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بويژه سويا  قارچي هاي بيماري نيتر از مهم بيماري پوسيدگي ذغالي
هاي خشك و  خصوص در سال هر ساله به و استكشور  يشمال مناطق در

كم باران باعث آلودگي مزارع سويا، كاهش كميت و كيفيت محصول 
هاي سيستم  فعاليتگردد. در حال حاضر تحقيقات كمي در رابطه با  مي

دفاعي آنزيمي و غير آنزيمي در پاسخ به اين بيماري در داخل و خارج 
 هاي سوپر اكسيدكاليدر اين تحقيق ميزان رادكشور صورت گرفته است. 

 ،كاتالاز و هاي سوپر اكسيد ديسموتازميمقادير آنز ،پر اكسيد هيدروژنو 
شاخص  ميزان ويد كاروتنوئ ،تغيرات اسيد اسكوربيك، آلفا توكوفرول

، Black williams × lanاكسيداسيون سلولي در پنج ژنوتيپ سويا (شامل 
Sahar × K188 ،DPX × Fora ساري و كتول) تحت شرايط بدون ،

ي و پرشدن بند غلافبيماري (شاهد) و بيماري در مراحل زايشي (گلدهي، 
 اكسيد پر و اكسيد سوپرهاي  دانه) اندازه گيري شد. عموماً ميزان راديكال

در خلال رشد زايشي افزايش نشان داد به طوريكه بيشترين  هيدروژن
مقدار در مرحله پرشدن دانه حاصل شد. با توجه به نقش مثبت آنزيم هاي 

 تلاقيرقم كتول و پاد اكسيدان در كنترل پيشرفت بيماري پوسيدگي ذغالي، 
DPX × Fora پر اكسيد هاي پاد اكسيدان (سو با حداكثر فعاليت آنزيم

ديسموتاز و كاتالاز) تحت تيمار بيماري پوسيدگي ذغالي وضعيت بهتري 
 ها بود. ها نشان دادند كه بيانگر تحمل بيشتر آن نسبت به ساير ژنوتيپ

 
پوسيدگي ذغالي، سويا، سيستم دفاعي آنزيمي و  هاي كليدي: واژه
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Charcoal Rot is one of the most important fungal diseases 

in soybean particularly in northern region of Iran. This disease 

caused some damages to yield quality and quantity (up to 

20%) especially in dried and worm seasons. Today there is not 

many researches in regards to enzymatic and non-enzymatic 

study in response to disease. In this study super oxide and 

hydrogen peroxide radicals have measured, also, super oxide 

dismutase, and catalase enzymes, as well as ascorbic acid 

changes, alphatochopheroll, carotenoid and TBARM (cellular 

oxidative levels) in soybean genotypes during growth stages 

(flowering, packing pod and grain filling) at two 

environmental conditions (control and disease). The result 

showed superoxide and hydrogen peroxide radicals content 

have increasing during growth stages, as the most amount 

accorded in final stage of sampling (grain filling). Katul 

cultivar and DPX × For a hybrid had more tolerance to 

charcoal rot disease due to antioxidant defense systems.  
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1Bمقدمه 
بيماري پوسيدگي ذغالي ناشي از قارچ خاكزي 

Macrophomina phaseolina ترين  است كه از مخرب
باشد. گاهي ميزان تلفات كل محصول در  هاي سويا مي بيماري

 رسد. قارچ عامل درصد هم مي 20از  اثر اين بيماري به بيش
بيماري، يك انگل ضعيف سويا است كه به گياهان جواني كه 

ها به علت شرايط نامساعد آب و هوايي به تعويق  رشد آن
). در Jardine and Pearson, 1987كند ( افُتاده حمله مي

اثر اين بيماري در اواسط تابستان و زماني كه آب و هوا گرم و 
 خشك است، كاهش محسوس سرعت رشد رخ مي دهد.

اهان داراي آلودگي شديد به دليل توليد سموم زياد دچار گي
). Bhattacharya et al., 1994شوند ( مرگ زودرس مي

قارچ عامل بيماري در خاك و روي بقاياي سويا به صورت 
ماند. اين  هاي (اسكلروت) سياه رنگ باقي مي سختينه
ها در طول فصل زمستان در اثر پوسيده شدن بقاياي  سختينه
شخم بهاره، در داخل خاك مزارع پخش شده و منبع  سويا و

آيد. آلودگي اوليه بيماري در مرحله  آلودگي اوليه به شمار مي
گياهچه اتفاق افتاده و معمولاً به صورت پنهان باقي مانده و 

 28-30علائم آن در اواسط تابستان در شرايط دمايي بالاي 
د. اين شو درجه سانتيگراد و رطوبت پايين خاك ظاهر مي

ها قبل از رسيدن، پاره  علائم به صورت پژمرده شدن بوته
ها در  شدن بافت پوست در پايين ساقه، تشكيل اسكلروت

ها  آوندهاي آبكش و زير پوست بوده كه با تشكيل آن
براي كنترل  آيند. هاي داخلي به رنگ سياه درمي بافت

 شيميايي بيماري پوسيدگي ذغالي با توجه به بيولوژي قارچ
هاي  عامل بيماري و زمان ظهور علائم بيماري محدوديت

 ,Abawi and Pastor Corrales)خاصي وجود دارد 
هاي مهم مديريت اين بيماري  . يكي از روش(1990

هاي اخير  باشد. در سال بكارگيري ارقام متحمل مي
ويژه سازوكارهاي بيوشيميايي  هاي دفاعي گياهان به مكانيسم

آفات مورد توجه قرار گرفته است  وها  پاسخ به پاتوژن
)Abdel-Monaim et al., 2012زا  ). گياه، عامل بيماري

دهد تا  ها پاسخ مي را تشخيص و به صورت بيوشيميايي به آن
زا در  از بروز حمله پيشگيري نموده يا از تجمع عوامل بيماري

هاي گياهي ممانعت كند. افزايش اين پاسخ در گياهان  سلول
هاي پايدار در مديريت  واند موجب تقويت روشت زراعي مي

هاي گياهي شود. يك برهم كنش ناسازگار بين گياهان  بيماري
شود، كه  زا موجب القاء پاسخ مقاومتي مي هاي بيماري و قارچ

طي آن فعاليت مسيرهاي بيوشيميايي موضعي و سيستميك 
افزايش يافته و به طور مستقيم موجب محدود شدن تجمع 

شود. تركيبات ضدميكروبي گياه مانند زا مي ماريعوامل بي
زا ساخته  ها كه در پاسخ به هجوم عوامل بيماري فيتوالكسين

زا را به دام  هاي بيماري شوند، قادر هستند كه مهاجم مي
 Paxton and)ها جلوگيري نمايند  انداخته يا از فعاليت آن

Groth, 1994) در اين راستا مشخص شده است كه تركيب .
هاي شيميايي،  بين عوامل كنترل كننده زيستي و القاء كننده

بهترين نتيجه را در كنترل بيماري پوسيدگي ذغالي داشته 
هاي  ها و شاخص است. لذا ارزيابي تغييرات برخي آنزيم

هاي زنده و غير  ها در پاسخ به تنش بيوشيميايي كه نقش آن
شناخت تواند در  زنده در ساير گياهان مشخص شده است مي

 Abdel-Monaim et)ارقام متحمل كمك شاياني نمايد 
al., 2012)هاي زنده و  . از طرفي نقطه اشتراك اغلب تنش

0Fهاي فعال اكسيژن غير زنده توليد راديكال

است  1
)Mackerness et al., 2001 اگر چه غلظت بالاي اين .(

ها موجب بروز تنش اكسيداتيو و خسارت به  راديكال
ها از  هاي متعادل آن گردد ولي غلظت اتي ميهاي حي مولكول

يك سو سبب سازگاري نسبي براي ايجاد مقاومت در گياه 
1Fشده و از سوي ديگر به عنوان عوامل انتقال پيام

در روند  2
 Larkindal et)نمايند  ها ايفاي نقش مي تنظيم بيان ژن

al., 2005) . بر  بيماري پوسيدگي ذغاليدر اين تحقيق تأثير
هاي سوپر اكسيد و پر اكسيد هيدروژن تعيين كاليرادميزان 

گرديد. همچنين ميزان فعاليت سيستم پاد اكسيدان آنزيمي با 
كاتالاز  و هاي سوپر اكسيد ديسموتازمياندازه گيري مقادير آنز

. فعاليت سيستم پاد اكسيدان غير آنزيمي نيز با شدتعيين 
توكوفرول و ارزيابي ميزان تغيرات اسيد اسكوربيك، آلفا 

ها يدر نهايت ميزان پراكسيداسيون چرب ، وكاروتنوئيد سنجيده
2Fبا انجام سنجش اسيد تيوباربيوتريك (

۳TBARM انجام (
 .شد

 
2Bها مواد و روش 

5B مواد گياهي 
 × Black williamsهاي  تلاقي آزمايشي شامل مواد

lan ،Sahar × K188  وDPX × Fora  و ارقام ساري و
و ساري از ارقام تجاري هستند كه به  كتولبودند. ارقام  كتول

. شوند يكشت م شمالي كشور هاي استاناغلب طور رايج در 
هاي اصلاحي و  ژنوتيپاز  هاي مورد مطالعه نيز ساير ژنوتيپ

. بودندمركز تحقيقات كشاورزي استان گلستان  ورد ارزيابيم
                                                                           
1. Reactive Oxygen Species (ROS) 
2. Signal Factors 
3. Thiobarbituric Acid Reactive Material 
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عملكرد و  پتانسيلبراساس  هاي مزبور ارقام و تلاقي
 ظاهري انتخاب شدند. هاي يژگيو

6B نحوه اعمال بيماري 
پس از آماده سازي زمين، نقشه كاشت تنظيم و هر كرت 

سانتيمتر  50متري با فاصله خطوط  5خط  4آزمايشي شامل 
كشت گرديد. سطح آلوده نيز به طريق مصنوعي بعد از آماده 
سازي زمين براي كاشت از طريق محلول پاشي با مايع قارچ 

كيلوگرم خاك ايجاد شد  1گرم در  100به نسبت وزني 
(محلول پاشي با سم پاش هاي رايج صورت گرفت) 

)Rayatpanah and Alavi, 2006 بذور قبل از كاشت .(
3Fجاپونيكوم با باكتري رايزوبيوم

آغشته شده و سپس به  ۱
صورت هيرم كاري كاشته شد. براي ارزيابي و اندازه گيري 

 ه گرديد. صفات از دو خط وسط هر كرت استفاد
در قالب طرح  هاي خرد شده اين آزمايش به صورت كرت

بيماري  .شدتكرار انجام با چهار  هاي كامل تصادفي بلوك
پوسيدگي ذغالي به عنوان فاكتور اصلي آزمايش شامل دو 

بود. (عدم وجود بيماري) و آلودگي (وجود بيماري)  سطح شاهد
ي و بند فغلا(گلدهي،  تركيب فاكتوريل رقم و مرحله رشد

 به عنوان فاكتور فرعي در نظر گرفته شد. نيز پرشدن دانه)
 يبند غلاف گلدهي،نمونه برداري تصادفي از برگ در مراحل 

برگ به طور  دهدر هر مرحله . صورت گرفت دانه پرشدن و
تصادفي از هر تيمار برداشت و بلافاصله در نيتروژن مايع 

 .يدگرد درجه منتقل   -80 و به فريزر منجمد
7Bاندازه گيري شدت بيماري 

ارزيابي شدت بيماري و ميزان مقاومت ارقام، با استفاده از 
) بر اساس روش James, 1974بارت ( -مقياس هورسفال

) صورت گرفت. در R7علائم برگي در مرحله آغاز رسيدگي (
ها بر  اين مرحله در گياه به جاي ريزش طبيعي برگ، برگ

ه صورت نكروز برگ مشاهده روي گياه حفظ شده و علائم ب
ها از  شود. در روش علائم برگي جهت رتبه بندي ژنوتيپ مي

تا  3= 2%، 3تا  0= 1= هچ نشانه اي ندارد، 0( 11تا  0مقياس 
تا  50= 6%، 50تا  25= 5%، 25تا  12= 4%، 12تا  6= %3، 6

= 10%، 97تا  94= 9%، 94تا  87= 8%، 87تا  75= %7، 75
%) كه نشان دهنده درصد نكروزه 100= 11% و 100تا  97

ها در اثر بيماري مي باشد، استفاده شد. بر مبناي  شدن برگ
اين مقياس ارقام به چهار گروه، مقاوم در برابر بيماري (صفر)، 

) و حساس 8<و  5≥)، نسبتاً حساس (5<و  0>نسبتاً مقاوم (
شدند. بدين منظور در مرحله آغاز رسيدگي  ) دسته بندي 8≥(

                                                                           
1. Rhizobium japonicum 

بوته به صورت تصادفي انتخاب و به  5هر كرت و هر تكرار از 
آزمايشگاه منتقل شد تا شدت بيماري و ميزان مقاومت ارقام 

 اندازه گيري شود. 
8Bهاي سوپر اكسيد و پر اكسيد كاليگيري راداندازه

 هيدروژن
O2ميزان يون سوپر اكسيد (

) با استفاده از روش -
Elstner  وHeupel )1976راتي به شرح زير انجام ) با تغيي

به طور يكنواخت كوبيده و  منجمدشد. يك گرم نمونه برگ 
) به mM65 )pH=7.8ميلي ليتر بافر فسفات پتاسيم  3مقدار 

دقيقه با دور  10آن افزوده شد. مخلوط حاصل به مدت 
g5000  سانتريفيوژ گرديد. يك ميلي ليتر از محلول فوق

بافر فسفات پتاسيم ميلي ليتر  9/0برداشت و به همراه 
mM65 ،1/0 وكسيل آمين رميلي ليتر هيدرو كلرايد هيد
mM10  دقيقه  20درجه سانتي گراد به مدت  25در دماي

قرار گرفت. پس از آن مقدار معادل حجم محلول اتيل اتر 
دقيقه سانتريفيوژ گرديد.  5به مدت  g1500اضافه شد و با دور 

توسط دستگاه جذب نانو متر  530ميزان جذب در طول موج 
) خوانده شد. BT 600مدل  BR-Technologiesنوري (

با استفاده از منحني نرمال استاندارد، مقدار يون سوپر اكسيد بر 
 حسب واحد تنظيم گرديد.

ميزان راديكال پراكسيد هيدروژن با كمك روش 
Brennan  وFrenkel )1977 و با استفاده از كمپلكس (

 415شد. ميزان جذب در طول موج پراكسيد تيتانيوم انجام 
نانومتر قرائت و به وسيله منحني استاندارد غلظت پراكسيد 

) تصحيح گرديد و نتايج بر حسب واحد H2O2هيدروژن (
 تنظيم شد.

9Bهاي پاد اكسيداناندازه گيري فعاليت آنزيم 
ميزان آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز كل با روش 

Giannopolitis و Ries )1977ح زير اندازه گيري ) به شر
 ه وكوبيدمنجمد در هاون چيني  برگ شد. يك گرم نمونه

ميلي  3و  برگ كوبيده شده 1/0مقدار  شد، سپس يكنواخت
 mM50ليتر محلول واكنش شامل (بافر فسفات پتاسيم 

pH=7.8 متيونين ،mM13 تترازايلوم ،µM75 ريبوفلاوين ،
µM2 ،mM EDTA1/0 (سيگما) و آنزيم استخراج 

µl100 مخلوط و يكنواخت گرديد. مخلوط در شرايط نوري (
دقيقه قرار داده شد. كاليبراسيون با  15لوكس به مدت  5000

 50براي احياء  (سيگما) افزودن يك واحد آنزيم سوپر اكسيد
 560درصد تترازايلوم افزوده و ميزان فعاليت با طول موج 

 BR-Technologies(نانومتر توسط دستگاه جذب نوري 
 ) قرائت شد.BT 600دل م
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 Aebiبا استفاده از روش  Iميزان فعاليت آنزيم كاتالاز 
 برگ منجمدگرم نمونه  5/0) به شرح زير تعيين گرديد. 1984(

ميلي ليتر بافر واكنش  3آن در از  1/0كوبيده و به ميزان 
، استاندارد mM50 pH=7.8شامل (بافر فسفات پتاسيم 
) مخلوط  µl200 (سيگما) خراجپراكسيد هيدروژن و آنزيم است

 240و يكنواخت گرديد. ميزان جذب محلول در طول موج 
 BR-Technologiesنانومتر توسط دستگاه جذب نوري (

 ) قرائت شد.BT 600مدل 
10Bاندازه گيري عوامل پاد اكسيدان غير آنزيمي 

و  Arakawaميزان نمك اسكوربات با كاربرد روش 
گرم  5/0ت پذيرفت. مقدار ) به شرح زير صور1981همكاران (

درصد  5ميلي ليتر اسيدتري كلرو استيك  10نمونه يخ زده در 
دقيقه  10به طور يكنواخت مخلوط شد. مخلوط حاضر به مدت 

سانتريفيوژ گرديد. فاز بالايي به آرامي  g14000با دور 
نانومتر  530جداسازي و ميزان جذب نوري در طول موج 

نانو مول تهيه و  0-25در دامنه  قرائت شد. منحني استاندارد
 نتايج حاصله از نمونه بر حسب استاندارد تنظيم گرديد.

-Munnéميزان آلفا توكوفرول با استفاده از روش 
Bosch ) گرم  5/0) اندازه گيري شد. مقدار 1999و همكاران

برگ در ازت مايع به طور يكنواخت كوبيده شد و  منجمدنمونه 
ول حاوي يك درصد اسكوربات به آن ميلي ليتر متان 5مقدار 

ميلي ليتر هگزان مخلوط حاضر به  4اضافه گرديد. با افزودن 
دقيقه با دور  10مدت يك دقيقه ورتكس و سپس به مدت 

g1500  سانتريفيوژ شد. لايه هگزان فوقاني با دقت حذف و با
ميلي ليتر  2كمك محفظه خلاء نسبي خشك گرديد. مقدار 

افه و محلول يكنواخت حاصل به دستگاه متانول به نمونه اض
HPLC  منتقل شد. ميزان آلفا توكوفرول جدا شده به وسيله

ميلي ليتر بر  5/1) در شدت OD=5µmستون التا سفر با (
دقيقه خالص سازي شد و غلظت آن با كمك دستگاه آشكار 

نانومتر و خروجي  295ساز فرابنفش در طول موج برانگيختگي 
 گرديد. نانومتر تعين 328

مقدار كارو تنوئيد با انجام اسپكتو فوتو متري و استفاده از 
 ) اندازه گيري شد. Lichtenthaler )1987روش 

11Bسنجش TBARM  
در اين سنجش كه معياري براي اندازه گيري ميزان تنش 

اكسيداسيوني است، مقدار مالون دي آلدييد كه محصول نهايي 
بزرگ  است  يها ولكولو نسبتاً پايدار واكنش اكسيداسيون م

و  Hagege. در اين خصوص از روش شود ياندازه گيري م
گرم  5/0با تغييراتي استفاده گرديد. مقدار  )1990(همكاران 

 w/vكلرواستيك ( يدتريبرگ هموژنيزه و يك ميلي ليتر اس
 10) به آن اضافه شد. محلول حاضر پس از افزودن 15%

در دقيقه   4750با دور  ميلي ليتر استون به شدت مخلوط شد و
دقيقه سانتريفوژگرديد. رسوب كوچك حاصل از  15به مدت 

ليتر استن شستشو شد، پس از ورتكس   ميلي 5سانتريفوژ با 
دقيقه سانتريفوژ شد، آخرين  10مجدداً با همان دور به مدت 

ميلي ليتر  3مرحله چهار مرتبه تكرارشد. سپس به آن مقدار 
و يك ميلي ليتر اسيد ) w/v 1%اسيد فسفريك (

 30) افزوده و محلول براي مدت w/v 0.6%تيوباربيورتيك (
درجه سانتي گراد قرار گرفت. واكنش با  100دقيقه در دماي 

ها در داخل يخ متوقف شد و مقدار جذب  سرد كردن سريع لوله
نانومتر توسط  590و  532محلول حاصل را با طول موج 

) BT 600مدل  BR-Technologiesدستگاه جذب نوري (
 اندازه گيري گرديد.

 
3Bنتايج 

نتايج مربوط به اندازه گيري ميزان مقاومت ارقام نسبت به 
نشان داده شده است. طبق اين نتايج رقم  1بيماري در جدول 

هاي  نسبتاً مقاوم بودند. تلاقي DPX×Foraكتول و تلاقي 
Black williams × lan  وSahar × K188  ًنسبتا

 ساري حساس به بيماري ارزيابي گرديد. حساس و رقم
غلظت راديكال سوپر اكسيد و فعاليت آنزيم سوپر اكسيد 

هاي مختلف تحت شرايط كنترل و  ديسموتاز در ژنوتيپ
نشان داده شده  1بيماري و در مراحل مختلف رشد در شكل 

است. در مرحله گلدهي غلظت راديكال سوپر اكسيد در شرايط 
ها بيشتر بود.  بيماري در همه ژنوتيپ كنترل نسبت به شرايط

ها سوپر اكسيد در  هاي مختلف مقدار راديكال در بين ژنوتيپ
رقم ساري در هر دو حالت كنترل و بيماري نسبت به ساير 

ها بالاتر بود. در مورد فعاليت آنزيم سوپر اكسيد  ژنوتيپ
 ديسموتاز در  اين  مرحله  مشاهده  شد  به جز در  دو  ژنوتيپ
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 ميزان مقاومت ارقام سويا به بيماري پوسيدگي ذغالي -1جدول 
 ارقام  علائم برگي (درصد نكروزه شدن برگ) بارت -رتبه در مقياس هورسفال ميزان مقاومت
 كتول %46/10 3 نسبتاً مقاوم
 DPX×Fora %25/23 4 نسبتاً مقاوم

 Black williams × lan %34/51 6 نسبتاً حساس
 Sahar × K188 %45/79 7 سنسبتاً حسا
 ساري %23/91 8 حساس

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 )Sahar×K188  و ساري)، در سه ژنوتيپ ديگر مقدار
فعاليت اين آنزيم در شرايط وجود بيماري افزايش پيدا كرد. 
بيشترين ميزان فعاليت اين آنزيم در رقم كتول ديده شد كه 

برابر اين تواند دليلي بر عكسل العمل بيشتر اين رقم در  مي
ي ميزان راديكال سوپراكسيد بند غلافبيماري باشد. در مرحله 

افزايش يافت و اين افزايش در شرايط بيماري بيشتر از شرايط 
كنترل (شاهد) بود. همچنين مقدار فعاليت آنزيم سوپر اكسيد 

ديسموتاز نيز افزايش چشمگيري نشان داد. در مرحله پرشدن 
سوپر اكسيد در شرايط بيماري دانه افزايش ميزان راديكال 

قابل ملاحظه بود. فعاليت آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز در اين 
مرحله افزايش نشان داد به طوري كه در شرايط بيماري مقدار 

مقدار  DPX×Foraآن بيشتر بود و در رقم كتول و تلاقي 
 ها ژنوتيپآن در هر دو شرايط كنترل و بيماري بيشتر از ساير 

 بود.
 

 
ميزان راديكال سوپر اكسيد (نمودار ستوني) و فعاليت آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز (نمودار خطي) تحت شرايط كنترل (شاهد) و بيماري در  -1كل ش

 اي نشان داده شده است.  ) به صورت ميله=4nي سويا طي مراحل رشد. ميزان خطاي معيار (ها ژنوتيپ
 

ابر ميزان فعاليت فعاليت راديكال پراكسيد هيدروژن در بر
آنزيم كاتالاز تحت شرايط كنترل و بيماري در مراحل رشد در 

نشان داده شده است. در مرحله گلدهي غلظت  2شكل 

در  ها ژنوتيپپراكسيد هيدروژن به جز در رقم كتول در ساير 
و رقم  Sahar×K188سطح نسبتاً يكساني بود. در تلاقي 

روژن در حالت شاهد ساري ميزان غلظت راديكال پراكسيد هيد
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(عدم بيماري) بيشتر از شرايط بيماري بود، در صورتي كه در 
ها عكس حالت فوق مشاهده شد. بيشترين  ساير ژنوتيپ

فعاليت آنزيم كاتالاز در مرحله گلدهي در تلاقي 
DPX×Fora  مشاهده شد. همچنين در رقم كتول كه

ه شد ترين ميزان راديكال پراكسيد هيدروژن در آن مشاهد كم
ي بند غلاففعاليت آنزيم كاتالاز نسبتاً بالا بود. در مرحله 

ميزان راديكال پراكسيد هيدروژن در شرايط بيماري به صورت 
چشمگيري افزايش پيدا كرد كه نشان دهنده تأثير بيماري در 
جهت فزوني اين راديكال بود. در شرايط كنترل (شاهد) نيز 

كمتر بود. همچنين  اين افزايش مشاهده شد ولي مقدار آن
ترين ميزان افزايش  و رقم كتول كم DPX×Foraتلاقي 

راديكال پراكسيد هيدروژن را نشان دادند. فعاليت آنزيم كاتالا 
نيز در اين مرحله افزايش يافت به طوري كه مقدار آن در 

در شرايط بيماري بيشتر از شرايط كنترل  ها ژنوتيپتمامي 
ين آنزيم در هر دو شرايط كنترل (شاهد) بود. بيشترين مقدار ا

و رقم كتول  DPX×Fora(شاهد) و بيماري در تلاقي 
مشاهده شد. در مرحله پرشدن دانه شرايط مشابه مرحله 

 ي بود.بند غلاف
 

 
هاي ري در ژنوتيپميزان يون پراكسيد هيدروژن (نمودار ستوني) و فعاليت آنزيم كاتالاز (نمودار خطي) تحت شرايط كنترل (شاهد) و بيما -2شكل 

 اي نشان داده شده است. ) به صورت ميله=4nسويا طي مراحل رشد. ميزان خطاي معيار (
 

روند تغييرات اسيد اسكوربيك در برابر شاخص 
نشان داده شده  3) در شكل TBARMاكسيداسيون سلولي (

ها  مرحله گلدهي ميزان اسيد اسكوربيك در همه ژنوتيپ است.
شتر از شرايط بيماري بود و در شرايط در شرايط كنترل بي

  ترين مقدار آن مربوط به رقم ساري بود. بيماري كم
در رابطه با ميزان شاخص اكسيداسيون سلولي در مرحله 

ها مقدار آن در  گلدهي، به جز رقم ساري در ساير ژنوتيپ

ي ها ژنوتيپشرايط بيماري بيشتر بود. مقدار اين شاخص در 
مختلف در شرايط بيماري متفاوت بود حال آنكه در شرايط 

بندي ميزان اسيد  كنترل تقريباً يكسان بود. در مرحله غلاف
در تلاقي  اسكوربيك افزايش نشان داد كه اين افزايش

DPX×Fora ها بود.  و رقم كتول بيشتر از ساير ژنوتيپ
همچنين مقدار افزايش اسيد آسكوربيك در شرايط بيماري 

سبت به شرايط كنترل بيشتر بود. شاخص اكسيداسيون ن
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بندي در هر دو شرايط كنترل و بيماري  سلولي در مرحله غلاف
ها افزايش چشمگيري يافت و بيشترين مقدار  در همه ژنوتيپ

آن در رقم ساري مشاهده گرديد. در مرحله پرشدن دانه 
ز بندي مشاهده گرديد. نكته حائ روندي مشابه با مرحله غلاف

اهميت در اين مرحله افزايش قابل ملاحظه ميزان شاخص 
اكسيداسيون سلولي در رقم ساري و تلاقي 

B.Williams×Ian  و نيز كاهش ميزان اسيد اسكوربيك در

 رقم ساري بود.
 4تغييرات مربوط به ميزان كاروتنوئيد و آلفاتوكوفرول در شكل 

كاروتنوئيد نشان داده شده است. روند تغييرات مربوط به ميزان 
بندي و به مرحله پرشدن دانه بسيار  از مرحله گلدهي به غلاف

 زياد بود. بيشترين مقدار كاروتنوئيد در مرحله پر شدن دانه و در
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

اري در ميزان اسيد آسكوربيك (نمودار ستوني) و مقدار شاخص اكسيداسيون سلولي (نمودار خطي) تحت شرايط كنترل (شاهد) و بيم -3شكل 
 اي نشان داده شده است. ) به صورت ميله=4nي سويا طي مراحل رشد. ميزان خطاي معيار (ها ژنوتيپ
 

و رقم كتول مشاهده  DPX×Foraشرايط بيماري در تلاقي 
شد. روند تغييرات آلفا توكوفرول در مراحل مختلف براي 

ي مختلف متفاوت بود. در مرحله گلدهي ميزان ها ژنوتيپ
رول در رقم كتول در شرايط بيماري بيشتر از شرايط آلفاتوكوف

كنترل بود، كه در مورد چهار ژنوتيپ ديگر عكس اين موضوع 
ي نيز شرايط مشابه با مرحله بند غلافصادق بود. در مرحله 

گلدهي بود با اين تفاوت كه به جاي رقم كتول در مورد تلاقي 
DPX×Fora له شرايط فوق صادق بود. همچنين در اين مرح

ميزان آلفا توكوفرول در هر دو شرايط كنترل و بيماري افزايش 

يافت. در مرحله پرشدن دانه ميزان آلفا توكوفرول در ارقام 
كتول و ساري در شرايط كنترل بيشتر از شرايط بيماري بود و 

 در سه ژنوتيپ ديگر عكس اين موضوع مشاهده گرديد.
آزاد و سيستم  هاي نتايج تجزيه همبستگي ساده بين راديكال

نشان داده شده است.  2دفاع آنزيمي و غير آنزيمي در جدول 
هاي سوپر اكسيد و پراكسيد  نتايج نشان داد بين راديكال

داري وجود دارد. اين  هيدروژن همبستگي مثبت و معني
هاي آزاد با ميزان اكسيداسيون سلولي همبستگي  راديكال

ها در  به نقش آن داري نشان دادند كه باتوجه مثبت و معني



   1392پائيز و زمستان ، پنجمشماره  ،سومسال فناوري گياهان زراعي علمي ـ پژوهشي زيستمجله       70

باشد. همچنين  ها قابل توجيه مي اكسيداسيون چربي
هاي  هاي سوپر اكسيد و پراكسيد هيدروژن با آنزيم راديكال

كاتالاز و سوپر اكسيد ديسموتاز و كاروتنوئيد همبستگي مثبت 
دار داشتند. يون سوپر اكسيد با اسيد اسكوربيك  و معني

آلفا توكوفرول همبستگي  دار و با همبستگي مثبت و غير معني
دار نشان داد در صورتي كه پراكسيد  منفي و غير معني

داري در هر دو مورد  هيدروژن همبستگي منفي و غيرمعني
نشان داد. به طور كلي آلفا توكوفرول تنها با اسيد اسكوربيك 

دار نشان داد. در ساير موارد همبستگي  و معني همبستگي مثبت
 عوامل مورد بررسي ملاحظه شد.داري بين  مثبت و معني

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ي سويا ها ژنوتيپميزان ميزان كاروتنوئيد (نمودار ستوني) و ميزان آلفا توكوفرول (نمودار خطي) تحت شرايط كنترل (شاهد) و بيماري در  -4شكل 

 اي نشان داده شده است. ) به صورت ميله=4nطي مراحل رشد. ميزان خطاي معيار (
 

 هاي آزاد و سيستم دفاع آنزيمي و غير آنزيمي تجزيه همبستگي ساده بين راديكال -2جدول 

 
يون سوپر 

 اكسيد 
سوپر اكسيد 

 ديسموتاز
پراكسيد 
 هيدروژن

آنزيم 
 كاتالاز

اسيد 
 اسكوربيك

اكسيداسيون 
 سلولي

 آلفاتوكوفرول كاروتنوئيد

 -ns172/0 **883/0 **594/0 ns137/0 622/0** 825/0** 721/0** - يون سوپر اكسيد 
 ns258/0 869/0** 775/0** 586/0** 799/0** 494/0** -  سوپر اكسيد ديسموتاز

 -ns075/0- **745/0 *384/0 ns235/0 563/0** -   پراكسيد هيدروژن
 ns357/0 709/0** 680/0** 454/0* -    آنزيم كاتالاز

 ns230/0 **471/0 **634/0 -     اسيد اسكوربيك
 -ns093/0 611/0** -      ن سلولياكسيداسيو
 ns245/0 -       كاروتنوئيد

 -        آلفاتوكوفرول
ns ي در سطح احتمال پنج و يك درصددار معنيي و دار معني، * و ** به ترتيب غير 
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4Bبحث 
ها در ايجاد عدم تعادل بين  ماهيت اصلي فرآيند تنش

ها در سلول  آن هاي آزاد اكسيژن و پاكسازي توليد راديكال
دهد  است كه در هر دو نوع تنش زنده و غيرزنده رخ مي

)Kar, 2011هاي فعال  ). غلظت بالا و سمي راديكال
اكسيژن باعث آسيب شديد به ساختارهاي پروتئيني، مهار 

هاي متعدد از مسيرهاي متابوليك و در نتيجه  فعاليت آنزيم
 DNAا و ه اكسيداسيون ماكرومولكول هايي از جمله چربي

باشد. تشديد و تداوم اين رخدادهاي نامطلوب ممكن است  مي
 ;Gill and Tuteja, 2010)منجر به مرگ سلولي شود 

Kar, 2011).  فعاليت عادي سوخت و ساز سلولي تحت
هاي فعال  شرايط رشد به طور منظم منجر به توليد راديكال

ها بالا رفتن ميزان  شود. بنابراين سلول اكسيژن مي
هاي آزاد اكسيژن به صورت كنترل نشده را احساس  يكالراد
كنند و از آن به عنوان يك سازوكار انتقال پيام براي فعال  مي

 Moller and)كنند  هاي محافظتي استفاده مي كردن پاسخ
Sweetlove, 2010) همانطور كه در نتايج اين تحقيق .

د هاي آزاد سوپراكسيد و پراكسي مشاهده شد ميزان راديكال
هيدروژن با پيشرفت بيماري در طي مراحل رشد افزايش يافت 

توان آن را نوعي پيام دهي براي فعال كردن سيستم  كه مي
حفاظتي گياه در پاسخ به عامل بيماري دانست. افزايش ميزان 
عوامل سيگنالي مانند ساليسليك اسيد و پراكسيد هيدروژن 

وامل امكان القاي مقاومت در مقابل طيف وسيعي از ع
هاي مختلف  زا از جمله پوسيدگي ذغالي را در گونه بيماري

 ,.Abdel-Monaim et al)گياهي فراهم نموده است 
2012; Abdel-Monaim, 2010) همبستگي مثبت و .

آزاد مي تواند دليلي بر  هاي ) بين راديكال=r 825/0دار ( معني
هاي مختلف  ها در گياهان در زمان بروز تنش نقش فعال آن

 اشد. ب
تبديل سوپر اكسيد به آب اكسيژنه اولين پل ارتباطي در 

هاي فعال اكسيژن است. آنزيم  پاكسازي آنزيمي راديكال
سوپراكسيد ديسموتاز به عنوان مكانيسم دفاعي اوليه در برابر 

). Asada, 1999هاي آزاد اكسيژن مطرح است ( راديكال
ن غلظت همانطور كه در نتايج ملاحظه شد با افزايش ميزا

هاي سوپر اكسيد ميزان آنزيم سوپر اكسيد ديسموتاز  راديكال
  نيز افزايش يافت كه با توجه به نقش آن در تعديل راديكال

پذير است. چنين افزايشي در  سوپر اكسيد، اين افزايش توجيه
هايي كه تحمل بالاتري از خود نشان دادند به مراتب  ژنوتيپ

بر اساس نتايج اين مطالعه و ساير ها بود.  بيشتر از ساير ژنوتيپ
هاي  ترين پاسخ حفاظتي ژنوتيپ رسد مهم محققين به نظر مي

گياهي در القاي مقاومت به تنش در اختلاف فعاليت دفاع 
 ,.Abdel-Monaim et al)باشد  آنزيمي و غير آنزيمي مي

2012; Abdel-Monaim, 2013). 
ده يافت آنزيم كاتالاز كه تقريباً در تمام موجودات زن

و  شود يآهن دار محسوب م هاي يناز دسته پروتئ شود يم
كه  شود يگياهي و جانوري وارد عمل م يها هنگامي در سلول

زياد سلولي ) در محيط H2O2مقدار ماده پراكسيد هيدروژن (
باشد. اين آنزيم داراي ساختار پروتئيني پورفيريني چهارتايي با 

هاي آزاد  ات راديكالكه وظيفه شكستن تركيب باشد يآهن م
 ,.Du et al)را دارد  اكسيژن به ويژه پراكسيد هيدروژن

2007; Yang and Poovaiah, 2002) كاتالاز .
 Du et)كند  يپراكسيدهيدروژن را به آب و اكسيژن تبديل م

al., 2008).  ،در اين تحقيق همانطور كه ملاحظه شد
بيماري  همزمان با افزايش ميزان پراكسيد هيدروژن در اثر

پوسيدگي ذغالي ميزان آنزيم كاتالاز نيز افزايش يافت. 
Abdel-Monaim ) بيان كردند، پراكسيد 2012و همكاران (

اكسيژن در القاي مقاومت به بيماري پوسيدگي ذغالي در 
هاي گياهان نقش دارد؛ در نتيجه با توجه به  بسياري از گونه

لقاي مقاومت به نقش انتقال پيام توسط پراكسيد هيدروژن در ا
توان گفت آنزيم كاتالاز در ايجاد اين مقاومت  اين بيماري مي

دهد بين  نقش اساسي دارد. نتايج تجزيه همبستگي نشان مي
ت و هاي كاتالاز و سوپر اكسيد ديسموتاز همبستگي مثب آنزيم
) وجود دارد. وجود اين همبستگي و نيز =r 799/0داري ( معني

هاي آزاد اكسيژن بيانگر  ها با راديكال همبستگي بين اين آنزيم
هاي آزاد  فعاليت سيستم دفاعي آنزيمي در حضور راديكال

 باشد.  اكيسژن مي
اسيد اسكوربيك يك ماده متابوليكي است كه به ميزان  

باشد و بعضي مواقع  هاي گياهي موجود مي فراوان در سلول
. رسد درصد محتويات كربوهيدرات گياه مي 10ميزان آن تا 

اسيد اسكوربيك نقش مهمي در پاسخ به تنش در گياه ايفا 
اي كه اين توانايي را دارد تا چندين گونه  كند به گونه مي

 ,Padh)اكسيژن فعال از جمله سوپراكسيد را پاكسازي نمايد 
و بر اسيد اسكوربيك شده با توجه به نقش شناخته . (1990

وربيك در اساس نتايج اين مطالعه، كاهش ميزان اسيد اسك
هاي فعال اكسيژن  شرايط بيماري با افزايش ميزان راديكال

باشد. نتايج تجزيه همبستگي كه نشان دهنده  قابل توجيه مي
ها و اسيد اسكوربيك  عدم همبستگي مثبت بين اي راديكال

بود خود تأييدي بر اين موضوع است. نتايج حاصل از بررسي 
مراحل  هاي مختلف و در در ژنوتيپ TBARMميزان 

مختلف تحت شرايط كنترل و بيماري نشان داد كه هر چه به 
و نيز با افزايش ميزان  ميشو يممراحل پاياني رشد نزديك 
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. ابدي يمبيماري ميزان اكسيداسيون سلولي در گياه افزايش 
هاي زنده و غير زنده و  افزايش اين شاخص تحت تأثير تنش

محققين نيز گزارش نيز در مراحل پاياني رشد در نتايج ساير 
 Mackerness et al., 2001; Navabpour)شده است 

et al., 2003)دار بين  . همچنين همبستگي مثبت و معني
هاي آزاد اكسيژن و اكسيداسيون سلولي حاكي  ميزان راديكال

باشد.  ها در افزايش ميزان اكسيداسيون سلولي مي از نقش آن
ايي بوده كه نقش آن آلفا توكوفرول از عوامل پاداكسيدان غش

. فرم اكسيد باشد مي هايعمدتاً در كنترل اكسيداسيون چرب
له آسكوربات مجدداً احياء و در چرخه يشده آلفاتوكوفرول به وس

 ,Smirnoff and Wheeler)گيرد يپاداكسيداني قرار م
تغييراتي كه در ميزان اين آنزيم در مراحل رشد و نيز  .(2000

تواند  به شرايط كنترل مشاهده شد مي در شرايط بيماري نسبت
بيانگر نقش آن در القاي پاسخ در گياه در برابر بيماري 

دار بين  پوسيدگي ذغالي باشد. همبستگي منفي و غير معني
ميزان آلفا توكوفرول و سطح اكسيداسيون سلولي كه در نتايج 
اين تحقيق مشاهده گرديد به نوبه خود مي تواند تأييدي بر 

عنوان اجزاي اصلي  ه باشد. كاروتنوئيدها بهاين مسئل
شوند كه در غير فعال نمودن انواع  كلروپلاست شناخته مي

). افزايش Mittler, 2002هاي منفرد نقش دارند ( اكسيژن
ها در  ميزان كاروتنوييدها در شرايط بيماري با توجه به نقش آن
هاي  سيستم دفاع پاد اكسيداني براي محافظت از رنگدانه

ي ها كاليرادوسنتزي (كلروفيل) قابل انتظار است. افزايش فت
به كاروتنوئيدها آسيب  توانند يمفعال اكسيژن تا حد زيادي 

هاي فتوسنتزي و  برسانند. نتيجه اين امر صدمه به رنگدانه

 ,Taiz and Zeiger)ي فتوشيميايي است ها واكنشكاهش 
هاي  نريمدار كاروتنوييد با آ . همبستگي مثبت و معني(2006

) كه نقش CAT) و كاتالاز (SOD( سوپر اكسيد ديسموتاز
هاي آزاد اكسيژن دارند،  مهمي در كنترل ميزان راديكال

تواند تأييد كننده نقش اين عامل پاد اكسيداني در پاكسازي  مي
 ها باشد. اين راديكال

به طور كلي نتايج بدست آمده از اين تحقيق بيانگر نقش 
آنزيمي و غير آنزيمي گياهان سويا در  دفاعي  فعال سيستم

تر  باشد، چنانكه پيش پاسخ به بيماري پوسيدگي ذغالي مي
هاي زيستي و  دفاعي در پاسخ به تنش  نقش فعال اين سيستم

غير زيستي توسط ساير محققين به اثبات رسيده است 
(Abdel-Monaim, 2013; Navabpour et al., 

آن است كه رقم كتول و دهنده  . نتايج حاصله نشان(2003
تر از  با داشتن خصوصيات مطلوب DPX × Foraتلاقي 

هاي پاد اكسيداني تحت بيماري  لحاظ ميزان فعاليت آنزيم
ها  پوسيدگي ذغالي وضعيت بهتري نسبت به ساير ژنوتيپ

ها نسبت به اين بيماري بود.  داشته كه بيانگر تحمل بيشتر آن
وم به اين بيماري در سويا از آنجايي كه تا كنون واريته مقا

سيستم   توان با ارزيابي ميزان فعاليت شناخته نشده است مي
آنزيمي و غير آنزيمي و همچنين بررسي ساير سازوكارهاي 

يي را كه از اين حيث ها ژنوتيپ،  دفاعي در برابر اين بيماري
برتري دارند شناسايي نموده و به  ها ژنوتيپنسبت به ساير 

حمل نسبت به بيماري پوسيدگي ذغالي معرفي عنوان ارقام مت
 نمود.
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