرایند تنفس سلولی و حمله پاتوژن

هایی مانند افزایش فعالیت آنزیمی پراکسیداز در کاهش شدت بیماري
ــه ــومی هندوان  oxyxporum f. sp. melonis ( پژمردگــی فوزاری

Fusarium( اي نخـود پوسیدگی قهـوه  و(Monilinia fructicola)  
آمونیالیـاز در واقـع یـک     آلانـین  فنیل ).22 و 21گزارش شده است (

). در میـان ایـن   15آنزیم کلیدي در متابولیسم فنیل پروپانوئید است (
ند که در فرایند کنها را سنتز میفنلهاي متابولیتی، گیاهان پلیروش

ها نامیده چوبی شدن و ترکیباتی با وزن مولکولی پائین که فیتوآلکسین
هاي مرتبط سنتز و تجمع پروتئین ن). میزا1روند (شوند به کار میمی

هاي زنـده و غیرزنـده تغییـر    تواند به وسیله محركزایی میبا بیماري
غیــربیمارگر)   کلی پس از شناسائی بیمـارگر (یـا عوامــل  بطورکند، 

صـورت موضـعی یــا    هـاي دفـاعی آن بـه   توسط میزبـان، مکـانیزم  
. تـاکنون عوامـل متعــددي در گیاهــان بــه    شودسیستمیک، فعال 

اند. از جملـه سـنتز و ترشــح  هاي دفاعی شناخته شدهعنوان مکانیزم
هاي ها، پروتئینترکیبات فنلی داخل و خارج سلول، سنتز فیتوالکسین

هاي غنی از اسیدهاي آمینه زایی، سنتز گلیکوپروتئینا بیماريمرتبط ب
نـام  را  1 گلیکوپروتئین غیــرمعمــول ماننــد هیدروکســی پــرولین

 هـاي پـروتئین  کننده کد هايژن مثل دفاعی هايژن بیان ).15( برد
-می به کار مقاومت هايشاخص از یکی بعنوان زاییبیماري با مرتبط

 در آن نقش کهباشد ها می، یکی از این ژنLipoxygenase ژن رود.
خیـار بـه    جملـه  از مختلـف  گیاهـان  در میکروبی عوامل به مقاومت

Alternaria cucumerinum،Didymella applanata ، 
Fusarium oxysporum و cinerea Botrytis  اسـت   شـده  اثبـات

دخیل عنوان ژن  به 2Cupi4 ژن نسایی و افزایش بیانااخیراً ش). 17(
در ). 30در مقاومت اکتسابی سیستمیک در خیار گزراش شـده اسـت (  

این تحقیق، اثر کیتـوزان در القـاء مقاومـت اکتسـابی خیـار در برابـر       
Pythium aphanidermatumهاي وابسته به ، آنالیز تجمع پروتیئن

زایی و همچنین بیان چند ژن مرتبط با مقاومت در گیاه خیـار  بیماري
  ار گرفت.مورد بررسی قر

  
  هامواد و روش

 کاشت گیاه و تیمارهاي کیتوزان
) به بیماري مرگ گیاهچه F1(بذر  S-2862حساس خیار رقم از 

                                                        
1- Hydroxyproline Glycoprotein (HPRG) 
2- Cucumber pathogen-induced 4 

سازي گیاه استفاده شد. مخلوط خاك جهت کشت و آماده ،در گلخانه
، قبل از استفاده، با 1: 1شامل خاك بکر و ماسه شسته شده به نسبت 

اتمسفر به مـدت یـک سـاعت     یک و فشار C˚121 اتوکلاو در دماي
جهت تحریک  کیتوزان امپیپی 400و 200، 0هايغلظت سترون شد.

گیاه و القاء مقاومت در حضور عامل بیمارگر به صـورت اسـپري روي   
 در آزمـایش  ). این23استفاده شد ( يادو هفته هايهاي گیاهچهبرگ
  شد. جامان هر تیمار تکرار براي با چهار کاملاً تصادفی طرح قالب

  
  زاییتلقیح و بیماري تهیه مایه

ــارچ   ــتاندارد ق ــه اس  Pythium aphanidermatum از جدای
(Edson) Fitzp  هـاي گیـاهی   تهیه شده از موسسه آفات و بیمـاري

منظور تهیه مایـه تلقـیح    بهاستفاده شد.  تلقیح مایه تهیه جهت نایرا
قـارچ   هنپرگزایی، قطعاتی از محیط کشت حاوي جهت آزمون بیماري

منتقـل و جهـت    CMA3 حاوي محیط کشت جامـد  تشتک پتريبه 
عـدد بـذر ضـدعفونی شـده      20تعـداد   تحریک قارچ به رشد سـریع، 

 به داخل گرم هاي پتريتشتکشاهدانه به محیط اضافه گردید. سپس 
هاي مرتب بـا  منتقل شدند. پس از بازبینی C˚1± 25خانه در دماي 

هاي قـارچ، از  انه توسط میسیلیوممشاهده کلنیزه شدن بذرهاي شاهد
آنها جهت تلقیح در هر گلدان مورد استفاده قرار گرفت. بدین وسـیله  

 3 -2ها، ابتدا اطراف طوقه هر گیاهچه در مرحله جهت تلقیح گیاهچه
از خاك، سه عدد بذر شـاهدانه قـرار    متريبرگی در عمق یک سانتی

پـس از  ). 37( شـد وسیله ماسه استریل پوشـانده  ه داده شد و سپس ب
منظور افزایش رطوبت محیط، روي گیاهان و سطح گلدان  زنی، بهمایه

پاشی صورت گرفت و پوشش پلاستیکی سلوفان روي  با آب مقطر مه
درصـد   95آنها کشیده شد. رطوبت نسبی در زیر پوشش پلاسـتیکی  

سـاعت پوشـش پلاسـتیکی برداشـته شـده و       72حفظ شـد. پـس از   
برداري از رطوبت طبیعی نگهداري شدند. یادداشتها در دما و گیاهچه

  روز انجام شد.  30ها دو هفته بعد از تلقیح به مدت نمونه
  
  هاي بیوشیماییتست

  ارزیابی تغییرات فنل کل گیاه
 درون بافـت ریشـه   گـرم  یک فنلی، از ترکیبات استخراج جهت

 10 شـد و سـپس   گیريعصاره نیتروژن مایع درون در و چینی هاون
حاصـله از دو   گردید. مخلوط اضافه آن درصد به 80 لیتر متانولیمیل

 نگهداري کارتیمک هايشیشه شده و در عبور داده ململ پارچه لایه
. سـانتریفوژ شـد   دقیقـه  5مـدت   به g 4000در حاصل شدند. عصاره

 از رسـوب  کـه  ترکیبات فنلی اسـت  حاوي هالوله داخل رویی بخش
 10 درب دار هـاي در لولـه  بعـدي  اتو جهت آزمایش ـ شده جدا بافتی

                                                        
3- Corn Meal Agar, Merck, Germany 
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بـراي تهیـه    گراد نگهداري شدسانتی درجه -20 دماي لیتري درمیلی
منحنی استاندارد جهت ارزیابی میزان فنل کل از اسید کافئیک استفاده 

  ). 42شد (
  

  آنزیمی  گیري جهت سنجش فعالیتعصاره
جهت سنجش فعالیت آنزیمی، نیم گرم بافـت گیـاهی ریشـه در    

لیتر چینی با استفاده از نیتروژن مایع پودر شد. سپس یک میلی هاون
به آن اضافه و کاملا مخلوط شد. مولار  1/0بافر نمونه فسفات سدیم 

به  g 13000 لیتري منتقل و درمخلوط حاصل به میکروتیوب دو میلی
گراد سانتریفوژ شد. مـایع رویـی در   درجه سانتی 4دقیقه در  20مدت 

  ).39گراد نگهداري شد (درجه سانتی -20
  

  سنجش پروتئین کل محلول 
 آلبـومین  سرماز و استفاده برادفورد روش با کل پروتئین محتواي

-بدین منظور یک میلی). 2( شد گیرياستاندارد اندازه عنوان به گاوي
میکرولیتر عصاره آنزیمی پس از  100لیتر از محلول برادفورد به همراه 

داده شـد و جـذب    سـنج قـرار  اه طیـف مخلوط شدن کامل، در دسـتگ 
حسب  نانومتر ثبت شد. غلظت پروتئین بر 595محلول در طول موج 

  گرم بر گرم بافت تازه با استفاده از منحنی استاندارد محاسبه شد.میلی
 

  سنجش فعالیت آنزیم پراکسیداز
براي سنجش فعالیت پراکسیداز از سوبستراي پیروگالل اسـتفاده   

لیتـر  میلـی  5/1گیري فعالیـت ایـن آنـزیم، مقـدار     ازهمنظور اندشد. به
 5/0لیتـر عصـاره آنزیمـی و    میلـی  5/0پیروگالل تهیه شده به همراه 

درصد مخلوط شد. تغییرات جذب نور  1لیتر هیدروژن پراکسیداز میلی
مدت یک دقیقه  هاي تهیه شده بهنانومتر در محلول 420 با طول موج

  ).25ید (توسط دستگاه طیف سنج ثبت گرد
  

 ارزیابی فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز
جهت سنجش فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز محلول واکـنش از  

لیتـر بـافر   میلـی  8/2لیتر تهیه شد ( عصاره گیاهی در حجم سه میلی
مولار میلی 3/0میکرولیتر پیروگالل  100مولار، میلی 25فسفات سدیم 

تغییرات جذب نور توسـط دسـتگاه   میکرولیتر عصاره آنزیمی).  100و 
گیري شد. فعالیت آنزیمی بر نانومتر اندازه 420سنج در طول موج طیف

 ).5گرم پروتئین محاسبه گردید (حسب واحد آنزیمی در دقیقه در میلی
  

 1ارزیابی فعالیت پلی فنیل آلانین

فنیل  -نس اسید سینامیک از الفعالیت آنزیمی از طریق تولید ترا
                                                        
1- Phenylalanine ammonia lyase (PAL) 

گـردد.  شود تعیین مـی گیري میسنج اندازهبا دستگاه طیف نین کهآلا
لیتر بـافر  میلی 5/0لیتر عصاره آنزیم، میلی 4/0محلول واکنش شامل 

 12فنیـل آلانـین (  -لیتـر ال  میلی 5/0و   8/8pH مولار با 1/0برات 
دقیقه انکوبـه   30گراد به مدت درجه سانتی 30میلی مولار) در دماي 

سـنج  بـا اسـتفاده از دسـتگاه طیـف     nm 290در شد. فعالیت آنزیمی 
هاي ترانس سـینامیک  صورت مولآنزیمی به فعالیتگیري شد. اندازه

 هـا بـا  همه نمونه جذب). 7گرم وزن تر/ ساعت بیان شد (اسید/میلی
 هـا شدند و داده خوانده )Unico, USA( سنجطیف دستگاه از استفاده

سـاعت) و   48و  24، 0( نافاکتوریل با فاکتور زم ـ آزمایش اساس بر
 تصـادفی بـا سـه    کاملأ ام) در قالب طرحپیپی 400و  100غلظت (

 قـرار  آنـالیز تحـت   SPSS افزارنرم از استفاده هر تیمار با تکرار براي
ها در سطح یک درصـد بـا آزمـون حـداقل تفـاوت      میانگین و گرفتند
   شدند. مقایسه )LSDدار (معنی

  
 ژن بیان کمی گیرياندازهو  RNAاستخراج 

 سـاعت  24 پرایمینگ، اعمال از پیش مرحله در RNAاستخراج 
زنی قـارچ در  مایه از بعد ساعت 72 و 48 هايدوره و پرایمینگ از بعد

هـاي  گرم از برگ 50برگی گیاه انجام شد. بدین منظور  4 -3مرحله 
مربوط به هر تیمار با استفاده از ازت مایع در داخل هاون چینی پودر و 

 Cinnapure RNAبــا اســتفاده از کیــت تجــاري  RNAســتخراج ا
العمل شرکت سازنده انجام شد. کیفیت ر(شرکت سیناژن) و طبق دستو

 1به ترتیب بـا اسـتفاده از ژل آگـارز     mRNAهاي و کمیت مولکول
 ,Scandrop)سـنجی بـا دسـتگاه اسـکن دراپ    درصد و روش طیـف 

Analytika, Germany) هـاي  ول از مولکولانجام شد. سنتز رشته ا
 Steps RT-PCR kit-2بـا اسـتفاده از کیـت     mRNAاي تک رشته

)Inc. Vivantis (انجام گردید. 
  

 بررسی میزان بیان ژن
هاي مورد مطالعه در حالت القاء مقاومت در گیـاه  بررسی بیان ژن

سـنجی بـا اسـتفاده از    تحت تنش بیماري با استفاده از روش کمیـت 
 ,Curbet3000)اخت شــرکت کوربــتدســتگاه لایــت ســایکلر ســ

Australia)     میکرولیتـر در   20انجام شد. محلول واکنش بـا حجـم
 50میکرولیتر ( 2هاي مخصوص تهیه گردید. این محلول شامل تیوب

پیکومولار) (جدول  20، یک میکرولیتر از هر آغازگر (cDNAنانوگرم) 
 Hot )  (Biotium, Inc., Hayward CA, USAمیکرولیتر  10)، 1

Tag EvaGreen qPCR premix  و حجم محلول واکنش با استفاده
میکرولیتـر   20بـه   RNaseاز آب مقطر دو بار تقطیر عاري از آنـزیم  

هـاي  چرخـه  تنظیم و براي انجام واکنش مورد استفاده قـرار گرفـت.  
به  C94°چرخه  40دقیقه و  15به مدت  C94°حرارتی واکنش شامل 

ثانیـه   30به مـدت   C72°ثانیه و  20دت به م C60° ثانیه، 20مدت 
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تنظیم گردید. هـر آزمـایش در چهـار تکـرار بیولـوژیکی و دو تکـرار       
هـاي هـر   هاي حاصل از سطح آستانه چرخـه تکنیکی انجام شد، داده

و معادله زیر تجزیه و آنـالیز شـدند    Pffaflواکنش با استفاده از روش 
)29.(  

Ratio =
براساس رانـدمان واکـنش   در این معادله نسبت سطح بیان ژن هدف 

و  (GHK)و مرجـع   (GOI)بـراي ژن هـدف    (E)اي پلیمراز زنجیره
یا محل برخورد نمودار خطی تکثیر بـا   (CP) ) نقطه تقاطعΔتفاوت (

 یک نمونه در مقابل کنتـرل  (Ct)خط مربوط به سطح آستانه تکثیر 

-). آنالیز داده29 و 20شود () محاسبه می(
هـاي  که تخصصـی داده  REST 2009آمده با نرم افزار هاي بدست 

 .باشد انجام گرفتمی Real time PCRخروجی 

 
 Actin وLipoxygenase ، Cupi4هاي ژن تکثیر جهت Real Time PCRواکنش  در شده استفاده آغازگرهاي - 1جدول 

Table 1- Primers used in Real Time PCR to amplification of Lipoxygenase, Cupi4 and Actin genes 
 شماره دسترسی
(Accession no.) 

 تکثیري طول قطعه
(Fragment length) 

 توالی آغازگر
(Primer sequence) 

 نام ژن
(Name of gene) 

U36339  66 Forward5'-GAGAGCGTAAGGAATGGGATAGAA-3' 
Reverse5'-CACCGGGTTCGGAAAGG-3' Lipoxygenase 

DQ482461 180 Forward5' -TCACTGTGGTGTGTGCTCTC-3' 
Reverse5'-ACTCAAGCCATTGCCTTC-3' Cupi4 

DQ115882 
 117 Forward5'-GAAGGAATAACCACGCTCAG-3' 

Reverse5'-ACACAGTTCCCATCTACGAG-3' Actin 

 
   گیرينتیجه

  هاي مختلف کیتوزان روي شدت بیماري تاثیر غلظت
 زایی در گیاهان تیمار شـده بـا کیتـوزان در هـر دو    شدت بیماري

 400 غلظتداري کاهش یافت. غلظت به کار برده شده به طور معنی
داد.  نشـان  بیمـاري  این کنترل در را تأثیر بیشترین ماده ام اینپیپی

داري یتوزان و پاتوژن رشد کردند به طور معنیگیاهانی که در حضور ک
سالم باقی ماندند و علائم بیماري را در طـول دوره آزمـایش نشـان    

اي به خوبی رشد کرده بود و هیچ گونه علائمـی  ندادند. سیستم ریشه
که گیاهانی که تنها با بیمارگر تلقیح شـده  را نشان نداده بود در حالی

ساعت از تلقیح نشان دادنـد. از روز   24 بودند علائم بیماري را پس از
سوم گیاهان از بین رفتند و یا سطح بالایی از پوسیدگی ریشه را نشان 

  ).2(جدول  دادند
  

  
هاي متفاوت روي شدت تاثیر کاربرد کیتوزان با غلظت - 2جدول 

 زاییبیماري
Table 2- The effect of Chitosan application with different 

concentration on disease severity 
 تیمارها

Treatments 
زاییشدت بیماري  

(Disease severity) 
0 4a* 

100 67.2b 
400 1.567b 

در سطح یک  LSDاند در آزمون تیمارهایی که با حروف مختلف نشان داده شده *
  دار هستنددرصد داراي اختلاف معنی

*The treatment that has been showed with different letter in LSD test 
has significantly different at the 1% level 

 
  میزان محتواي فنل کل

 هاي تیمـار بوته هايریشه در فنلی ترکیبات مقدار ارزیابی نتایج
هاي تیمار شده بـا  بوتهشود. مشاهده می 3 جدول در کیتوزان با شده

 فنل تجمع حداکثر .عصاره گیاهی شد در فنل تجمع منجر به کیتوزان
 قـارچ  زنـی مایه از پسساعت  72ام کیتوزان در پیپی 400 در تیمار

و پس از گذشت این زمان فعالیت آن کمی  شد مشاهده عامل بیماري
 اماکاهش یافت ولی در سطوح بالاتر در طول دوره آزمایش باقی ماند. 

-مایه از ساعت پس 48 تا فنولی مقدار ترکیبات گیاهان شاهد آلوده در
داري بعد از آن تغییر معنی یافته ولی افزایش بیماري عامل قارچ زنی

 گیاهـان  در این ترکیبات در میزان فنل کل آنها مشاهده نشد. میزان
 شـاهد  در آن میـزان  از داري بیشترمعنی بطور کیتوزان با شده تیمار
 دوره سـاعات  از اولـین  فنولی ترکیبات میزان تیمار این بود در آلوده
 رونـد  بیمـاري  عامل زنی قارچمایه از پس ساعت 72تا  بررسی مورد

 72 تا نیز کیتوزان امپییپ 200 در تیمار افزایشی داشت. روند افزایشی
  شد.  مشاهده ساعت پس از تلقیح

 
  ارزیابی مقدار پروتیئن کل

محتواي پروتئین در گیاهانی که تنها با پاتوژن تلقیح شده بودنـد  
ي در مقایسه با گیاهانی که کیتوزان نیز تلقـیح شـده   داربه طور معنی

بودند کاهش داشت. بیشترین مقدار پروتئین کل در گیاهـانی کـه بـا    
ساعت پس  96ام و در پیپی 400کیتوزان تلقیح شده بودند در غلظت 

  ).4از کاربرد کیتوزان بود (جدول 
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 هاي خیاردر بوتههاي مختلف کیتوزان روي فعالیت فنل کل اثر غلظت - 3جدول 

Table 3- The effect of different concentration of Chitosan on phenol activity in cucumber seedlings 
 زنیساعت پس از مایه

(Hours post inoculation) 
 
 

 غلظت (پی پی ام)
Concentration (ppm)  96 72 48 0 

0.44d 0.2033f* 0.4133d 0.4733d 0 

0.58b 0.31e 0.5167c 0.6b 100 
0.59b 0.41d 0.61ab 0.67a 400 

 
  دار هستنددر سطح یک درصد داراي اختلاف معنی LSDاند در آزمون تیمارهایی که با حروف مختلف نشان داده شده *

*The treatment that has been showed with different letter in LSD test has significantly different at the 1% level 
 

 خیار هايبوته در روي پروتیئن کل کیتوزان هاي مختلفاثر غلظت - 4 جدول
Table 4- The effect of different concentration of Chitosan on total protein in cucumber seedlings 

 زنیساعت پس از مایه
(Hours post inoculation) 

 
 

ام)پیغلظت (پی  
Concentration (ppm)  96 72 48 0 

0.24g 0.23g* 0.22g 0.21g 0 

0.69c 0.56d 0.47e 0.4067fb 100 
2.37a 1.1b 0.681c 0.53d 400 

  دار هستند  در ازمون دانکن در سطح یک درصد داراي اختلاف معنی اند  شدهتیمارهایی که با حروف مختلف نشان داده  *
*The treatment that has been showed with different letter in LSD test has significantly different at the 1% level 

 
  آنزیم پراکسیداز فعالیت

در این مطالعه، فعالیت پراکسیداز پس از تلقیح با کیتوزان در هـر  
ساعت پس از تیمار گیاهان بـا   96دو غلظت افزایش یافته است و در 

-ر مقدار خود رسید. در حالیام به حداکثپیپی 400کیتوزان در غلظت 
زا هاي خیاري که فقط با عامل بیمـاري که فعالیت پراکسیداز در نهال

تر بود. فعالیت پراکسیداز در تیمارهایی که کوبی شده بودند پایینمایه
کیتوزان دریافت کرده بودند به تدریج افزایش یافـت و بـه بـالاترین    

لقیح رسـید (جـدول   ساعت پس از ت 96سطح خود نسبت به شاهد در 
5 .(  

  فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز
هاي خیار سبب افزایش فعالیت پلی فنل تیمار با کیتوزان در نهال

هـاي تلقـیح شـده بـا     اکسیداز شد. فعالیت پلی فنل اکسیداز در نهال
 400ساعت پس از تلقیح در غلظـت   96کیتوزان به همراه پاتوژن در 

هاي تیمار شده با کیتـوزان بـه همـراه    الام به حداکثر رسید. نهپیپی
که در پاتوژن افزایش فعالیت پلی فنل اکسیداز را نشان دادند در حالی

کـوبی شـده بودنـد بـه طـور      زا مایهگیاهانی که فقط با عامل بیماري
  ).6داري کاهش مقدار پلی فنل اکسیداز مشاهده شد (جدول معنی

  
 هاي خیاربوته پراکسیداز در روي فعالیت آنزیم کیتوزان هاي مختلفاثر غلظت - 5 جدول

Table 5- The effect of different concentration of Chitosan on peroxidase enzyme activity of cucumber seedlings 
 ساعت پس از مایه زنی

(Hours post inoculation) 

 
 

  ام)پیغلظت (پی
 Concentration (ppm) 

96 72 48 0 

43e 41e 40e 38e 0 
82c 88bc 64d 40e 100 
116a 94b 90bc 87bc 400 

  دار هستند  در سطح یک درصد داراي اختلاف معنی LSDاند در آزمون تیمارهایی که با حروف مختلف نشان داده شده *
*The treatment that has been showed with different letter in LSD test has significantly different at the 1% level 
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  هاي خیارپلی فنل اکسیداز در بوته آنزیم روي فعالیت کیتوزان هاي مختلفاثر غلظت - 6 جدول
Table 6- The effect of different concentration of Chitosan on polyphenoloxidase enzyme activity of cucumber seedlings  

 زنیساعت پس از مایه
(Hours post inoculation) 

 
 

 ام)پیغلظت (پی
Concentration 

(ppm)  
96 72 48 0 

18h 21g 21g 18gh* 0 

42ef 

 
44e 37f 19gh 100 

235b 197a 158c 143d 400 
 

  دار هستند  اند در ازمون دانکن در سطح یک درصد داراي اختلاف معنی  تیمارهایی که با حروف مختلف نشان داده شده *
*The treatment that has been showed with different letter in LSD test has significantly different at the 1% level 

  
   PAL هاي مختلف کیتوزان بر فعالیت آنزیمثیر غلظتأت

 بـا  شـده  هـاي تیمـار  بوتـه  درPAL آنزیم  فعالیت بررسی نتایج
 ،48 در آنزیم نای فعالیت شود. میزانمشاهده می 6 جدول در کیتوزان

میزان  بالاترین به بیماري عامل قارچ زنیمایه از پس ساعت 96و  72
 ايقابل ملاحظه تأثیر کیتوزان رفته به کار غلظت دو هر رسید. خود
هـاي  نهـال در  کهدر حالی داشتند آنزیم این فعالیت میزان افزایش در

  ).7روند کاهشی داشت (جدول  PAL شاهد آلوده فعالیت
  

  Real-time PCR  کنشوا
 اساسی فاکتورهاي از اتصال آغازگر مرحله دماي و آغازگر مقدار

 شرایط .وندشمی محسوب time PCR-Realکردن واکنش  بهینه در
و  ممکن حالت بهترین در واکنش که بازدهی شد فراهم طوري بهینه
 با امر این که نشود واکنش تولید طول در غیراختصاصی محصول هیچ

شـد   تائیـد  منفـرد)  ذوب پیـک  یک (مشاهده منحنی ذوب از استفاده
  ).1(شکل 

 بـر  مبتنی Real Time PCRدر  آستانه چرخه ايمقایسه روش
 است نمونه کنترل با مقایسه در آزمایش نمونه آستانه چرخه تغییرات

-می گیرياندازه قابل اولیه نمونه تعداد نسخه نسبت آن کمک با که
 ـ  .باشد  هـاي ژن بـراي  آرسـی واکـنش پـی   دماندر این آزمـایش ران

Lipoxygenase، Cupi4 وActin   1/95و  5/95، 3/95 ترتیـب  بـه 
لازم  اعتبـار  از آسـتانه  چرخه ايمقایسه از روش بود. بنابراین استفاده

 اساس که بر داد نشان واکنش این از حاصل نتایج باشد.می برخوردار
 Cupi4 و Lipoxygenase هاي ژن نسبی بیان میزان LSD آزمون

افـزایش   کنتـرل  گیاهـان  بـه  نسبتکیتوزان  با شده تیمار گیاهان در
 عنوان). به3و  2هاي است (شکل داشته درصد 1داري در سطح معنی
-نمونـه  هـاي تمام زمـان  در کنترل گیاهان در هاژن این بیان شاهد

- ژنو نتایج نشان داد که میزان بیان  گرفت قرار ارزیابی مورد برداري
-در گیاهان شاهد براي تمامی زمان Cupi4و  Lipoxygenaseهاي 

 در داريکه افزایش معنـی برداري یکنواخت است در حالیهاي نمونه
 اینافتاد.  کیتوزان اتفاق شده با تیمار ها در گیاهانبیان این ژن میزان

 48و در  گردیـد  شروعبعد از اسپري کردن  ساعت 24 از افزایش بیان
 بعدساعت  72در  به حداکثر خود رسید واسپري کردن  ساعت بعد از

-پی 400و  100کیتوزان در دو غلظت کاهش نسبی داشت.  تلقیح از
داري در افزایش بیان هر دو ژن مورد بررسی داشت و ام تاثیر معنیپی

- پی 400ساعت از بعد از اسپري کردن، غلظت  48و  24هاي در زمان
ام در پـی  پـی پی 100نسبت به غلظت ام افزایش بیان بیشتري را پی

  .داشت

  
 خیار  هايبوته در )PAL( فنیل آلانین لیاز آمونیاك در فعالیت آنزیم کیتوزان اثر - 7جدول 

Table 7- The effect of different concentration of Chitosan on phenylalanine ammonia (PAL) enzyme activity of cucumber 
seedlings 

 زنیت پس از مایهساع
(Hours post inoculation) 

 
 ام)پیغلظت (پی

Concentration 
(ppm)  

96 72 48 0 

0.3133d 0.481bc 0.5483bc 0.46c* 0 
0.62a 0.64a 0.56434a 0.5bc 100 
0.67a 0.67a 0.65a 0.53b 400 

  دار هستندک درصد داراي اختلاف معنیدر سطح ی LSDاند در ازمون تیمارهایی که با حروف مختلف نشان داده شده*
*The treatment that has been showed with different letter in LSD test has significantly different at the 1% level 
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  Actin و Lipoxygenase، Cupi4 هايژنآنالیز منحنی ذوب  –1شکل 

Figure 1- Thermal melting curve analysis of Lipoxygenase, Cupi4 and Actin genes 
 

 
بعد از اسپري کردن کیتوزان با  ساعت 72 و 48 ، 24 صفر، زمان: آلودگی از قبل زمانی فواصلدر Lipoxygenase  ژن بیان تغییرات - 2شکل 
در سطح یک درصد داراي  LSDاند در ازمون ام). تیمارهایی که با حروف مختلف نشان داده شدهپیپی 400و 100هاي مختلف (صفر، غلظت

 دار هستنداختلاف معنی
Figure 2– The fold change of Cupi4 gene expression at time interval before infection: Zero time, 24, 48 and 72 hours after 

Chitosan spraying with different concentration (0, 100 and 400 ppm). 
*The treatment that has been showed with different letter in LSD test has significantly different at the 1% level 
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هاي بعد از اسپري کردن کیتوزان با غلظت ساعت 72 و 48 ، 24 صفر، زمان : آلودگی از قبل زمانی فواصلدر Cupi4  ژن بیان تغییرات - 3 شکل

دار در سطح یک درصد داراي اختلاف معنی LSDاند در ازمون . تیمارهایی که با حروف مختلف نشان داده شدهام)پیپی 400و 100مختلف (صفر، 
 هستند

Figure 3– The fold change of Cupi4 gene expression at time intervals before infection: Zero time, 24, 48 and 72 hours after 
chitosan spraying with different concentration (0, 100 and 400 ppm). *The treatment that has been showed with different 

letter in LSD test has significantly different at the 1% level 
  

 48ام در پـی پـی  400دهد که کیتوزان با غلظت نتایج نشان می
 ـ       .Pوده بـه  ساعت بعـد از اسـپري کـردن آن روي گیاهـان خیـار آل

aphanidermatum    ــان در ژن ــزان بی ــترین می ــبب بیش هــاي س
Lipoxygenase و Cupi4 شود.می  

  
  بحث 

نقش کیتوزان به عنوان یک محـرك خـارجی در   تحقیق ن در ای
القاء مقاومت در خیار آلوده به بیماري مرگ گیاهچه مورد بررسی قرار 

و  میري خیاروتهبیماري ب در دفاعهاي مربوط به فعالیت آنزیمگرفت. 
عوامل بیمـارگر مـورد   برابر  ،نین دو ژن مسئول مقاومت در خیارهمچ

-محـرك  یکی از ،زابیماري. آلودگی گیاه با عوامل بررسی قرار گرفت
در  .شوندرو میغالباً با آن روبه گیاهان است که زااسترس عمده هاي

بیمارگر  گیاه علیهدفاعی  هايآنزیم، میزان هاي زیستیتنش پاسخ به
 بیـان  افـزایش  و اولیـه  اي خواهد یافـت. سـطح  بل ملاحظهاافزیش ق

به عوامـل   مقاومت گیاه یک ویژگی مهم از دفاعی مختلف هايآنزیم
پلـی فنـل    و ، پراکسـیداز PAL از جمله آنزیمی زا است. منابعبیماري
دستخوش تغییرات پاتوژن  -میزبانی فعل و انفعالاتدر طول  اکسیداز

نتـایج ایـن    .ومت سیستمیک گیاه را بدنبال خواهند داشـت شده و مقا
 .Pبا  قیحو تل هاي خیار با کیتوزانگیاهچه تحقیق نشان داد که تیمار

aphanidermatum  ــع ــزان تجم ــزایش می ــبب اف ــطح س ، PAL س
نسبت به گیاهان کنترل  ترکیبات فنلیو  پلی فنل اکسیدازپراکسیداز، 

 هـاي ثانویـه  متابولیـت  انـواع  زسنت منجر به  PALشد. فعالیت آنزیم
 القـاء  و یـا هـا  فیتوالکسین القاء د که سببشودفاع گیاه می مربوط به

). 3شـود ( هـاي گیـاهی مـی   گونـه  در بسـیاري از  هافیتوآنتی سیپین
 همزمان با مقاومت القایی، شروع مطالعات متعدد نشان داده است که

پلی  و پراکسیداز ،PAL مانند دفاع مربوط به هايآنزیم هماهنگ بیان
گزارشات متعددي از القاء مقاومـت   نین). همچ35فنل اکسیداز است (

بسیاري از ). 28 و 10در گیاهان به وسیله کیتوزان گزارش شده است (
پـیش   به عنـوان عملکرد ضد میکروبی دارند و  گیاهی فنلی ترکیبات

 ،هـاي علامـت دهنـده   مولکـول  و یا ساختاريي مرهاپلی براي ماده
، PAL نقــش تفصــیلی، ). مطالعــات16و  14ناخته شــده اســت (شــ

 القـاء هـاي کلیـدي در   به عنوان مولفـه  را ترکیبات فنلی و پراکسیداز
بـه   هاي مختلفپاتوژن برخی گیاهان در برابر در مقاومت سیستمیک

هـاي  داده ). در این تحقیـق، آنـالیز  36 و 27است ( وضوح نشان داده
هاي وابسته بـه  سبب افزایش پروتیئن زانکیتوداد که  نتیئنی نشاپرو

کنندگان مختلـف  نتایج کارهاي مشابه با القاءکه با  هزایی شدبیماري
تواند به دلیل خاصیت ضد زایی می. کاهش علائم بیماريمطابقت دارد

هاي دفاعی وابسته به میکروبی روي بیمارگر و یا فعال شدن مکانیسم
کشـی کیتـوزان روي   باشد. اثر قارچ زایی در گیاههاي بیماريپروتیئن

 .Colltetotricum acutatum،Pبرخــی از بیمارگرهـــا ماننـــد  
aphanidermathum  ،Botrytis cinera و P. expansum  نیــز

 ـ19 و 12، 11، 10گزارش شـده اسـت (    .P قـارچ  ن مطالعـه  ). در ای
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aphanidermatum   باعث کاهش پروتیئن کل در گیاه خیار شد، که
مطالعات قبلی که شاهد کاهش میزان فنل کل در کاربرد اسید  نتایجبا 

قابـل   کـاهش  .)4(سالیسیلیک در گیاه لوبیا بوده است مطابقـت دارد  
بیمـارگر   گیـاه توسـط   عفونـت  نتیجـه  درپروتئینی  محتواي توجه در
فوق  پاسخ مربوط به هايبرخی از فعالیت علت ممکن است به قارچی

شد که منجر به سنتز ترکیبات فنلی گیـاه  حساسیت در برابر پاتوژن با
کیتوزان به عنوان یک ماده  .کندعمل میجهت مقاومت به بیمارگر در 

توانـد مـانع از رشـد برخـی از     ضد میکروبی شناخته شده است که می
 58بیمارگرهاي گیاهی شود. به عنوان مثال گزارش شده است که تـا  

). 28( شـود می Pythium irregularدرصد مانع از رشد میسیلیومی 
همـراه بـا افـزایش پاسـخ      P. aphanidermatumاختلال در رشـد  

 تولیـد با تحریـک و   کیتوزان). 10دفاعی در خیار گزارش شده است (
 بیماري از سبب حفاظت خیار گیاه زایی درهاي وابسته به بیماريآنزیم

و همچنـین   )P. aphanidermatum  )13ناشـی از  پوسیدگی ریشـه 
 .Fusarium solani f. spایش مقاومت گیاه سویا در برابر باعث افز

glycines ) زایی بوسیله کیتوزان کاهش شدت بیماري ).32شده است
گیاهی گـزارش شـده اسـت. سـادیاباما و      يبراي برخی از بیمارگرها

زایـی زنـگ نخـود بـا     بالاسوبرامانیان گزارش دادند که شدت بیماري
و همکـاران   ). همچنـین مـا  41( تلقیح کیتوزان کـاهش یافتـه اسـت   

هاي هلو در محلول کیتوزان باعث کاهش که فرو بردن میوه دریافتند
 از حاصل نتایج). 21(شود می Monilinia fructicolaالقاء بیماري 

بـه عوامـل    نهاي دخیل در مقاومت گیاهـا نآزمایش بررسی کمی ژ
 و Lipoxygenaseهـاي  ژن نسبی بیان میزان که داد بیمارگر نشان

Cupi4 نسبت بـه گیاهـان    نبیمار القاء شده توسط کیتوزا ندر گیاها
 داده نشـان  قبلی نتایج مطالعاتکنترل، افزایش قابل توجهی داشت. 

 PRهـاي  ژن از برخی و Lipoxygenase بیان ژن  افزایش است که
هـاي  قـارچ  در برابـر  آلـودگی  به مقاومت افزایش باعث خیار گیاه در

Alternaria cucumerinum،Didymella applanata  ، 
Fusarium oxysporum  وBotrytis cinerea  17اسـت (  شـده .(

در تلقیح   Cupi4ژنبیان  میزان که دادند نشان همکاران و فونتومارت
و بـا   خیار با محرك هاي شیمیایی اسید سالیسیلیک و بنزوتیادیـازل 

ــاي   ،Pseudomonas syringae pv. lachrymansبیمارگره
Colletotrichum lagenarium  وTobacco necrosis virus 

افزایش یافته و موجب ایجاد مقاومت سیستمیک اکتسابی در برابر این 
نتایج ما در این تحقیق بـا مطالعـات قبلـی     ).30گردد (بیمارگرها می

هاي این ژن در گیاه مطابقت دارد و حاکی از افزایش قابل توجه نسخه
ها بود و موجب بیشترین تجمع این ژن در برگ .خیار تیمار شده داشت

 کشـی داشـتند.  کشی و قـارچ تولید ترکیباتی شد که خاصیت باکتري
- ها نشان دهنده حساسیت بالاي برگن میزان این ژن در برگبیشتری

 مقاومـت  القاء دهد کهنشان می مطالعه حاضرباشد. ها به بیمارگر می
ــتمیک ــط سیس ــوزان توس ــر کیت در  P. aphanidermatum در براب

با توجه به نتایج این  .شودمی دفاعی هايمربوط به آنزیم خیارگیاهان 
تواند به عنوان یـک راهکـار مـدیریتی    تحقیق، استفاده از کیتوزان می

-خطر براي محیط زیست براي کنترل بیماري بوتهکارامد، سالم و بی
  میري خیار در گلخانه مورد استفاده قرار گیرد.

  
  اريسپاسگز

این تحقیق با مسـاعدت مـالی معاونـت پژوهشـی دانشـگاه آزاد      
اسلامی واحد زاهدان انجام گردید که در اینجا از معاون پژوهشـی آن  

آید. همچنین دانشگاه و کارشناسان آن حوزه تقدیر و تشکر بعمل می
از سرکار خانم نجمه غزلباش و اقاي محمود شهابی به خاطر همکاري 

  شود.این تحقیق تشکر میدر اجراي بخشی از 
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