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Extended abstract 

Introduction 

Apple is one of the most important economic products of Iran and the world. Apple brown rot disease (Monilinia 

laxa) is one of the important diseases that cause yield reduction in pre-harvest and post-harvest stages. Increasing 

the activity of defense enzymes, including antioxidant enzymes such as peroxidase and catalase, is an approach to 

enhance apple defense system. Increasing the activity of antioxidant enzymes can reduce the excessive amount of 

malondialdehyde (MDA) produced by plants under stress, thereby maintaining the stability of the cell membrane 

and increasing the plant's tolerance to stress. Proline is a protective amino acid maintaining cell membranes and 

plant enzymes that regulates the osmotic balance of the cytoplasm. Many genes are activated or deactivated upon 

plant's response to the pathogen, and their expression may also increase or decrease following infections. 

Therefore, it is necessary to study and track the level of gene expression during biotic stresses, especially defense 

genes that play an important role in response to stress response. The aim of the present research was to show how 

genes respond to biotic stress. 

Materials and methods 

Golden Delicious apples were used in this study. The contents of hydrogen peroxide, malondialdehyde and proline 

were measured.  Some defense related compounds of apple fruit, including peroxidase and catalase enzymes, was 

recorded following M. laxa inoculation. Extraction and measurement of peroxidase and catalase enzymes were 

done on days 0, 3, 6, 9, and 12 days after inoculation. Also, the changes in the expression of PR1 and PR8 genes 

in response to brown rot pathogen was studied at 12, 24, 48 and 96 hours post inoculation.  

Results and discussion 

The inoculation of M. laxa greatly increased the level of H2O2. The amount of H2O2 was increased from day 6 

and reached its highest level of 31.45 µmolg-1FW on day 12. MDA content increased strongly on day 9, and 
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reached a peak of 5.44 mg g-1FW on day 12. Inoculation with M. laxa increased the permeability of apple fruit 

cell membranes. Inoculation of M. laxa also strongly increased the proline level at day 6.  The activities of two 

enzymes, catalase and peroxidase, were significantly changed in the tissue of the control fruit compared to the 

fruits infected with M. laxa.  In examining the activity of peroxidase and catalase enzymes, a similar trend was 

observed for these enzymes. Compared to the control, inoculation with the pathogen caused a significant increase 

in POD activity on day 3, which reached its highest level on day 3 (48.17 U/mg protein min) and then began to 

decrease rapidly. CAT activity also showed the same trend. After inoculation, CAT activity increased significantly 

and peaked on day 3 (37.12 U/mg protein min) and then decreased rapidly. The results of analysis of variance of 

resistance genes expression at different time points were significant. After 48 hours, the expression of PR1 and 

PR8 genes was observed to be the highest compared to the control. The expression of PR1 and PR8 genes was 

observed to be 3 and 8 times higher than the control, respectively.  

Conclusion 
The cell wall is the first barrier to M. laxa invasion, i.e., the mechanical strength of the apple cell wall is crucial to 

protect apple fruit from pathogenic fungi infections. ROS production is an important signal of the apple immune 

response, which can improve the defense ability through the mechanism of ROS production and scavenging. 

Expression of PR-associated proteins also directly improves resistance to pathogens. Results of present study 

showed that a series of defense reactions against M. laxa were induced during infection in Golden Delicious apple 

fruits, including increasing in defense-related enzyme activities and increased expression of PR genes. M. laxa 

suppress the apple defense system and causes apple early fruit rot. These findings highlight the importance of the 

defense mechanisms of plants against pathogens. 
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سیب تحت   در میوه PR8و   PR1های نژان بیان زپراکسیداز و کاتالاز و می هاییم آنزبررسی فعالیت 

 ( Monilinia laxa) یاقهوه یدگ یپوسبا قارچ عامل تنش 

4حسین میرزایی نجفقلیو  3نیا، مصطفی درویش     ،*2، عیدی بازگیر1فاطمه دریکوند 

آباد پزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرمدانشجوی دکتری، گروه گیاه -1

 آبادپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم ، گروه گیاهدانشیار -2

 آباد پزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم استاد، گروه گیاه -3

 آبادپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم استادیار، گروه گیاه -4

(30/06/1402؛ تاریخ انتشار برخط: 22/06/1402: تاریخ پذیرش ؛14/06/1402یرایش: تاریخ آخرین و ؛30/03/1402)تاریخ دریافت: 

چکیده 

(Monilinia laxaای سیب ) بیماری پوسیدگی قهوه  .رودیم  شماربهو جهان    رانیا  یمحصولات اقتصاد  نیتراز مهم  یکی  ب یس

در این تحقیق    .شودیم  کاهش عملکرد در مراحل قبل از برداشت و پس از برداشت باعث  مهم است که    هاییماریب  ی ازکی

 M. laxaزنی با قارچ  ، پس از مایهکاتالاز  وپروکسیداز    هایآنزیم  ازجمله  سیب میزان تغییرات برخی از ترکیبات دفاعی میوه  

قارچ    یزنهیماپس از  روز    12و    9،  6،  3،  0های  در روز  ترتیب به  کاتالازگیری آنزیم پراکسیداز و  استخراج و اندازهبررسی شد.  

وه یدر م  یاقهوه  یدگ یپوس  مارگر یب  هیعل  PR8و    PR1یهاژن  انیب  راتییتغ  روند   مطالعه   نیا  رد  نیهمچن  عامل بیماری انجام شد.

نتایج تجزیه   .قرار گرفت   مورد بررسی  شاهد  همراهبه ساعت   96و    48،  24،  12  یدر فاصله زمان  مارگریبا ب  حیپس از تلق  ب یس

بعد   PR8و    PR1های  ژنبیشترین میزان بیان  دار بود.  تیمار معنی  زمان اعمال  های مقاومت در سطوح مختلفواریانس بیان ژن

برای اولین بار علیه بیمارگر قارچی    PR8و    PR1های  تحقیق، بیان ژنر این  دشاهد مشاهده شد.    تیمار  نسبت بهساعت    48از  

مقاومت به بیمارگرهای    های اصلاحی برای های پژوهش حاضر در توسعه روشرود یافتهامید میاست و    شدهیبررسدر سیب  

.آن مفید باشد مدتیطولانی دارنگهبرای سیب مهم انباری 

فعال ژنیاکس یها گونه ،یدانیاکسی آنت میآنز تیفعال ب،ی س ،یاقهوه یدگ یپوس ،PRیهانیپروتئ :ی دیکل واژگان
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 مقدمه 

  ی زایماریخود معمولاً با عوامل ب  یدر طول زندگ   اهانیگ 

به   عموماًکه    کنندیمنرم    وپنجهدست   یادیز منجر 

و خسارت به   از اختلالات در روند رشد و نمو   یامجموعه

 Malus domestica)  ب ی س  وهیم  .شودیم  هاآن   محصول

Borkh.  )زراع  نیترمهماز    یکی  نظر  از  یمحصولات 

است   یاقتصاد جهان  عمدهبه  هاب ی س   .در    ن یترعنوان 

تجار  ی هاوهیم برا  ،یمعتدل  طولان  یمعمولاً  در   یمدت 

  ش یافزا  دشانیتا عمر مف  شوندیم  یسرد نگهدار  یهانبارا

انبار سرد   رایز  روندیم  نی از ب  هاب ی س  نیاز ا  یاما کسر  ابد،ی

  شود  زایماریاز عوامل ب ی ناش ب یمانع از فساد س تواندینم

(FAO, 2018). توان به  زا در انبار میاز عوامل مهم بیماری

قهوه نمود.  پوسیدگی  اشاره  از    یکی  یا قهوه  یدگ یپوسای 

دانههسته  یهاوهیم  یقارچ  یهایماریب  نیترمهم و  دار دار 

 تواندیماست که    Monilinia  یهااز گونهکه ناشی    است،

قابل تلفات  به  از    ی توجهمنجر  پس  و  برداشت  از  قبل 

شود جهان  سراسر  در  در   (.Hu et al., 2011)  برداشت 

دفاع  نیچندگیاهان   مختلف    ی واکنش  سطوح  در 

فعال شدن  آن  دنبال  بهو    یو سلول  یمولکول  ،یکیولوژ یزیف

  و ناشناخته   شدهشناخته  یها با عملکردها از ژن   یادیتعداد ز

توسعه    یورکاهش افت بهرهدر پاسخ به عوامل بیمارگر و  

واکنش   یساز اغلب شامل فعال  ییهاپاسخ  نیچن  .یافته است 

  شود ی( مHypersensitivity reaction: HR)حساسیت  فوق

مشخص مرگ    نیترکه  با  عموماً  و  است  مقاومت  نشانه 

 Lamb and)  قابل تشخیص است در محل عفونت    یسلول

Dixon, 1997.)  اکسیژن  گونه  مهار  ستمیس فعال  های 

(Reactive oxygen species: ROS)   گ تعادل   اهانیدر 

ROS  و    ونیداسیحفظ حالت اکس   یو برا  کندیم  میرا تنظ

ها  بیمارگر  کهیهنگام  .کندیم عمل    هاسلول  یعیکاهش طب

آلوده    اهانیگ    سرعتبهو    شودیم  دیتول  ROS،  کنندیمرا 

 Dodds and Rathjen, 2010; Dou and)  شودیمنفجر  م

Zhou, 2012.)  ROSدروژنیه دیپراکس  شامل  جیرا  یها  

(2O2Hراد و  هستند 2O-)  دیسوپراکس  یهاکالی(   )  

(Mditshwa et al., 2017; Tian et al., 2015; Zhang et 

al., 2013  .)ازحدشیب  دی، تولحالنیباا  ROS  باعث    تواندیم

 ی برا(.  Berni et al., 2018)  شود   زبانیم  یهاسلولبه    ب یآس

بهتر رشد،  نیحفظ    د یبا  ROS  ازحدشیب  ری مقاد  حالت 

  اه ی گ   یدانیاکس یآنتدفاع    ستم یحذف شود تا س   مؤثر  طوربه

شود Jahanbakhsh ; 2017., et al Tanveer)  فعال 

., 2022et alRafeie ., 2023; et al Godehkahriz  .)ستم یس  

شامل    اهانیگ  یدانیاکسیآنت  یمیآنز  یدفاع اول  درجه  در 

(،  Superoxide dismutase: SOD)  سموتازید  دیسوپراکس

(  Catalase: CAT(، کاتالاز )Peroxidase: POD)  دازیپراکس

( Ascorbate Peroxidase: APX)  دازیو آسکوربات پراکس

( را  2O2Hبه )  (2O-)  لیتبد  SOD(.   2016et alLi ,.)  است 

و    POD  ،2O2H  و  CATسپس    ،کندیم   زیکاتال آب  به  را 

متابول  ن،یبنابرا   ؛کنندیم  هیتجز  ژنیاکس   ROS  سمیتعادل 

باز  یسلول (. Zhang et al., 2016)  کندیم  یابی را 

محصول  Malondialdehyde: MDA)آلدئید  دیمالون  )

که    ییغشا  یدیپیل  ونی داسیپراکس تنش  است    د یتولطی 

محتوا  شودیم اغلب    یو    ی برا   ینشانگر  عنوانبهآن 

  شود یمغشا استفاده    دیپیل  ونی داسیدرجه پراکس  یریگ اندازه

(Li et al., 2016  .)دانیاکسیآنت  یهامیآنز  ت یفعال  شیافزا 

گ   دشدهیتول  MDA  ازحدشیبمقدار    تواندیم   اهان یتوسط 

  ی سلول  یغشا  یداریپا  جهیدرنتتحت تنش را کاهش دهد،  

گ  تحمل  و  کرده  حفظ  افزا  اهیرا  تنش  به   دهدیم  ش یرا 

(Balal et al., 2012  .)غشا   کی   نیپرول محافظ    ی ماده 

اسمز   یاهی گ   یهامیآنزو    یسلول تعادل  که    ی است 

 ش یافزا(.  Xing et al., 2017)  کندیم  میرا تنظ  توپلاسمیس

تجمع    انیب   یی زایماریب  با  مرتبط  یهانیپروتئو 

(Pathogenesis-related protein: PR  )ی القا  یینها  جهینت  

)  یدفاع  ی هاپاسخ بBonasera et al., 2006است    شتر ی(. 

PRم یمستق  طور به  توانندیمدارند و    یضدقارچ  تیها فعال  

  ی ر یها جلوگ یماریاز گسترش ب  ایببرند    نیرا از ب  مارگرهایب

و   PR1(. در حال حاضر،  Van Loon et al., 2006کنند )

PR8  (Liu et al., 2013  )گو  های پاسخنیپروتئ  نیتر شناخته

حال   . هستند  ب یس   وهیم  در   مارگریب  هب در  مطالعات  اکثر 

گ  از  مانند    اهانی حاضر  و   Arabidopsis thalianaمدل 
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براSolanum lycopersicum)  یفرنگگوجه   ی بررس  ی( 

گ  عوامل    اهانیمقاومت  توسط  عفونت  برابر    زا یماریبدر 

   (.Mandal et al., 2009) کنندیماستفاده 

ای در میوه سیب در باغ و  پوسیدگی قهوه   عامل   M. laxaقارچ  

اطلاعات    ، ن ی ا   وجود   با .  شود ی م شناخته  پس از برداشت در انبار  

  M. laxaبه عفونت توسط    ب ی س   ی در مورد پاسخ دفاع   ی کم 

  ی دفاع   سم ی مکان   شناخت بیشتر مطالعه    ن ی از ا هدف    وجود دارد. 

بدین  .  د باش ی م   M. laxaبه    ی در هنگام آلودگ   ب ی س   ی ها وه ی م 

و    ROS  ی در محتوا پویا    رات یی تغ منظور در پژوهش حاضر  

س   ی دان ی اکس ی آنت   ی ها م ی آنز   ت ی فعال  دفاعی    ی ها ستم ی در 

در طول عفونت با    ب ی س   وه ی در م   مکانیسم میوه به بیمارگر( ) 

M. laxa    از    ی گروه تغییرات بیان  همچنین  وPR دخیل در    ی ها

  ی کم   مراز ی پل   ی ا ره ی با استفاده از واکنش زنج   ی دفاع ضدقارچ 

 (qRT-PCR )   .مورد بررسی قرار گرفت 

 ها مواد و روش

ا:  قارچجدایه  و    یاه یمواد گ  رقم   ب یمطالعه از س  نیدر 

ی که ماریعلائم ب  چیصورت سالم و بدون هبه  شزیدل  گلدن

آوری شده  ، جمعآبادخرم  ستانشهر استان لرستان،    باغاتاز  

شد  بودند، اناستفاده  میوهد.  حدوازه  در  و  یکسان   5  دها 

  دانشگاه   ،یکشاورزدانشکده    انباردر    هامیوه.  بود  گرم  ±190

  با  Monilinia laxa  یقارچ  هیجداشدند.    ینگهدار  لرستان

سیب آلوده    یها وهی( از مstrain number MLULK30)  کد

-یماریب  دیأیت  ضمنشده و    یجداساز  یا قهوه  یدگ یبه پوس

  .شد استفاده یبعد های شیآزما یبرا هیجدا نیا ییزا

جدایهبیماری  مونآز اسپور  :  هازایی  سوسپانسیون 

و غلظت آن، با استفاده   تهیهروزه قارچ    14تا    10های  کشت 

  ن یدر اشد.    میتنظ  1×    610در حدود    تومتریسو از لام هم

از    یبرا  آزمون نظر گرفته شد.    تکرارسه    ها ماریتهرکدام 

از ضد هیپوکلریت سدیم  عفونی سیب بعد  با محلول    2ها 

به مقطر  مکرر  دقیقه و شستشو   2مدت  درصد    در،  با آب 

الک  5مدت  به  هامیوه  ت ینها در  درصد   70اتیلیک    لثانیه 

سیب  غوطه هر  روی  بر  سپس  شدند،  با  یک  ور  چاهک 

متر  و به عمق سه میلی  متریلیسوزن استریل به قطر نیم م

میزان   به  سوراخ  هر  درون  شد.  از   تریکرولیم  20ایجاد 

گروه کنترل با همان    یبراو    قینظر تزر  مورد  ونی سوسپانس

استر آب  در  سیب .  شد  ه استفاد  ل یحجم  شده  تیمار  های 

و سپس   بارمصرفکیظروف   داده شدند  قرار  پلاستیکی 

داده   قرار  فریزر  نایلون  در  ظروف  شدند این 

(Grzegorczyk et al., 2017  .)قطر    یدگ یپوس  زانیم و 

 تال یجید  شگری نمابا    سیکولدستگاه  با استفاده از    عاتیضا

  ی برا میزان پوسیدگی  ،  روز  30گذشت  بعد از  .  شد  نییتع

 محاسبه شد متر  برحسب میلی(  بیمارگر کنترل و  )  ماریهر ت

(Cardoso et al.,2004  آزمایش  کاملاًطرح    صورتبه(. 

 یبرا  در نظر گرفته شد.  تکرار  4تصادفی و برای هر تیمار  

  و   ساعت   96و    48،  24،  12  یهادر زمان  RNAاستخراج  

روز پس از    12و    9،  6،  3،  0  یهازمان)  یمیعصاره آنزتهیه  

  و همچنین گروه   قارچ  اسپور  با  شده  حیتلق  ب یس  از(  یآلودگ 

 تروژنین  در  هابرداری انجام شد و سپس نمونه نمونهشاهد  

و    عیما با  منجمد  یخچال  سانت  -80  یدما به    گراد یدرجه 

 .شدند ینگهدارمنتقل و 

پرول   2O2H  ،MDA  ی محتوا   ن یی تع  پراکسید  محتوای  :  ن ی و 

  داز ی پراکس / دروژن ی ه   د ی سنجش پراکس   ت ی ک   هیدروژن با استفاده از 

 (Solarbio ن ی ، چ  ) نانومتر با دستگاه    415موج  طول قرائت در    و

  محتوای  . ( Wang et al., 2009)   شد   یری گ خوان اندازه ت ی کروپل ی م 

عنوان معرف  به   د ی اس   ک ی تور ی وبارب ی با استفاده از ت نیز    د ی آلدئ ی د مالون 

همچنین  .  شد   گیری ( اندازه Wang et al., 2009)   و بر اساس روش 

روش    ن ی پرول   ی محتوا  از  استفاده    ن ی در ی ه ن ی ن   ی ز ی آم رنگ با 

 (. Wang et al., 2015شد )   ی ر ی گ اندازه 

کاتالاز    دان ی اکس ی آنت   ی ها م ی آنز   ت ی فعال :  ی م ی آنز   ت ی فعال   ن یی تع 

 (CAT و )   داز ی پراکس   (POD )   وانگ و همکاران روش    طبق 

 (Wang et al., 2014 )   از برای تهیه عصاره آنزیمی  .  شد   ن یی تع  

و بافر فسفات سدیم   ( KCl)   مولار کلرید پتاسیم   0/ 8  محلول 

  با   قه ی دق   20مدت  به مخلوط  شد.    استفاده (  =7pHمولار )   0/ 1

  وژ ی ف ی سانتر   گراد ی سانت درجه    4  ی در دما دور در رقیقه،    12000

  ت ی فعال   استفاده شد.   م ی آنز   ت ی فعال   ن یی تع   ی برا   یی رو   ع ی از ما   شد. 

POD    واحد    ک ی   شد.   ن یی تع   اکول ی گا   ون ی داس ی اکس   ی ر ی گ اندازه با

POD   جذب در    0/ 1  ش ی که باعث افزا   ی م ی مقدار آنز   عنوان به

دق   470 بر  با    CAT  ت ی فعال .  شد   ف ی تعر   شود، ی م   قه ی نانومتر 
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  CATواحد    ک ی   شد.   ن یی فرابنفش تع   ی سنج ف ی ط استفاده از  

آنز   عنوان به  افزا   ی م ی مقدار    270جذب در    0/ 1  ش ی که باعث 

 . شد   ف ی تعر   شود، ی م   قه ی نانومتر بر دق 

  با   کل   RNA  استخراج   : cDNA  ساخت   و   RNA  استخراج 

  با   مطابق   و   RNA   (RNXplus )  استخراج   ت ی ک   از   استفاده 

  ت ی کم   ی اب ی ارز   ی برا   شد.   انجام   ران ی ا   ناژن، ی س   شرکت   نامه یوه ش 

  ی اسپکتوفتومتر   دستگاه   از   شده استخراج   RNA  ت ی ف ی ک   و 

  شد.   استفاده   درصد   ک ی   آگارز   ژل   در   الکتروفورز   و   نانودراپ 

  ی ها موج طول   با   نور   جذب  زان ی م   نانودراپ   ی اسپکتوفتومتر   در 

  موج طول   نسبت   و   د ی گرد   ی بررس   نانومتر   280  و   260  ، 230

A260/A230   و  A260/A280   ی پل   ی ها ی آلودگ   ی بررس   جهت  

  سنتز   از   قبل   . شد   محاسبه   ی ن ی پروتئ   و   ی د ی ساکار   ی پل   ، ی فنل 

cDNA ،   ی احتمال   ی آلودگ   حذف   ی برا  DNA   با   مار ی ت   از   ، ژنومی  

 RevertAid)   سازنده   شرکت   نامه یوه ش   طبق   DNase І  م ی آنز 

Reverse Transcriptase   شرکت  Thermo Scientific ،   )آلمان  

  شامل   که   مطالعه   این   برای   استفاده   مورد   های آغازگر   . شد   استفاده 

  از   استفاده   با   Actin  داخلی   کنترل   ژن   و   PR1 ،  PR8  های ژن 

 . ( 1  جدول )   شدند   طراحی   ( 6  )نسخه   AlleleID  افزار نرم 

روش    ی ها ژن   ان ی ب   ی الگو   ی بررس  با   Real timeمنتخب 

PCR  : از cDNA کاملًا   ط ی عنوان الگو در شرا به  شده ق ی رق  ی ها

  کنترل   ژن   ی برا   نمونه   هر   در مورداستفاده    ی ها cDNAبا    کسان ی 

  Real time PCRدر واکنش    ها، نمونه   تمام   ی برا   actinی  داخل 

  تمام   ی واکنش برا   در   موجود   مواد   تمام   ی ها استفاده شد. غلظت 

 ™MyCycler  دستگاه   در   ها واکنش .  بود   کسان ی   ها نمونه 

Thermal Cycle   شرکت  BioRad   ان ی ب   زان ی م   سنجش   ی برا   و  

  مختلف از فرمول   ی ها در نمونه   PR8و    PR1موردنظر    ی ها ژن 
CtΔΔ-2    های  ژن نسبت به نمونه بیان    ات منظور بررسی تغییر به

(. در این  Livak and Schmittgen, 2001شاهد محاسبه شد ) 

سازی مقادیر بیان  جهت نرمال   Actinآزمایش ژن کنترل داخلی  

و رسم نمودار با استفاده    ها داده   ل ی وتحل ه ی تجز   ها استفاده شد. ژن 

یی  دما   ط ی صورت گرفت. شرا   GraphPad Prism 9  افزار از نرم 

 است.   نشان داده شده   2  در جدول   Real time PCR  و زمانی 

های حاصل از آزمایش با  داده   لیوتحلهیتجز:  یآمار  لیتحل 

از   مقایسه    SASو   Excel یافزارهانرماستفاده  انجام شد. 

 ها توسط آزمون دانکن صورت گرفت. میانگین

 

 PR هایژن انیب  RT-qPCR لیوتحلهیتجزدر  مورداستفاده یهاآغازگر -1 جدول

Table 1. Primers used for RT-qPCR analysis of PR genes expression 

 گراد( دمای اتصال )سانتی
Annealing temperature (◦C) 

 توالی آغازگر 
Primer Sequence (5ˊ-3ˊ) 

 نام ژن
Gene name 

58 
F: GCAGCAGTAGGCGTTGGTCCCT 
R: CCAGTGCTCATGGCAAGGTTTT 

PR1 

52 
F: GCCACTGCAACCCCGCTAGT 

R: GCGGGCGCGAATCTGACTGA 
PR8 

60 F: TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACT 

R: TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC Actin 

 

 Real time-PCRزمانی و دمایی واکنش   شرایط -2جدول 
Table 2. Real-Time qPCR cycling time and tempratures 

 گراد(دما )سانتی
Temperature (˚C) 

 زمان
Time 

 واکنش
Reaction 

94 2min ه یاول یسازواسرشته 
Primary Denaturation 

94 15 sec یساز واسرشته 
Denaturation 

58 15 sec 
 اتصال 

Anneling 

72 15 sec گسترش 
Extension 

72 10 min یینها گسترش 
Final Elongation 
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 و بحث   نتایج

سیب    شده ره ی ذخ   وه ی در م   laxa  Moniliniaقارچ  اثر    ی بررس 

  30از  پس    شده داده سیب که با قارچ تلقیح    ی ها وه ی م  : در انبار 

توسط قارچ    ی آلودگ   ل ی به دل   ها وه ی م   ن ی ا   از   ی اد ی روز، تعداد ز 

laxa  M.    شدند و    مار ی ( ب 1  )شکل   درصد   88/ 4با نرخ بروز

نتایج تجزیه واریانس    شدند.   اه ی کامل س   طور به   ها وه ی م از    ی برخ 

در  میوه سیب    بر روی   .laxa  Mقارچ  ( نشان داد  3)جدول  

 داری دارد. معنی   ر ی تأث مقایسه با شاهد  

:  ن ی و پرول   2O2H  ،MDA  ی بر محتوا   laxa  Moniliniaاثرات  

طوری که  به داد    ش ی را افزا   2O2Hشدت سطح  به   .laxa  M  ح ی تلق 

سطح    ن ی به بالاتر   12در روز  رو به افزایش گذاشت و    6از روز   که 

با   سه ی در مقا   (. A- 2)شکل   د ی س ر  FW1-µmolg 45 /31به  خود 

در    ROSو تجمع    ع ی اعث انفجار سر ب   .laxa  Mشاهد، عفونت با  

افزا   .laxa  Mبا    ح ی تلق   شد.   ب ی س میوه     ی ر ی نفوذپذ   ش ی باعث 

  MDA  ی که نشان داد محتوا ،  شد   ب ی س میوه    ی سلول   ی غشاها 

اوج خود و    به   12و در روز    است   افته ی ش ی افزا   9روز  شدت در  به 

  ن ی همچن   .laxa  M  ح ی تلق (.  B- 2)شکل    د ی رس   FW 1-mg g 44 /5 به 

  ی آرام سپس به   و داد   ش ی افزا  6روز  را در    ن ی شدت سطح پرول به 

که به   افت، ی   کاهش  به    6روز  در  پرولین    طوری  تلقیح  از  پس 

 (. C- 2)شکل    د ی رس   ( FW 1-mg·g   63 /0خود )   سطح   ن ی بالاتر 

فعال  laxa  Monilinia  بیمارگراثر     ی هامی آنز  تیبر 

بافت    میآنزدو    ت یعالف:  یدانیاکسیآنت در    میوهدر  شاهد 

به    یها میوهبا    سهیمقا  ی داری معن  رییتغ  .laxa  Mآلوده 

  ش یباعث افزا  بیمارگربا    حیبا شاهد، تلق  سهیدر مقا  داشت.

فعال  یتوجهقابل شد    POD  ت ی در  سوم  روز  به  در  که 

( U/mg protein min  17 /48)  3بالاترین سطح خود در روز  

به  رسید سپس  کرد،و  کاهش  به  شروع   جه یدرنت  سرعت 

کرد درصد   جاد یا  3  روز  کمتر از مقدار کنترل در  یمقدار

 ( مذکور  آنزیم  فعالیت  روز    98افزایش  در    3درصد( 

(.  A-3انبارداری در تیمار قارچ نسبت به شاهد بود )شکل  

پس    .(B-3)شکل    روند را نشان داد  نیهم  زین  CAT  ت یفعال

و    افت ی  شیافزا  یتوجهطور قابلبه  CAT  ت یفعال  ح،یاز تلق

 دیبه اوج خود رس( U/mg protein min 37/ 12) 3 روز در

به سپس  کاهش  و  فعالیت    . افت یسرعت  افزایش  درصد 

انبارداری در تیمار   3درصد( در روز    58/ 7آنزیم مذکور )

 . (B-3)شکل قارچ نسبت به شاهد بود 

 
 

 
 روز. 30پس از  ب ی س یاقهوه یدگ یدر پوس Monilinia laxaاثر   -1شکل 

Figure 1. Effect of Monilinia laxa causing brown rot of apples after 30 days 
 

 روز 30پس از  ب ی س یاقهوه یدگ یدر پوس Monilinia laxaاثر   یهادادهواریانس  وتحلیلیه تجز -3جدول 
Table 3- Analysis of variance of Monilinia laxa effect causing brown rot of apples after 30 days 

 میانگین مربعات 

Mean square 
 مجموع مربعات 

Sum of squares 
 درجه آزادی 

Degree of freedom 
 منبع تغییرات

Source of variations 
**11736.0 11736.0 1 

Treatment 
 تیمار

0.9 3.8 4 
Error 
 خطا

 درصد  1احتمال داری در سطح  : معنی**
**: Significant at 1% probability level 
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 . ب ی س   وه ی در م   (C)  ن ی و پرول   (B)آلدئید  دی مالون ،  (A)پراکسید هیدروژن    ی بر محتوا   Monilinia laxaاثر    - 2شکل  

Figure 2. Effect of Monilinia laxa on the contents of (A) H2O2, (B) MDA and (C) proline in apple fruit 
 

 

  یبرا وهیم یها. پس از فواصل مختلف، بافت ب یس  وهیدر م اکسیدانییآنت هاییمآنز ت یبر فعال Monilinia laxaاثر  -3شکل 

 شد. یآور جمع (B) ( CATو کاتالاز ) (A) ( POD)  دازیپراکس ت یفعال نییتع

Figure 3. Effect of Monilinia laxa on antioxidant enzymes activities in apple fruit following inoculation with M. laxa. 

After the various intervals, fruit tissues were collected to determine the activities of peroxidase (POD) (A), and 

catalase (CAT) (B). 
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ژن   بیان  بیمارگر   PR8و    PR1بررسی    قارچی  علیه 

Monilinia laxa   منظور بررسی بیان  به :  های مختلف در زمان

  RNAو مقایسه میزان بیان نسبی آن، ابتدا استخراج    PR1ژن  

میوه  تیمار از  اعمال  با  سیب  علیه  های  مختلف  زمانی  های 

جدایه   قهوه بیمارگر  پوسیدگی  ) قارچ  ( صورت  .laxa  Mای 

و اینکه    شده استخراج   RNAپس از مشاهده  (.  4  گرفت )شکل 

 و دو باند مربوط به   باشد از کمیت و کیفیت خوبی برخوردار  

28S rRNA   18وS rRNA   شکستگی  به بدون  و  خوبی 

-، با استفاده از آغازگر cDNAپس سنتز  س   باشند   یص تشخ قابل 

آزمایش   actin و ژن کنترل داخلی   PR1ای اختصاصی ژن  ه 

Real time-PCR   همراه به   موردنظر   صورت گرفت و بیان ژن  

در میوه    PR1  نتایج تجزیه واریانس برای ژن شاهد مقایسه شد.  

های مختلف در تلقیح با قارچ، وجود  در زمان  موردنظر سیب 

های مختلف در سطح یک درصد  دار بین تیمار اختلاف معنی 

 (. 4را نشان داد )جدول  

با استفاده از آزمون سیب  نتایج مقایسه میانگین حاصل از  

دانکن نشان داد که با افزایش زمان بعد از تلقیح، سطح بیان 

ساعت افزایش    48برابر در تیمار زمانی    3به میزان    PR1  ژن

معنی اختلاف  دارای  بیان  افزایش  این  و  بود  یافت  داری 

(. نتایج حاصل این مطالعه نشان داد که بین سطح 4 )شکل

برابر   باًیتقر  PR1بیان در تیمار زمانی صفر میزان بیان ژن  

افزایش زمان، میزان   با  از طرفی دیگر  شاهد )کنترل( بود. 

کنترل بیشتر   تیمارنسبت به بیان این ژن به    PR1بیان در ژن  

شود، میزان بیان  ده میمشاه  4ی که در شکل  طورهمانبود.  

تیمار  PR1ژن   زمانیدر   ترتیب بهساعت    48و    12 های 

FC76 /1 و FC37 /3 بیشترین و کمترین میزان بیان ژن بود .

 مشاهده شد.  ترتیب بهساعت   48در تیمار زمانی صفر و 

دانکن نشان داد که، بیان ژن   میانگین به روش نتایج مقایسه

PR8  تیمار مختلف  سطوح  سیب  در  میوه  در  زمانی  های 

معنی روندی  اختلاف  و  داد  نشان  شاهد  به  نسبت  داری 

تر و گیاه  نسبت به گیاه در زمان پایین  PR8افزایشی بیان ژن  

، به میزان 48های زمانی  شاهد داشت. میزان بیان ژن در تیمار

(. بیشترین و  5)شکل  برابر نسبت به شاهد افزایش یافت  7

  ترتیببه  ساعت  12و    48کمترین میزان بیان در تیمار زمانی  

مشاهده شد. میزان بیان    FC  39/4و    FC  68 /7با میزان بیان  

بیشتر بود   موردمطالعههای  در زمان  PR1نسبت به    PR8ژن  

های اهمیت این ژن در پاسخ به تنش  تواندیمدلیل این امر  

 زیستی ذکر کرد. 

 

  Monilinia laxaقارچی  بیمارگردر میوه سیب در برابر  PR8و   PR1های  بیان ژن یهادادهواریانس  وتحلیلیه تجز -4جدول 

 مختلف نگهداری  یهازماندر 
Table 4- Analysis of variance on the data of PR1 and PR8 genes expression in apple fruit against the fungal 

pathogen Monilinia laxa at different storage times 

 منابع تغییرات 
Source of variation 

ی درجه آزاد   

Degree of freedom 

 مجموع مربعات 
Mean square 

PR1 gene PR8 gene 

 تیمار
Treatment 

4 2.85** 18.30** 

 خطا

Error 
10 0.30 0.33 

)%(  راتییتغ بی ضر  

Coefficient of variation (%) 
 4.70% 3.36% 

 

 



 ...  ان بیانز پراکسیداز و کاتالاز و می هاییم بررسی فعالیت آنز همکاران و  دریکوند

 

38 

 
 های مختلفدر زمان Monilinia laxaدر میوه سیب علیه بیمارگر قارچی   PR1بیان نسبی ژن  -4شکل 

Figure 4. The relative expression of PR1 gene in apple fruit against the fungal pathogen Monilinia laxa at different time 

points 

 

 
 های مختلفدر زمان Monilinia laxaدر میوه سیب علیه بیمارگر قارچی   PR8بیان نسبی ژن  -5شکل 

Figure 5. Relative expression of PR8 gene in apple fruit against the fungal pathogen Monilinia laxa at different 

time points 
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دو    قی از طر  بیمارگرمعمولاً در مواجهه با عفونت    اهانیگ 

 ستم یس  ی گریو د  اهیگ   یمن یا  ستمی سشامل    یدفاع  ستمیس

. کنندیم  جادیا  یمنیپاسخ ا  کی   یی،زایماریاز ب   یناش  یدفاع

ب متقابل  س  نیپاسخ  مس  ستمی دو  شدن  فعال   یرهایباعث 

 د یو تول  هادر سطوح هورمون  رییتغ  اه،یمتعدد درگ   رسانیپیام

. شودیمپاسخ به عفونت    یبرا  یماریمقاوم به ب   یهانیپروتئ

را در  سیب آلوده و سالم    یهاما نمونه  در مطالعه حاضر، 

 سم ی تا مکان  دادیم  مورد بررسی قرارمختلف    ی زمان  یهادوره

  laxaبه عفونت    )رقم گلدن دلیشز(  بیسمیوه    ی پاسخ دفاع
M.  تغییرات و    یدانیاکسیآنت  میآنز  ت یرا با نظارت بر، فعال

پس از آلوده شدن    .میکن  یبررس   هاPRs  های کدکنندهبیان ژن

با   یکیارتباط نزد  هیاول  ی، پاسخ دفاع بیمارگرتوسط    ب یس

,.Cao et al)  داشت   ROSتجمع  2017  .)ROS    ًعمدتا

و در   دازیاکس  NADPHتوسط    اهانی گ   ییپلاسما  یدرغشا

ی محصول جانب  ک ی  عنوانبهها  یتوکندریو م  هازومیپراکس

اکس انواع  توسط  شود یم  دیتول  ، شودیم  ز یکاتال  دازهایکه 

(Berni et al., 2018  .)ش  عیسر  د یتول ک ی   ROS  وعیو 

ن توسط یک بیمارگر  شد  آلوده  از  اه یگادراک  به    هیواکنش اول

طور به  2O2Hکه    میافتیما در(.  Dou and Zhou, 2012)  است 

اول  یتوجهقابل مراحل  است    افتهی شیافزاعفونت    هیدر 

ی اهیگ  یماریمقاومت به ب  سمیدر مکان  ROS (.A-2)شکل  

را    هاآن  ماًیاست و مستق  یها سمبیمارگر  یبرا  ، نقش دارد

,.Shetty et al)  کندیم  میعق ROS،  حالنیباا(.  2008

پروتئ  ازحدشیب اس  دهایپیل  ها،نیبا  در    کی نوکلئ  یدهایو 

م  زبانیم  یهاسلول نشان  باعث   دهدیواکنش  و 

غ  ی سلول  یغشا  ونی داسیپراکس آنز  رفعالیو   هامیشدن 

به  جهینت  در   که  شودیم متابول  منجر  و    ی کیاختلال  سلول 

م ,.Wang et al)   شودیم  زبانیمرگ   ستمیس(.  2016

کند ی م میرا تنظ زبانیم ROSتعادل ، ROSکامل   یسازپاک 

را    هاسلول  یعیو کاهش طب  ونیداسیحالت اکس   جهیدرنتو  

 دهدیمرا کاهش    زبانیم  ی هاسلولبه    ب یو آس  کندیمحفظ  

(Bin-Mohsin et al., 2017  .)ی هامیآنز  تیفعال  شیافزا 

محافظت ،  CATو    SOD  ،PODمانند    یدفاع از    در 

 مهمی داشتهنقش    ROS  ،یاحتمال  ب یزنده از آس  یهاسلول

ب برابر  در  مقاومت  منطقه  در  معمولاً  ی اه یگ   یهایماری و 

م  مورد قرار  آنزیم   .رندیگ ی مطالعه  کاهش این  باعث  ها 

 جهیدرنتبر روی میوه سیب شدند،    ROSسمیت ناشی از  

سباعث   برابر    ب ی مقاومت  شد   Botrytis cinereaدر 

(Meng et al., 2019  .)در فعال  میافتیما   ی هام یآنز  ت یکه 

ی به درجات مختلف  .laxa  Mپس از عفونت    یدانیاکسیآنت

)شکل  افتهیشیافزا که    (.B-3 و A-3است  پژوهشی  در 

همکاران   و  یانگ  صورت (  Yang et al., 2017)توسط 

در س  یهامیآنزگرفت   به دفاع  وCATمانند    ب،یمربوط 

POD    میزان کاهش  ی هامیآنزتوسطROS  دیتولباعث 

ستمیکه سدهدیمنشان نیا. شدب یمربوط به دفاع در س

اولیدانیاکسیآنت مراحل  سهیدر  عفونت ب ی مقاومت به 

laxaM.تینوع فعالدو که میافتی ما دردارد.ینقش فعال

، کهاستافتهیکاهش  4  روز  به درجات مختلف دریمیآنز

بی توسط خود س  دشدهیتول  یمیآنز  ت یفعال  دهدینشان م

ROSن،یبنابرا  .ست ین  یآن کاف   یاضاف  ROSکاهش  یبرا

آس . شودیمهام ی آنزکردن    رفعالیو غ  هاسلولبه    ب ی باعث

MDAییغشایدیپیل  ونیداسیپراکس  هیتجز  ییمحصول نها

و محتوا را منعکساهی گ   ب یآس  زانیم  تواندیمآن    یاست

در مراحلMDA  یمحتوا(.  Zhang and Shi, 2015)  کند

عفونت    0-12)  هیاول ی توجهقابل  طور به  .laxa  Mروز( 

یهامیآنزت یفعال  کهیهنگام   (.1)شکل    افت یشیافزا

در   MDA  یمحتوا  افت،یکاهش    یدانیاکسیآنت همچنان 

افزا افزا  شدهگزارشاگرچه    بود.  شیحال  که  ش یاست 

MDAازحدشیب  د یتول  تواندیم  یدانیاکسیآنت  میآنزت یفعال

تجمع (، Balal et al., 2012)  را کاهش دهد  اهانیتوسط گ 

و مرگ توپلاسمیمنجر به نشت س  تواندیم  MDA  ازحدشیب

بهب یآس(.Hui et al., 2013)  شود  دیدر موارد شد  یسلول

پراکس  یسلول  یغشاستمیس به  است  ونی داسیممکن 

مربوط ROSآزاد و یهاکالیراداز یناشییغشایدهایپیل

ین،یپرولتوانندیماهانیگ باشد. مهمکنندهم یتنظککه 

ی آب ناشحدازشیباز دست دادن یریجلوگیبرایاسمز

باعث بیمارگراز عفونت و همچنین  را حفظ ثباتاست

)سلولیغشا شوند  Delauneyی  and Verma, 1993 .)
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PRانواع ی هاسلولتوسط    شدهترشح  یهانیپروتئاز    یها 

که    یاهیگ  وزن  شوندینم  زیدرولی ه  یراحتبههستند   ،

خاص در پاسخ به استرس    طوربهدارند و    یکم  یمولکول

 شتریب(.  Wang et al., 2018)  ابندییمتجمع    یخارج  یستیز

PRیختیترار  اهانیدارند و گ   میمستق  یها اثرات ضدقارچ 

مقاومت خود را در برابر    توانندیم  کنندیم  انیرا ب   PRکه  

بخشند را    زایماریب  یهاسمیکروارگانیم  از  یبرخ  بهبود 

(Sels et al., 2008  .)رو   یتوجهقابل  قاتیتحق ی بر 

 توانند یم( که  PR8و    PR1  ،PR2  ،PR4)   های دفاعیپروتئین

است  شدهانجامکنند،    ب ی ها را تخربیمارگر  یسلول  وارهید

(Odintsova et al., 2009.)  یهانیپروتئ  ن یدر ب  PR ناز یتی، ک

) -β-1،3و مهمβ-1،3-GAگلوکاناز  نقش  مقاومت    ی(  در 

آلوده به    ی هاب یس   که باعث مقاومت   دارند  یماریبه ب  وهیم

Botryosphaeria berengeriana  شدند  (Sun et al., 

 .laxa  Mبا    حیپس از تلق  PR8و    PR1انیسطوح ب(.  2018
(. 5و  4 )شکل  افتی  شی افزا  سرعت بهبا شاهد    سهیدر مقا

 Zhang etژانگ و همکاران )نتایج مطالعه  مشاهدات با    نیا

al., 2016  ).ی هاژن   انیکه ب  دهدیمنشان    نیا  مطابقت دارد 

PR  به عفونت با  میوه سیب    ی ممکن است در پاسخ دفاع

laxa  M.  یها نیپروتئ  باشد.  ل یدخ  PR  ضد    ییتوانا   یدارا

واره ی د  ب یو تخر  یقارچ  یغشاها  یرینفوذپذ  یبرا  یقارچ

ی میآنز  یهات یفعال  یسر  کیبا استفاده از    بیمارگر  یسلول

مقاد  .است   تواند یم  بیسمیوه  در    ROS  یادیز   ریتجمع 

متابول اختلال  به  سیب   یهاسلول  کیمنجر  ط  میوه  ی در 

و    (Berni et al., 2018)  شود  .laxa  Mبه    یآلودگ   ندیفرآ

ب  اهیگ   یدفاع  ستمیس ل  رودیم  نیاز  به  منجر  شدن    زیکه 

(.  Yim et al., 2013) شودیم یدرمیاپ یهاسلول

ب به  م  یماریمقاومت  به  ازجمله    ،شدهبرداشت   یهاوهیدر 

 دیتول  ( مرتبط است.PR)  یی زایماریمرتبط با ب  یهانیپروتئ

ROS  ا  یمهم  یهاگنالیس پاسخ  که    ب یس  یمنیاز  است 

طر  یدفاع  ییتوانا  تواندیم از  و   دیتول  سمیمکان  قیرا 

ب  ROS  یسازپاک  بخشد.  با  مرتبط    یهانیپروتئ  انی بهبود 

PR  برابر    ماًیمستق  ز ین در  بهبود    بیمارگرها مقاومت  را 

عفونتدر برابر  ب یسمیوه ها در پاسخ که همه آن  بخشدیم

ک یمطالعه نشان داد که    نیا .  شرکت داشتند  M. laxaبه  

در طول عفونت در   M. laxa هیعل یدفاع  یهاواکنش  یسر

دلیشز،    ب ی س  ی هامیوه گلدن  افزا رقم   ش یازجمله 

افزا  یمیآنز  یهات یفعال و  دفاع  با   یهاژن  انی ب  شیمرتبط 

PR  شد. جادیا  M. laxa  بی س یدفاع  ستمیبردن س  نیبا از ب

تخریب   تی اهم  هاافتهی  نیا  .شودی مآن    زودهنگامباعث 

برجسته  را  ها  بیمارگردر برابر    اهانیگ   یدفاع  سمی کشف مکان

تحق  کند،یم ب   یبرا  یشتر یب  قاتیاما  تعاملات  ن یدرک 

ی ماریدر ب  لیدخ  یهابیمارگرو    ب یس دفاعی میوه    ستمیس

 است.  ستهیشا ب یس
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