
                                                                                                

  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

  ISCپژوهشي و -علمي
  

تري عامل در سه گونه و رقم مركبات در برابر باك آنزيمى پراكسيداز و فعاليت ژن نسبى بيان بررسى

  Pesudomonas syringae pv. syringaeمركبات بلاست 

  

 4فريد بيگي، 3  ، حشمت االله رحيميان2 ∗∗∗∗، ولي اله بابايي زاد1مهسا خاكساري
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  ، ساري، ايران.دانشيار و استاد دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري 3و 2
 ، تهران، ايران.استاديار موسسه تحقيقات گياهپزشكي كشور 4

 22/04/1396، تاريخ پذيرش: 11/10/1395تاريخ دريافت: 

   چكيده

 دنيـا  خيز مركبات مناطقبرخي از  در شايع هايبيماري جملهاز) Citrus blast( مركبات بلاست بيماري
 Pseudomonas syringae pv. syringae هـاي جدايـه  وسيلهبه عمدتاً كه است گرمسيري مناطق استثنايبه

(Pss) Van Hall 1902 ي تغييـرات  يلهوس ـبـه زا واكنش گياه به آلودگي توسط عوامل بيماري .شودمي ايجاد
. سطح شوديم ابراز يستميكسي دخيل در مقاومت القايي هاژنهاي اكسيژن فعال و گونه ،متابوليكي همچون

اكسـيدانت كاتـالاز، پراكسـيداز و    هاي آنتـي و فعاليت آنزيم Real time روشبيان ژن پراكسيداز با استفاده از
هاي زماني مختلف زهآسكوربات پراكسيداز در سه گونه و رقم مركبات (اوكيتسو، نارنج و لايم كوآت) در با

نتـايج ايـن بررسـي نشـان داد ميـزان بيـان ژن       در گلخانه موردبررسـي قـرار گرفـت.     پس از تزريق باكتري
ساعت بعد از آلـودگي در مقايسـه بـا لايـم      24پراكسيداز در اوكيتسو و نارنج با مقاومت بالاتري هستند در 

بعـد از آلـودگي بـه     48يم كوآت در ساعت كه در دورگ حساس لاكوآت به ميزان اوج خود رسيد درحالي
رسيد. ميزان توليد آنزيم پراكسيداز در هر سه ژنوتيپ بعد از آلودگي رونـد صـعودي دارد و   خود ميزان اوج 

بيشترين ميزان خـود  رسـيد. دو آنـزيم    به  72و در لايم كوآت در ساعت  48در نارنج و اوكيتسو در ساعت 
 پراكسـيداز  ژن بيان ها در لايم كوات روند صعودي داشته است. درمجموعكاتالاز و آسكوربات پراكسيداز تن

 لايـم كـوآت) اسـت و   ( حساس ژنوتيپ از بالاتر اوكيتسو و نارنج)،( مقاوم ارقام در آنزيم توليد آن پي در و
 يدپراكس ـ شـدن  بيشتر درنتيجه و كاهش مقاوم ارقام در پراكسيداز آسكوربات و كاتالاز آنزيم دو توليد ميزان

  .دارد پي در را مقاومت افزايش و هيدروژن
 بلاست ؛Pseudomonas syringae pv. syringae ژن؛ بيان اكسيدان؛آنتي هايآنزيم: كليدى واژگان
  .مركبات
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مقدمه

بيمارگر گياهي، اثرات سوء بر  هاييباكتر

رشد و عملكرد گياه دارند و موجب كاهش  

 .)Vidhyaskaran, 2002( شونديممحصول 

سازد كه ها را قادر ميهاي گياهان آنمكانيزم

ي محيطي و زخمي شدن هااسترسدر برابر  تنهانه

مقاومت داشته باشند، بلكه حملات  عوامل 

ياورند. دربزا را نيز به مديريت خود يماريب

واكنش گياهان به حمله بيمارگرها پيچيده است و 

 شوددخيل در مقاومت را شامل ميهاي ژن القاي

)Van Loon et al., 1994; Jwa et al., 2006; 

Stintzi et al., 1993(.  

هاي گياهان، تجمع ميكي از مكانيس

) PR Proteinsزايي (يماريبهاي مرتبط با ينپروتئ

در گياهان در پاسخ به عوامل زنده و يا 

 Van( هاي غيرزنده در گياهان استاسترس

Loon and van Strien, 1999; Sayari et al., 

 جمله از مركبات بلاست بيماري). 2016

 خيز مركبات مناطق در خيلي از شايع هايبيماري

 باكتري وسيلهب عمدتاً كه است دنيا
Pseudomonas syringae  pv. syringae Van 

Hall 1902  فعال طريق از گياهان. شودميايجاد 

 نسبت دفاعي هايپروتئين كدكننده هايژن كردن

. دهندمي نشان واكنش باكتريايي بيمارگرهاي به

 از بسياري در بيماري به مقاومت توسعه

 تجمع با  باكتريايي، بيمارگر-گياه هايهمكنش

 Vanاست ( مرتبط گياه در القايي هايپروتئين

Loon et al., 2006( .سيستميك اكتسابي مقاومت 

)SAR( ، موضعي  صورتبهپاسخ دفاعي است كه

است و  قرارگرفتهتوژن پا موردحملهدر محلي كه 

ي هابخشسيستميك در  صورتبهچنين هم

پاتوژن  موردحملهدورتر غير آلوده گياهي كه 

 Zhang and( شوداست القا مي قرارگرفته

Klessig, 1997.(  ساليسيليك اسيد باعث فعال

هاي شود و در القاي ژنمي  SARشدن مسير

در   SAتجمع دفاعي نقش بسيار مهمي دارد. 

هاي گياهي منجر به القاي مستقيم بيان بافت

صورت سيستميك و موضعي و به PRهاي ژن

 ,.Van Loon et al( ها استدفاع آنزيمي در بافت

2006; Zhou et al., 2014.(  يك پراكسيدازها

ها هستند كه عضو از گروه بزرگ گليكوپروتئين

واكنش بين سوبستراهاي مختلف و پراكسيد 

نمايد و تقريباً در تمامي مي هيدروژن را كاتاليز

 ,.Hiraga et al(موجودات زنده موجود است 

گروه مهمي از . اين آنزيم عضو )2001

هاست كه در جريان مقاومت گياهان عليه آنزيم

 ;Christensen et al. 1992( هاي قارچيبيمارگر

Harrison et al., 1995; Curtis et al., 1997) ،

 Young et al., 1995; Bestwick et)باكتريايي

al., 1998،( ويروسي )Lagrimini and 

Rothstein, 1987; Hiraga et al., 2001(  و

 ،قديمي است  )Vera et al., 1993( ويروئيدي

 باشنديمشامل سه كلاس مختلف شوند و القا مي

)Van Loon et al., 2006; Ye et al., 1990 .(

اند، كلاس دو توسط يسلولدرونيك  كلاس

، انديترشحشوند، كلاس سه كه يمتوليد  هاارچق
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 يدپراكسدر چرخه عملكردي معمول خود با احيا 

يدروژن سبب تنظيم سطح اين ماده در گياه ه

شوند كه اين عمل را با گرفتن الكترون از مي

ي، پيش فنولمولكول دهنده مختلف مانند تركيبات 

 de Forchetti and)ي ليگنين، اكسين سازها

Tigier, 1990; Lagrimini et al., 1997)  و يا

 Passardi et( دهديمسوبستراهاي ثانويه انجام 

al., 2004.( نزيم ها از طريق ليگنيني شدن آ ناي

)Dean and Kolattukudy, 1976, Quiroga et 

al., 2000( ) استحكام ديواره آوند چوبيHilaire 

et al., 2001(  توليد فرم هاي فعال اكسيژن

)Mittler et al., 2004(  سنتز فيتو آلكسين ها

)Kristensen et al., 1999; Stoessl, 1967(  و

فعاليت  ) وLagrimini, 1991تركيبات فنلي (

 - هاي مقاوم گياهپراكسيداز در تعدادي از همكنش

فعاليت پراكسيداز در برگ  يابد.باكتري افزايش مي

 X. oryzae pv. oryzaeزني شده با يهمابرنج 

 ,Matsuyama and Kozaka( ابديفزايش ميا

زميني شيرين و باكتري در تعامل سيب ). 1981

Pectobacterium chrysanthemi  نيز افزايش

 (Jang et al., 2004). شد مشاهده POXبيان ژن 

پراكسيداز در ايجاد مقاومت دخيل است، براي 

مثال تيمار گياهان با ساليسيليك اسيد و يا عوامل 

، Trichoderma harzianum (TH) رل مثلبيوكنت

اكسيداز در فنولفعاليت دو آنزيم پراكسيداز و پلي

 .Fusarium oxysporum fي آلوده به فرنگگوجه

sp. lycopersici دهدرا افزايش مي(Ojha and 

Chandra Chaterjee, 2012.(   انفجار اكسيداتيو

اولين سيستم دفاعي گياهان در برابر حمله 

 ;Rasoulnia et al., 2013( رها استبيمارگ

Wojtaszk, 1997.(  انفجار اكسيداتيو پاسخ

اند متعارف بيمارگرهاي باكتريايي بر روي گياهان

منتج  (ROS) هاي اكسيژن فعالكه به توليد گونه

 گرچها (Gayoso et al., 2004).شوند مي

هاي اكسيژن فعال نقش مفيدي در توليد گونه

 دارندلقاي مقاومت در گياه سيگنال و كمك به ا

)Peng and Kuc, 1992; Baker and Orlandi, 

1995; Foyer et al., 1997( ريتأث. ممكن است با 

هاي ي زيستي سلولي به بافتهامولكولروي 

). Mandal et al., 2004(  گياهي آسيب برسانند

يك تعادل آنزيمي منجر به حفظ موازنه  ،بنابراين

هاي اكسيژن فعال در گياه توليد و مهار گونه

  (Rasoulnia et al., 2013). شودمي

هاي يكروارگانيسممسيله بو هااكسيدانتيآنت

هاي اكسيداتيو هوازي براي خنثي كردن اثر تنش

هاي اكسيژن فعال وسيله گونهبايجادشده 

ها شامل . اين آنزيم(Racchi, 2013)اند يدشدهتول

، (SOD, EC 1.15.1.1)سوپر اكسيد دسموتاز 

و كاتالاز  (POX, EC 1.11.1.7)يدازها پراكس

(CAT, EC 1.11.1.6) دي. سوپر اكسباشندمي 

دسموتاز وظيفه تبديل راديكال اكسيژن را به 

 استفاده مورديژنه دارد و محصول واكنش اكسآب

بين  در .رديگقرار مي دازيپراكسكاتالاز و 

 APX, EC)يدازها آسكوربات پراكسيدازپراكس

، (پراكسيدازهايي كه از آسكوربات (1.11.1.11

 طوربهكنند و يمدهنده الكترون استفاده  عنوانبه
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عمده در كلروپلاست، سيتوزول و پراكسي زوم 

 يدپراكسها حذف تجمع داشته و وظيفه آن

است) و  هااندامكيدشده در اين توليدروژن ه

، (GPX, EC 1.11.1.9) گلوتاتيون پراكسيداز

ي گياه هابخشدازهاي ديگر در تمامي (پراكسي

دهنده  عنوانبهها شوند و از فنوليافت مي

الكترون استفاده كرده و در بيوسنتز ليگنين نقش 

، نقش مهمي در از بين بردن (Diaz, 2001) دارند

 Apel and(دارند پراكسيد هيدروژن در گياه 

Hirt, 2004.(  آلودگي به باكتريXanthomonas 

اكسيدانتي در هاي آنتيفعاليت آنزيم باعث تغيير

 ,Chandrashekar and Umesh( فرنگيگوجه

 ,.kumar et al(، كام كوات و نارنج )2012

  شود. مي  )2011

 يدپراكسهاي كاتالاز از بين برنده آنزيم 

كه يدرحاليدروژن در پراكسي زوم بوده ه

آسكوربات پراكسيداز آنزيم اصلي چرخه 

ون است كه در سركوب كردن گلوتاتي-آسكوربات

يدروژن در كلروپلاست، ه يدپراكستجمع 

 سيتوزول، پراكسي زوم و آپوپلاست نقش دارد

)Shigoeka et al., 2002 .( مطالعات نشان داد كه

ساليسيليك اسيد از جاروب شدن پراكسيد 

هيدروژن توسط آسكوربات پراكسيداز سيتوزولي 

را در ممانعت نموده و سطح پراكسيد هيدروژن 

گياه بلافاصله بعد از تيمار ساليسيليك اسيد بر 

دهد. لذا ساليسيليك روي برگ توتون افزايش مي

تواند تجمع پراكسيد هيدروژن را در طي اسيد مي

وسيله آلودگي با عوامل انفجار اكسايشي كه به

 گردد، تحريك نمايدزا ايجاد ميبيماري
.(Dempsey et al., 1999)  
ولي و آنزيمي بلاست جهت بررسي مولك

، Pssمركبات، پس از آلوده سازي با باكتري 

 از سه رقم ليموترش لايم كوآت RNAاستخراج 

)Citrus auarantifolia() نارنج ،C. sinensis و (

هاي در زمان )C. reticulata( نارنگي اوكيتسو

متفاوت انجام و سپس بيان ژن پراكسيداز بررسي 

اكسيدانتي آنتيهاي و ميزان فعاليت آنزيم

  گيري شد.اندازه

  

  هاروشمواد و 

 Pseudomonas syringaeتهيه و كشت باكتري 

pv. syringae  
 يباكتر ونيكلكس از موردنظر يباكتر

 موسسه كيولوژيب كنترل بخش در موجود

 موسسه در واقع كشور يپزشكاهيگ قاتيتحق

 در و هيته) آمل معاونت( كشور برنج قاتيتحق

  .شد كشت NAS طيمح

  

  تهيه نهال

 ؛مركباترقم متفاوت در اين بررسي از سه 

 Citrus reticulate var( اوكيتسو رقم نارنگي

okitso،(  نارنجگونه (Citrus aurantium)  و

 Citrus( از گونه لايم لايم كوآتدورگ 

aurantifolia( بر روي  شدهزدهپيوند  سالهكي

فته قبل ه 4 هانهالتمامي  شد. استفادهپايه نارنج 

 يهانهالها سر برداري شد. از انجام آزمايش

 حرارت درجه در ياگلخانه طيشرا تحت تمركبا
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 درصد 65 ينسب رطوبت و وسيسلس درجه 25

   .شدند نگهداري

  

  ييزايماريب آزمون

 طيمح در Pss يباكتر روزه 2-1 كشت از

 7×610 غلظت با يونيسوسپانس  NAS كشت

 هر در) Colony-Forming Unit; CFU( سلول

 از استفاده با يسنج غلظت. ديگرد هيته تريليليم

 نانومتر 600 موجطول با اسپكتروفتومتر دستگاه

 از ميكروليتر 10 حدود يزنهيما يبرا. شد انجام

 لهيوسبه يكوبهيما روش به حاصله ونيسوسپانس

 يبرگانيم يفضا به نيانسول مخصوص سرنگ

 ساعت 24 ،هالنها .شد قيتزر مركبات يهابرگ

 از استفاده با ،اهانيگ يزنهيما از بعدو  قبل

. شدند دهيپوش شفاف يكيپلاست يهاسهيك

 در و انجام متفاوت يهابازه در يبردارنمونه

  .شد يدارنگهدرجه سانتيگراد  -70زريفر

  

 از ژنومي DNA زدودن و RNA استخراج

  هانمونه

 هايبرگ از كل RNA محتوي 

 با مختلف ي زمانيهابازه در دهش يبردارنمونه

) سيناژن شركت( RNXplus كيت از استفاده

 از ژنومي DNA زدودن منظوربه. شد انجام

 RQ1 RNase-free كيت از ،RNA يهانمونه

DNase شركت ساختFermentase  طبق 

   .شد استفاده سازنده شركت دستورالعمل

 استخراجي RNA كيفيت بررسي منظوربه 

 شده،استخراج يهانمونهد. ش تفادهاس روش دو از

 TAE بافر در درصد 5/1 آگارز ژل از استفاده با

)40mM Tris acetate, 1 mM EDTA 1X( 

 برومايداتيديوم در ژل. شدند يبررس

)μg/mL5/0 (و يزيآمرنگ دقيقه 15 مدت به 

 ژل دستگاه UV با مقطر آب با شستشو از بعد

دوم  رروشد. شد يبردارعكس آن از كداك خوان

 موجطول در هانمونه غلظت و خلوص درجه

 دستگاه لهيوسبه نانومتر 280 و 260

  .شد يبررس اسپكتروفتومتر

  

  cDNA تيفيك يبررس و ساخت

 Revert Aid تيك توسط cDNA ساخت

First Standard cDNA )Fermentase (بر و 

 كل RNA محتوي از دستورالعمل، اساس

 استفاده زمان تا هاهنمون .شد ساخته شدهاستخراج

 تكثير و نگهداري سلسيوس درجه -20 در

ي ارهيواكنش زنج از استفاده با  cDNAقطعات

 ارزيابي .شد انجام TEF آغازگر جفت و مرازپلي

 5/1 آگارز ژل روي بر PCR  واكنش محصول

  .گرفت صورت TBE بافر در درصد

  

 روش كمك به هاژن بيان ميزان بررسي
Quantitative Real- time PCR   

  

 از استفاده با ، qRT-PCRلهيوسبه هاژن بيان

 در مربوطه آغازگرهاي و Cyber Green  تيك

 M*3000P )BioRad(  Thermal cycler دستگاه
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 شدهرقيق cDNA ازميكروليتر  2 حدود .شد انجام

 در الگو عنوانبه نمونه هر از) منانوگر 50(

 از ميكرو ليتر 1: بيترك به و شد استفاده هاواكنش

ميكرو  5/8 ن،يبرگريساميكرو ليتر 5/7 آغازگر، هر

. شد افزوده) ميكرو ليتر 20 يينها حجم( آب ليتر

. 1: است ريز مطابق ريتكث جهت ييدما پارامتر

 درجه 95 در دقيقه 4 :اوليه سازي واسرشته مرحله

 در ثانيه 30 :سازي واسرشته مرحله. 2 .وسيسلس

 30: آغازگر اتصال رحلهم. 3 .سلسيوس درجه 95

 مرحله. 4. سلسيوس درجه 60 دماي در ثانيه

. 5 .سلسيوس درجه 72 دماي در ثانيه 20: تكثير

 درجه 60 دماي در .دقيقه 5: نهايي تكثير مرحله

  الي 2 مراحل بين چرخش مرتبه 40 و سلسيوس

 پژوهش اين در مورداستفاده آغازگرهاي ليست .4

 از هاآزمايش تمام رد .است آمده 1 جدول در نيز

 تمامشد.  استفاده دارخانه ژن عنوانبه tef ژن

  .گرفت انجام تكرار 3 در  PCR هايواكنش

  هاداده تجزيه

 Bio-Rad cfx افزارنرم با هاداده تجزيه 

manager نيا در ژن هر انيب نرخ. شد انجام 

 محاسبه شد CTΔΔ(- 2( فرمول از استفاده با روش

)and Schmittgen, 2001 Livak .(  

  

  .مرازپلي ايزنجيره هاييشدر آزما آغازگرها جفت. 1 جدول
Table 1. Primer pairs used in the present study and their nucleotide sequence. 

  

  بررسي فعاليت آنزيمي

گيري ميزان روش عصاره گيري براي اندازه

  اكسيدانيهاي آنتيآنزيم

 607/0خراج، بافر است تريليليم 50براي تهيه 

ليتر ميلي 40در  PVPگرم  05/0گرم تريس را با 

خوبي حل كرده و سپس با آب مقطر به

و بعد  تنظيم 8محلول را به  pH اسيدكلريدريك

ليتر ميلي 50از آن محلول را به حجم نهايي 

هاي رسانده شد و از آن براي عصاره گيري آنزيم

استفاده اكسيداني استفاده شد. (بافر تا زمان آنتي

در يخچال نگهداري شد). جهت عصاره گيري، 

هاي برگي از همه گرم از پودر نمونه 5/0 ابتدا

شده در بالا در سه تكرار هاي زماني گفتهبازه

درجه سلسيوس در  -72نگهداري شده در فريزر 

ليتر ميلي 2ليتري آماده، سپس ميلي 5/2هاي لوله

ط حاصل شد.  مخلو اضافهبافر استخراج  به آن 

دقيقه با دور  15را در لوله اپيندورف و به مدت 

جهت سلسيوس  در 4دماي  در 13000

ازآن فاز بالايي جهت سانتريفيوژ نموده و پس

ها جدا شد. تعيين ميزان پروتئين و فعاليت آنزيم

Accession 

number  
 Gene  ژن Primer sequence    )'5  '3توالي آغازگر ( 

AY49856

7  
F: GGTCAGACTCGTGAGCATGC  

R: CATCGTACCTAGCCTTTGAGTACTTG    
elongation factor 1-alpha  

 F: GATCTTCGTGCTCGTGTTCA 
R: TGCGAATGTTTTGCTGTCTC 

POX  
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براي تعيين غلظت پروتئين كل از روش برادفورد 

(Bradford, 1967) .استفاده شد  

  

  )PRX( حلول پراكسيدازگيري ماندازه

گيري ميزان غلظت كمي اين براي اندازه

 Chance and(آنزيم از روش چنس و ماهلي

Maehly( با اندكي تغييرات استفاده شد(Chance 

and Maehly, 1995)گيري بر اساس ميزان . اندازه

توسط اين آنزيم  )Gaiacul(اكسيد شدن گايكول 

وليتر از ميكر 33روش گيرد. در اين انجام مي

ليتر از محلول عصاره استخراج را با يك ميلي

 5ميلي مولار گوايكول،  13پراكسيداز كه شامل 

ميلي  50و  )2O2H(ميلي مولار پراكسيد هيدروژن 

است مخلوط PH) = 8مولار بافر فسفات پتاسيم (

ثانيه در  10فواصل نموده و به مدت يك دقيقه با 

. براي جذب آن خوانده شد nm 470موج طول

 39ليتر بافر فسفات پتاسيم، ميلي 100ساختن 

ميلي  50ليتر فسفات پتاسيم مونو بازيك ميلي

ليتر فسفات پتاسيم دي بازيك ميلي 61مولار را با 

  ميلي مولار تركيب شد. 50

  

 پراكسيداز گيري محلول آسكورباتاندازه

)APX (  

گيري ميزان غلظت كمي اين براي اندازه

استفاده شد  آسادا و ناكانوآنزيم از روش 

)Nakano and Asda, 1989 50). بر اين اساس 

ليتر ميكروليتر از عصاره استخراج را با يك ميلي

گيري اسكوربيك پراكسيداز كه محلول اندازه

)، pH=8ميلي مول بافر فسفات پتاسيم ( 50شامل 

ميلي مولار اسيد  EDTA ،5/0ميلي مول  1/0

ميلي مولار پراكسيد  15/0و  (ASA) اسكوربيك

است مخلوط شد. سپس جذب  )2O2H(هيدروژن 

بعد از مدت يك دقيقه با  nm290موج آن در طول

دستگاه اسپكتروفتومتر خوانده شد. يك واحد 

آنزيمي اسكوربيك پراكسيداز برابر با تجزيه يك 

  ميلي مولار اسيد اسكوربيك در يك دقيقه است. 

  

  )CAT( گيري آنزيم كاتالازاندازه

گيري ميزان غلظت كمي اين براي اندازه

استفاده  (Dhindza, 1981) آنزيم از روش دهيندزا

ميكروليتر از عصاره  50روش شد. بر اساس اين 

گيري ليتر محلول اندازهاستخراج را با يك ميلي

يم ميلي مول بافر فسفات پتاس 50كاتالاز كه شامل 

)7=pH ميلي مول پراكسيد هيدروژن 15) و 

)2O2H(  است مخلوط گرديد. سپس جذب آن در

به مدت يك دقيقه با دستگاه  nm240موج طول

اسپكتروفتومتر خوانده شد. يك واحد آنزيمي 

د كاتالاز برابر با تجزيه يك ميلي مولار پراكسي

ها در دادهدر يك دقيقه است. )2O2H( هيدروژن

مرتب و آناليز آماري به كمك  Excelصفحه 

ط ها در سه تكرار توسآماري داده افزار تجزيهنرم

  انجام شد. SPSS افزار نرم
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  نتايج

  گسترش بيماري

ها، ميزان توسعه پس از آلوده سازي ژنوتيپ

اد بيماري مورد ارزيابي قرار گرفت. نتايج نشان د

بر كه رقم اوكيتسو درجه بالايي از مقاومت در برا

P. syringae  در مقايسه با نارنج و لايم كوآت

ست د. اندازه نقاط آب سوخته در اثر بيماري بلابو

 يباً نصف دو رگ لايمتقرمركبات در اوكيتسو 

 .)1( شكل كوات و  در نارنج مقاومت بينابين بود

با استفاده از  (p values < 0.001)آناليز آماري 

تفاوت مشخصي را، بين سه رقم  Tukyآزمون 

   ).Heydarinezhad et al., 2016(نشان داد

  

   POXژن   بيان حسط

سطح بيان ژن پراكسيداز در دو رگ لايم 

 ساعت بعد از آلودگي به 48كوات در بازه زماني 

و  ،  بيشينه بيان داشت. در گونه نارنجPssباكتري 

كوات،  ميلااز  زودترساعت  12رقم اوكيتسو 

. اختلاف ديرسسطح بيان اين ژن به اوج 

از س پ24ي در سطح پنج درصد در زمان معنادار

ي بين رقم اوكيتسو و نارنج و لايم كوآت آلودگ

ساعت  48وجود داشت. سطح بيان اين ژن در 

درصد بين نارنج و  5بعد از آلودگي در سطح 

 ارمعنادنبوده ولي با لايم كوآت  معناداراوكيتسو 

حساس بودن اين رقم است.   دهندهنشاناست كه 

  . )2(شكل

  

  فعاليت آنزيم پراكسيداز

ررسي آماري فعاليت آنزيم پراكسيداز نتايج ب

دار بين ارقام حساس حاكي از وجود تفاوت معني

م بود. لاي Pss و مقاوم قبل از آلودگي به باكتري 

 كوآت از پتانسيل كمتري در فعاليت اين آنزيم

ر م دبرخوردار بود. روند تغييرات ميزان توليد آنزي

 بعد از 48رقم اوكيتسو و گونه نارنج تا ساعت 

آلودگي صعودي بوده ولي در لايم كوات سير 

شد. ميزان  حفظ شتريبو يا  72صعودي تا ساعت 

وز ر 7ساعت تا 12توليد آنزيم پراكسيداز از بازه 

نشان داده شد.   Pssبعد از آلودگي به باكتري 

دهنده وجود تفاوت نتايج آناليز آماري نشان

درصد بين ارقام حساس و  1دار در سطح معني

هر  ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز در ازنظروم مقا

   ).3بازه زماني پس از آلودگي بود (شكل

  

  كاتالاز آنزيم فعاليت

 بررسي در كاتالاز آنزيم فعاليت بررسي نتايج

 اغلب در داريمعني تفاوت هرچند داد نشان

 وجود شدهيبررس ارقام بين در زماني هايبازه

 در( داريمعنير طوبه آن فعاليت سطح ولي ندارد

 از پس ساعت 24 زماني بازه در) درصد 1 سطح

 بود بيشتر كوات لايم رگ دو در آلودگي

  ).4شكل(

  

  فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز

تجزيه آماري ميزان فعاليت آنزيم آسكوربات 

دار در پراكسيداز حاكي از وجود تفاوت معني
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درصد بين ارقام حساس و مقاوم قبل از  5سطح 

رقم مقاوم  كهيطوربه. بودPss  لودگي به باكتري آ

اوكيتسو از پتانسيل كمي براي فعاليت اين آنزيم 

برخوردار بود. ميزان فعاليت آنزيم آسكوربات 

در   Pssپراكسيداز بعد از آلودگي به باكتري 

دورگ حساس لايم كوآت روند صعودي داشته و  

ر بعد از آلودگي به بيشترين مقدا 72در ساعت 

درصد با نارنج و  1خود رسيد كه و در سطح 

داري داشت. در اوكيتسو ديگر اختلاف معني

نارنج و اوكيتسو كه مقاومت بالاتري نسبت به 

و  افتهيكاهشلايم كوآت دارند ميزان آنزيم 

ساعت بعد از آلودگي  24سطح در  نيترنييپا

  ).5اتفاق افتاد (شكل

  

  بحث

ليگنيني شدن،  پراكسيداز از طريق يهانزيمآ

هاي فعال فرم توليداستحكام ديواره آوند چوبي، 

 و يها و تركيبات فنولنيتوآلكسياكسيژن، سنتز ف

فعاليت مستقيم خود در مقاومت گياه به پاتوژن 

  ).Gang et al., 2010( دننقش دار

توسط  شدهانجامي هايبررس بر اساس

يم يك آنز عنوانبه تواننديم دازهايپراكسمحققين، 

بيوكنترل عمل نموده لذا پراكسيد هيدروژن را در 

آن حضور سوبستراهاي مختلف اكسيد كنند و هم 

سطح بيان  ).Blee et al., 2001توليد نمايند ( را

ژن پراكسيداز پس از اعمال  زودهنگامبالا و 

 توسطآلودگي در ارقام مقاوم نسبت به حساس 

)Nagela and Heba, 2011; Sasaki et al., 

2004; Heydarinezhad et al., 2016 ( نيز

  است. شده گزارش

  
ودا، ببيماري بلاست در برگ ارقام به ترتيب از راست به چپ لايم كوات، انگشت  علائمپيشروي  -1شكل 

  .نارنج، پرتقال فوكوموتو، لمون فينو، نارنگي اوكيتسو

Figure 1- Development of disease symptom in leaves of lines, from Right to left: 

Limequat; fingered citron; sour orange; Fukumoto navel orange; finolemon and Okitso. 
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 Pseudomonas يباكتر ازني ببعد از مايه يتسوكوات، نارنج و اك يمدر لاژن پراكسيداز  ينسب بيان - 2شكل 

syringae pv. syringae .نگين هايي كه ميا. شد محاسبه استاندارد منحني روش از استفاده با ژن نسبي بيان

  .اختلاف معني داري ندارند (P < 0.05)استفاده از آزمون دانكن  ظر آماري بااز نحرف مشترك دارند 
Figure 2- Relative expression levels of peroxidase gene in Limequat, sour orange and Okitso 

after inoculation with Pss. Relative gene expression was calculated using the standard curve 

method. Means followed by the same letters are not significantly different for P < 0.05 according 

to the Duncan’s test. 

 

 

  
 با آلودگي زا پس مختلف زماني هايبازه رد كوات لايم و نارنج اوكيتسو، در پراكسيداز آنزيم فعاليت -3 شكل

Pseudomonas syringae pv. Syringae. اده استف ميانگين هايي كه حرف مشترك دارند از نظر آماري با

  .اختلاف معني داري ندارند (P < 0.05)از آزمون دانكن 
Figure 3- Peroxidase enzyme activity at different time intervals after inoculation of Limequat, 

sour orange and Okitso with Pseudomonas syringae  pv. syringae.  Means followed by the same 

letters are not significantly different for P < 0.05 according to the Duncan’s test. 
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س از پ مختلف زماني هايبازه در كوات يملا و نارنج اوكيتسو، در كاتالاز آنزيم فعاليت ميزان -4 شكل

ماري ميانگين هايي كه حرف مشترك دارند از نظر آ.  Pseudomonas syringae pv syringae باآالودگي 

  .اختلاف معني داري ندارند (P < 0.05)استفاده از آزمون دانكن  با
Figure 4- Catalase enzyme activity at different time intervals after inoculation of Limequat, sour 

orange and Okitso with Pseudomonas syringae  pv. syringae.  Means followed by the same letters 

are not significantly different for P < 0.05 according to the Duncan’s test. 

 

 

  
 مختلف زماني هايبازه در كوات لايم و نارنج اوكيتسو، ردميزان فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز  -5شكل 

ظر نميانگين هايي كه حرف مشترك دارند از . Pseudomonas syringae pv syringae پس از آالودگي با

  .اختلاف معني داري ندارند (P < 0.05)استفاده از آزمون دانكن  آماري با
Figure 5- Ascorbate peroxidase enzyme activity at different time intervals after inoculation of 

Limequat, sour orange and Okitso with Pseudomonas syringae  pv. syringae.  Means followed by 

the same letters are not significantly different for P < 0.05 according to the Duncan’stest. 
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نارنج و اوكيتسو در در  POXبيان ژن 

ساعت بعد از تزريق باكتري به  24ساعات اوليه، 

).  نتايج ساير محققين نشان 1اوج رسيد (شكل

داد كه در چند ساعت بعد از آلودگي مقداري بيان 

توليد  تا با روديمبالا  در گياه ژن پراكسيداز

رسوب دادن تركيبات  ،هاي اكسيژن فعالگونه

واره سلولي از ورود شدن دي يي و ليگنينفنول

 ,.Bhuiyan et al( كنديمبيمارگر جلوگيري 

نشان داده شد كه اوج بيان آن در ساعت ). 2009

شود كه با القاي مرگ بعد از آلودگي ديده مي 24

سلولي از پيشرفت بيماري جلوگيري 

در لايم كوات ميزان . )Schweizer, 2008(كنديم

به دو گونه ساعت تأخير نسبت  12بيان اين ژن با 

به بيشينه خود رسيد  48و رقم ديگر در ساعت 

حساسيت بيشتر اين دورگ  دكنندهييتأتواند كه مي

نسبت به نارنج و اوكيتسو باشد. ميزان بيان ژن 

POX  72در دورگ لايم كوات در ساعت  

ساعت بعد از  168كاهش داشت اما در بازه 

به  افزايش يافت كه مجدداًآلودگي، ميزان بيان آن 

به دليل افزايش تحريك گياه توسط  رسديم نظر

باكتري بيمارگر در زمان بروز علائم است. در  

ميزان بيان اين ژن بعد از  ترمقاومگونه و ارقام 

كاهش  48در ساعت  24اوج گرفتن در ساعت 

اما نسبت به رقم حساس بيان بيشتري  ابدييم

تواند بيانگر واكنش دفاعي نشان داد كه مي

 ,.Liu et alو ارقام باشد ( گونهنيادر  زيآمتيفقمو

2005 .(  

بررسي عوامل دخيل در مرگ  سلولي نشان 

آن، ايجاد  جادكنندهياداده كه يكي از عوامل اصلي 

هاي اكسيژن فعال است كه منجر به تغيير گونه

عوامل دخيل در حفظ تركيبات غشايي، تركيبات 

ي متعدد ندهايفراو  هادانتياكسيآنتضد انجماد، 

 كه يزمان). Cao et al., 2010( باشنديمديگر 

هاي ميزان گونه رديگيمگياه تحت استرس قرار 

). Polle, 2001( ابدياكسيژن فعال افزايش مي

افزايش اين مواد اگرچه از جمعيت باكتري 

اما به  )Peng and cuk, 1992( كندجلوگيري مي

و چربي  هادانهرنگنوكلوئيك اسيد، پروتئين، 

گياهان . )Mendel, 2001كند (خسارت وارد مي

براي كاهش خسارت تركيبات اكسيژن فعال 

ي آنزيمي يا غير آنزيمي را دانتياكسيآنتي هادفاع

ازجمله ). Apel and Hirt, 2004كنند (فعال مي

توان به ي آنزيمي ميدانتياكسيآنتي هادفاعاين 

داز و آسكوربات پراكسيداز، گاياكول پراكسي

همچنين  ).Liu, 2008كاتالاز اشاره كرد (

كه پراكسيداز پس از كاتالاز در درجه  شدهگزارش

دوم اهميت در حذف پراكسيد هيدروژن نقش ايفا 

). فعاليت آنزيم Kunz et al., 2004( كنديم

پاسخ اوليه و  عنوانبه (PRX)پراكسيداز 

زودهنگام در تعامل بين گياه و بيمارگر است، 

افزايش فعاليت اين آنزيم با مقدار  كهيورطبه

پراكسيد هيدروژن گياهان در هنگام تنش رابطه 

). آلودگي Sasaki et al., 2004( مستقيمي دارد

 Xanthamonas axopodonisبه  كام كواتبرگ 

subsp. citri در ميزان پراكسيداز را نشان  شيافزا
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). آلودگي برگ Kumar et al., 2011دهد (يم

با  Xannthomonas citri subsp. citri بهلايم 

افزايش در ميزان آسكوربات پراكسيداز، كاتالاز، 

 .)Rasoulnia, 2013پراكسيداز همراه بود (

به شانكر باكتريايي  فروتپيگرآلودگي برگ 

 شدمركبات باعث افزايش پراكسيداز و كاتالاز 

)Kumar et al., 2013.(  

آنزيم  نتايج اين بررسي نشان داد ميزان

پراكسيداز در رقم مقاوم اوكيتسو بيشتر از ارقام با 

 كهييازآنجاحساسيت بيشتر نارنج و لايم است. 

هاي اكسيژن فعال در مراحل ترين ميزان گونهبيش

شود گياهي مقاومت بالاتري ابتدايي توليد مي

خواهد داشت كه در همان ساعات اوليه آنزيم 

اي گونه اكسيژن هبيشتري توليد كند تا از تخريب

فعال جلوگيري كند. با توجه به ميزان توليد آنزيم 

پراكسيداز در سه گونه و رقم مشاهده شد كه 

و گونه  بالاترين سطح آن براي رقم اوكيتسو

تر لايم در دورگ حساس و 48نارنج، در ساعت 

است. ميزان اوج بيان ژن  72كوات در ساعت 

POX  24ساعت نيز در رقم اوكيتسو و نارنج در 

).  1بود (شكل  48و در لايم كوات در ساعت 

تواند احتمالاً به دليل تأخير در اين اختلاف مي

كه علي طوريتخريب اين آنزيم در سلول باشد به

رقم كاهش بيان ژن ميزان فعاليت آنزيم در سلول 

نتايج اين  بر اساسماند. در سطح بالايي باقي مي

تواند به اكسيداز ميمطالعه فعاليت بالاي آنزيم پر

دليل نقش اين آنزيم در اتصالات عرضي و سنتز 

كه اين طوريليگنين در ديواره سلولي باشد. به

مقابله با نفوذ بيمارگر با بستن  منظوربهگياهان 

منافذ ديواره سلولي از طريق افزايش قطر ديواره، 

سطح فعاليت پراكسيدازهاي خود را در سلول 

ز سويي با توليد پراكسيد دهند و اافزايش مي

هيدروژن سبب القاي مرگ سلولي، در صورت 

، تا از نفوذ و توسعه گردنديمپيشرفت بيماري 

هاي آنتي بيمارگر ممانعت نمايند. ميزان آنزيم

پراكسيداز در ارقام مقاوم بيشتر  ژهيوبهاكسيدانت 

. )Asthir et al., 2010است ( از ارقام حساس

بيانگر توانايي ارقام مقاوم در  اين نتايج ،بنابراين

 القاي فعاليت آنزيم پراكسيداز است كه با نتايج

)Haetach et al., 2008; Mohamad, 2012( 

مبني بر افزايش فعاليت آنزيم تحت شرايط تنش 

ي ديگر محققين نيز هايبررسمطابقت دارد. نتايج 

بيانگر افزايش فعاليت آنزيم در ارقام مقاوم و 

 Clarke et( آلودگي در گياهان بودحساس پس از 

al., 2002.(   

آنزيم آسكوربات پراكسيداز نقش بسيار 

واسطه سيگنال دهي براي فعال  عنوانبهمهمي را 

ازجمله بيان ژن براي  دستنييپاكردن اتفاقات 

 Bowlerنمايد (ايجاد مقاومت به استرس بازي مي

 and Fluhr, 2002 نتايج اين بررسي حاكي از .(

ن بود كه ميزان فعاليت آنزيم در دورگ حساس اي

لايم كوآت بيشتر از گونه و ارقام با مقاومت بالاتر 

نارنج و اوكيتسو بود. نتايج اين بررسي با نتايج 

)Chen et al., 2006; Rasoulnia et al., 2013; 

Kumar et al., 2011)  مبني بر افزايش فعاليت

اس در آنزيم آسكوربات پراكسيداز در رقم حس
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 شدهگزارشي دارد. اخيراً خوانهمآلودگي بيمارگر 

است كه در طي تعامل بين گياه و بيمارگر، بيان 

هاي اكسيژن فعال مانند ي گونهزداسمهاي آنزيم

گردد كه اين آسكوربات پراكسيداز سركوب مي

هاي ممانعت نقش مهمي را در افزايش سطح گونه

آن سبب  موجببهاكسيژن فعال ايفا نموده و 

ي دفاعي در هاپاسخالقاي مرگ سلولي و ساير 

 ,.Mittler et alگردد (طي حمله بيمارگر مي

در طي فوق  دشدهيتول). اسيد ساليسيليك 1998

هاي كاتالاز شدن آنزيم رفعاليغحساسيت، سبب 

 ,.Chen et al( گرددو آسكوربات پراكسيداز مي

 ). شواهد نشان داد كه تجمع ساليسيليك 1993

اسيد در طي فوق حساسيت با ممانعت از 

اكسيداسيون آسكوربات سبب سركوب نمودن 

 ,.Chen et al( گردنديمدر گياه   cAPXفعاليت

1993; Rao et al., 1997( با سركوب نمودن .

در توتون تراريخت، سبب كاهش  APXبيان 

فعاليت اين آنزيم در جاروب كردن پراكسيد 

اين  تيدرنهاكه هيدروژن موجود در سلول شده 

عمل منجر به القاي مرگ سلولي در توتون 

 P. syringaeدر پاسخ به حمله باكتري  تراريخت

 توانيمنتايج اين بررسي  بر اساسگرديد. 

استنباط كرد كه گونه و ارقام مقاوم احتمالاً سبب 

  SAو افزايش سيگنال SARفعال شدن مكانيسم 

وب نمودن تواند منجر به سركدر گياه شده كه مي

آنزيم آسكوربات پراكسيداز در گياه گردد. با 

توجه به اين موضوع كه كاهش فعاليت آنزيم 

آسكوربات پراكسيداز سبب افزايش سطح 

ي در گياه شده كه سلولدرونپراكسيد هيدروژن 

ي سازفعالپيامبر ثانويه از طريق  عنوانبهتواند مي

 و هانيپروتئ PRي دفاعي سبب القاي هاپاسخ

 ,.Miller et alهاي دفاعي ديگر شود (پروتئين

گونه و ارقام مقاوم احتمالاً با  ،). بنابراين1999

ي اين مكانيسم دفاعي سبب القاي ريكارگبه

  شود.  مقاومت به بلاست در مركبات مي

گياه توانايي بالايي در استفاده از كاتالاز در 

دارد يژنه در حمله بيمارگر اكسآبتجزيه 

)Rasoulnia et al., 2013 آنزيم كاتالاز از (

هاي اهميت بالاتري نسبت به ساير آنزيم

 است برخورداراكسيدانت موجود در گياه يآنت

)Kunz et al., 2004 اين آنزيم در طي تعامل .(

دو حالت  .گرددگياه با حمله بيمارگر سركوب مي

يشنهادشده كه پمختلف براي بازدارندگي كاتالاز 

بازدارندگي  -1دهد: سيت رخ ميدر فوق حسا

 - 2يله ساليسيليك اسيد وسبهفعاليت كاتالاز 

 mRNAسركوب نمودن دائمي كاتالاز در سطح 

)Chen et al., 1993( سركوب نمودن كاتالاز .

توسط بيمارگر و  القاشده PCD منجر به افزايش 

گردد هاي دفاعي در گياه مييسممكانالقاي 

)Chen et al., 1993وتي در ميزان بيان ژن ) تفا

 24 جزبههاي زماني يك از بازهيچهكاتالاز در 

زني در ارقام متفاوت مركبات يهماساعت پس از 

مشاهده نشد. در اين مقطع زماني ميزان فعاليت 

آنزيم كاتالاز در دو رگ حساس لايم كوآت بيشتر 

نارنج و اوكيتسو بود. فعاليت بالا  ترمقاوماز رقم 

نسبت به رقم  Alg-Sدر رقم حساس از كاتالاز 
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كه افزايش فعاليت نشان داد Alg-R مقاوم 

 كاتالازي با افزايش فعاليت بيمارگر همراه است

)Vanaker et al., 1998.( نتايج اين  بر اساس

ي از پتانسيل نسبتاً متفاوتي موردبررسبررسي ارقام 

براي القاي فعاليت آنزيم كاتالاز برخوردار 

م حساس با فعاليت بالاي كاتالاز در باشند و رقيم

جهت كاهش پراكسيد هيدروژن سبب كاهش 

مرگ سلولي و حمايت از باكتري بيمارگر 

گردد. مطالعات نشان داد كه آنزيم كاتالاز مي

يدشده طي تولجاروب كننده پراكسيد هيدروژن 

). Chen et al., 2009( اعمال تنش در گياه است

غلطت بالا براي چه پراكسيد هيدروژن در  اگر

ي پايين هاغلظتاما در  باشد يسمتواند گياه مي

تواند نقش مولكول سيگنال در گياه داشته مي

كه القاي پراكسيدهيدروژن در القاي طوريباشد. به

هاي مرتبط با ي ژنسازفعالمرگ سلولي و 

ي ايفا كند. مؤثرتواند نقش مي )PRs( زاييبيماري

توتون تراريخت شده را ) 1998( همكارانميتلر و 

 .Pبا باكتري  AS1( CAT1( براي كاهش

syringae القاكننده HR آلوده نمودند و در ،

هاي فوق حساسيت ، پاسخAS1گياهان تراريخت

هاي باكتريايي مشاهده يآلودگ محض بهرا 

هاي كاتالاز نمودند كه نشان داد كاهش آنزيم

تحت حمله بيمارگر  القاشده PCDسبب افزايش 

القاشده توسط  HRگردد. همچنين در طي مي

ي هاتوتونبيمارگر ميزان بيان ژن كاتالاز در 

داري كاهش يافت. معني طوربهتراريخت شده 

 آلودگي دو رگ حساس لايم كوآت به

Xannthomonas citri subsp. citri  با افزايش در

ميزان محتويات كلروفيل، كاتالاز، گلوتاتيون 

بات پراكسيداز آپوپلاستي بعد پراكسيداز و آسكور

 .)Rasoulnia et al., 2013از آلودگي همراه بود (

بنابراين ارقام مقاوم با كاهش فعاليت آنزيم كاتالاز 

پس از آلودگي سبب افزايش سطح فعاليت 

گردند. پراكسيد يمپراكسيد هيدروژن در گياه 

يك سيگنال  عنوانبهتوانند يميدشده تولهيدروژن 

در  SARي مسير سازفعالو سبب  عمل نموده

هاي گياه گردد و بدين ترتيب با القاي پاسخ

مقاومتي از گياه در برابر بيمارگر باكتريايي 

  محافظت نمايند.

سطح بيان توان نتيجه گرفت ي ميطوركلبه

و ميزان فعاليت آنزيمي، در  مطالعه مورد ژن

ژن اوكيتسو و نارنج دخالت دارند. رقم  مقاومت

 و اوكيتسو بيان زودتري در گياه نارنجيداز پراكس

براي  يدييكه خود تأ لايم كوات داشتنسبت به 

با  نارنج و لايم كواتتر بودن رقم اثبات حساس

. در بررسي است ياتوجه به مشاهدات مزرعه

فعاليت آنزيمي، توليد پراكسيداز بيشترين ميزان را 

ساعت بعد از  48در اوكيتسو و نارنج در بازه 

به  72آلودگي داشت ولي در لايم كوآت در زمان 

ميزان اوج رسيد كه با ميزان بيان ژن پراكسيداز 

همخواني دارد. در آنزيم كاتالاز ، فقط در بازه 

ساعت بعد از آلودگي در دو رگ  24زماني 

حساس لايم كوات در مقايسه با دو ژنوتيپ مقاوم 

لاي دار بود. دو رگ لايم كوات با فعاليت بامعني

كاتالاز در جهت كاهش پراكسيد هيدروژن سبب 
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كاهش مرگ سلولي و حمايت از باكتري بيمارگر 

گردد. آنزيم آسكوربات پراكسيداز همانند مي

كاتالاز در لايم كوات بالاتر از ارقام مقاوم است 

كه احتمالاً ميزان كم اين آنزيم در ارقام با مقاومت 

همراه است كه بالاتر با افزايش پراكسيد هيدروژن 

  است. هانيپروتئ PR كنندهفعال عنوانبه
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Abstract 

 Citrus blast is a widespread disease citrus in most citrus growing areas of the world 

except in tropical regions. The disease is predominantly incited by strains of Pseudomonas 

syringae pv. syringae. The reaction of the plants to infection with pathogen is manifested by 

metabolic changes in tissues exemplified by generation of reactive oxygen species and 

expression of genes involved in systemic acquired resistance (SAR). In the present study the 

expression of some defense genes including catalase, peroxidase and ascorbate oxidase was 

determined in three species and cultivar of citrus (Okitso Satsuma mandarin, Sour orange and 

limequat) using real-time PCR at different time intervals following injection-inoculation of 

the plant leaves. Expression of peroxidase peaked at 24 hours post inoculation (hpi) in 

satsuma mandarin and sour orange. Whereas in limquat it peaked at 48 hpi. The peroxidase 

level also showed an elevating trend, albeit more slowly, peaking 48 hpi in Okitso satsuma 

and sour orange and 12 hpi in limequat. The trend with catalase and ascorbate oxidase was the 

revers and elevated only in limequat plants. Therefore, the level of peroxidase in the resistant 

citrus species was higher than the susceptible limquat plant, whereas catalase and ascorbate 

oxidase levels was lower in the resistant species leading to build up of hydrogen peroxidase in 

the tissues appearance of the resistant phenotype.  

Key word: Pseudomonas syringae pv. Syringae, antioxidant enzymes, bacterial blast.  

 

 

 

 


