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 چکیده

زیست و همچنین ایجاد باقیمانده بر روی ها باعث ایجاد آلودگی محیطاستفاده از سموم شیمیایی در طی دهه

و ( .Zataria multiflora Boiss) شیرازیهای آبی و متانولی آویشندر این پژوهش از عصاره. است شدهمحصولات غذایی 

در آزمایشگاه  ،.Penicillium digitatum Sacc جهت کنترل بیماری کپک سبز پرتقال با عامل (.Allium sativum L) سیر

گذاری در محیط کشت نشان داد که، عصارۀ آبی و نتایح آزمون دیسک. استفاده شد درجه سلسیوس  51 در انبار و

قطر ممانعت از قارچ بیمارگر، دارای بیشترین اثر  متر میلی 26و  60 با (لیترگرم در میلیمیلی 06غلظت )ی سیر لالک

قطر  متر میلی 51و  56با  (لیترگرم در میلیمیلی 51ت غلظ)کنندگی و عصارۀ آبی و الکلی آویشن شیرازی  کنترل

های آبی و عصاره ،در آزمون اختلاط با محیط کشت. کنندگی بودممانعت از قارچ بیمارگر، دارای کمترین اثر کنترل

 درصد ممانعت از قارچ بیمارگر بهترین 60/51و  61/01با گرم در لیتر به ترتیب میلی 066 الکلی سیر در غلظت

های سطح لکۀ ایجاد شده در تیمار عصاره لسیوس،س درجۀ 51در آزمون انبار . ندرا نشان دادبیمارگر کنندگی  کنترل

cm هزار،شش در  آبی و الکلی سیر و آویشن شیرازی با غلظت
cm و( آبی) 26/1 2

cmبرای سیر، ( الکلی) 260/2
2 11/5 

cm و ( آبی)
همچنین تیمار  رین  میزان خود را در مقایسه با سایر تیمارها وبرای آویشن شیرازی، کمت( الکلی) 251/1

cmبا میزان )شاهد 
اکسیداز نشان داد که بیشترین فنلهای پراکسیداز و پلی نتایج بررسی فعالیت آنزیم. داشتند( 215/26

 بردارینسخهمیزان . عصارۀ سیر مشاهده شد هزارروز بعد از نمونه برداری و در تیمار شش در  نهفعالیت هر دو آنزیم 

آنزیم در  سهآمونیالیاز روندی مانند میزان فعالیت آلانیناکسیداز و فنیلفنلپراکسیداز، پلی هایآنزیم کدکنندۀسه ژن 

این سه آنزیم به ترتیب با مقدار عددی  بردارینسخهبیشترین میزان  ،روز نمونه برداری داشت و در روز نهم 56طول 

عصارۀ هر دو گیاه  ،های آزمایشگاهی و انباریبر اساس نتایج آزمون. برابر شاهد سالم بودند 20/56و  06/55، 62/51

 . شوندکنندگی معرفی می سیر و آویشن شیرازی به عنوان ترکیبات طبیعی با پتانسیل کنترل

 

 های دفاعیعصارۀ گیاهی، کپک سبز، فعالیت آنزیم دفاعی، بیان ژن: ها یدواژهکل

 

 مقدمه

درایر مرکبات عمدۀ تولیدکنندۀ کشور هفت جز ان

برمبنایگزارشفائوکشورایراناز.رودجهانبهشمارمی

تندرهکتاررتبههشتم18نظرمیزانتولیدمرکباتدنیابا

 بیستو55وازنظرصادراتمرکباتبا رتبۀ هزارتندر

پرتقالگیاهی(.faostat.fao.org, 2015)پنجمقراردارد

https://en.wikipedia.org/wiki/Eucalyptus_obliqua
https://en.wikipedia.org/wiki/Pier_Andrea_Saccardo
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است گرمسیری نیمه و گرمسیری مناطق بومی از. یکی

عوارض مرکبات خصوص در عمده معضلات

از پس و حین قبل، ضایعات و پاتوژنی فیزیولوژیکی،

محصولتولیدشدهدرصد39برداشتبودهودرمجموع

(.Wijewardane and Guleria, 2009)بردراازبینمی

محصولاتمیوه برداشت، از بهبعد نسبتبهای ویژه طور

بیماری عوامل به مقاومتآلودگی زیرا حساسهستند زا

داده دست از را داشتند درخت روی بر که .اندطبیعی

بسته و چیدن هنگام در اصلیصدماتوارده محل بندی،

بیماری عوامل ورود محیطبرای خصوصدر به هاییزا،

 بیمارگرهای اسپور که ،Penicillium italicumاست

Botrytis cinerea دارند،P. digitatumو حضور

می Arras, 1996)باشد میوۀپوسیدگی(. سبز هایآبیو

ترتیبتوسطقارچ P. italicumهایمرکباتبه  .Pو

digitatumهاوجراحاتیکهبررویزخم.دنشوایجادمی

مناسبیبرای محل میشود، حینبرداشتایجاد در میوه

اسپورهای اینورود راه از و هستند زا بیماری هوازاد

هااسپورهاواردبافتمیوهشدهوخساراتیرابررویزخم

کنندکهگاهیاوقاتخساراتآنمیوۀمرکباتایجادمی

 بر است59بالغ شده گزارش (.Arras, 1996)درصد

پوست بافت از که فراری میوهترکیبات شدۀ هایزخم

رایتأثیرمحرکرویجوانهزنیدا،شودمرکباتآزادمی

جوانۀ لولۀ رشد و اسپور عوامل در شودمیبیمارگرزنی

(Droby, 2002 .)  .PوP. italicumبیمارگرهای

digitatumباعثاسیدیکردنسطحمیوۀمرکباتشدهو

 ,.Prusky et al)دنشوهامیدرنهایتباعثپوسیدگیآن

هاشدهوترشلکهسلیومیباعثگسپوسیدگیپنی(.2004

لک ایجاد باعث کوتاهی مدت درۀظرف عمیق پوسیدۀ

(.Agrios., 2005)بافتمیوهخواهدشد

رشدبردارانمرکباتبرایمقابلهباحاضربهرهلدرحا

روشقارچ از انباری محیطهای دوستدار غیر زیستهای

بنومیل.کننداستفادهمیوتیابندازولمانندقارچکشبنومیل

بهعلتنفوذدرمیوهبرایسلامتمصرفکنندگانبسیار

مجاز غیر مورد این برای آن مصرف و خطرناکاست

است شده Burt, 2004)اعلام جهان(. سطح در امروزه

تیمارهای از استفاده رساندن حداقل به جهت در سعی

نگهداری عمر افزایش و کاهشضایعات برای شیمیایی

(.Agrios, 2005)برداشتاستهایمرکباتپسازمیوه

دلیل به طرف یک از شیمایی ترکیبات از استفاده

هاییکهدرموردآلودگیمحیطزیستوهمچنیننگرانی

بهمخاطرهافتادنسلامتانسانوجودداردوازطرفدیگر

جدایه در مقاومت ایجاد عوامل اینبیمارگرهای علیه

تروهایکمزیانها،تحقیقدرموردیافتنروشقارچکش

 ,.Gholamnezhad et al)خطرترراافزایشدادهاستکم

ازهایاخیرتلاشدرسال(.2017 استفاده هایزیادیدر

هایبعدازبرداشتموادبامنشأطبیعیبرایکنترلبیماری

انجامشدهاستوتحقیقاتزیادیدراینزمینهانجامشده

 Gholamnezhad et al., 2009)است راهکارهای(.

و مطرح شیمیایی ترکیبات از استفاده جای به متفاوتی

هاصورتگرفت،کهاستفادهنتحقیقاتزیادیبررویآ

منشأازروش هایکنترلبیولوژیکوهمچنینترکیباتبا

میتریناینروشگیاهیازمهم تحقیقاتبسیارها باشدو

است گرفته صورت ها آن روی بر زیادی

(Gholamnezhad et al., 2017.)

حلتواندراهاستفادهازترکیباتیکهمنشأطبیعیدارندمی

هایبعدبیماریموثریبرایکنترلاینبیماریوبهطورکلی

باشد محصولات برداشت از بر. مبنی گزارشی حالا تا

اسانس نسبتبه عصارهمقاومتبیمارگرها و هایگیاهیها

ا که است، نشده میگزارش را موضوع تعددین به توان

هاوهمچنینهاونیزعصارهاسانسیدهندهتشکیلترکیبات

هایگیاهیمرتبطهادرسلولچندعملکردهبودناینعصاره

ازدیگرمزایای(.Gholamnezhad et al., 2017)دانست
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هایبعدهایگیاهیبرایمدیریتبیماریاستفادهازعصاره

اسیدیودمایپایینوهمچنینpHستکهازبرداشتاینا

کمبودنسطوحاکسیژنفعالیتضدقارچیوضدمیکروبی

بهبودمیعصاره بخشدودرواقعاینشرایطهایگیاهیرا

مشابهشرایطنگهداریمحصولاتباغیبهخصوصپرتقال

(.Burt, 2004)است

یکیازگیاهانیکهاثرمیکروبکشیوسیعیداردو

دلیل مصرفبه آن، ضدقارچی و خواصضدباکتریایی

 Martinez)است.Allium sativum Lگیاه،زیاددارد

et al., 2007 گیاه(. ضدباکتریایی و خواصضدقارچی

واینگیاهواجدسیر بارهاتوسطمحققانبهاثباترسیده

است فنولیکی ترکیبات سایر و سولفوره ترکیبات

(Belewu et al., 2009 .) شیرازیگیاه آویشن دیگر

و.است عصاره میکروبی خاصیتضد مطالعاتمتعددی

اثرآویشنشیرازی،.انداسانسآویشنشیرازیرانشانداده

باغیرویتعدادیقارچ گیاهیبیمارگرآویشنکوهیو

 شدRhizoctonia solaniمانند داد.مطالعه نشان نتایج

ولیتربرلیترمیکر499کهاسانسآویشنشیرازیدرغلظت

کشت) محیط ) بازدارندگی صد در صد داشتاثر

(Amini et al., 2012.)

مهم یکیاز پرتقال پوسیدگیسبز آنجاییکه تریناز

میبیماری پرتقال برداشت از بعد طرفیهای از و باشد

هایگیاهیازجملهترکیباتسازگاربامحیطزیستعصاره

هایراینپژوهشاثرعصارهبامنشأگیاهیاست،درنتیجهد

در و آزمایشگاه در شیرازی آویشن و سیر شامل گیاهی

 .Pبرقارچبیمارگر(لسیوسدرجۀس15دمای)محیطانبار

digitatumارزیابیشد سپستأثیرایندوعصارهبرروی.

آنزیم میزانفعایت و اکسیداز فنل پلی و پراکسیداز های

در و شد بررسی فنلی تأثیرترکیبات تحقیق آخر قسمت

هایدفاعیباروشهایگیاهیبررویمیزانبیانژنعصاره

Real time PCRفتقرارگربررسیمورد.

 هامواد و روش

میوۀ پرتقال آوری جمع
هایپرتقالآلودهبهبیمارگرکپکسبزازمیادینمیوه

جمع البرز استان بار تره به سپس و شدند وسیلۀآوری

شیشهایمیله سبز کپک قارچ حاوی مناطق از  .P)ای

digitatum نمونه( طورجداگانه رویبه بر و شد برداری

کشتدادهشدPDA(Potato Dextrose Agar)محیط

نگهداریلسیوسدرجۀس45وبهمدتهفتروزدردمای

ندشد روشتکاسپورکردنیکجدایه. اینقارچبه از

ومنابعشناسیریختصفاتبااستفادهاز.سازیشدخالص

گونهتاکسونومیکی شدبیمارگراینی، تشخیصداده بر.

ریختهشدوبهسترونرویسطحمحیطکشتآبمقطر

جمع کشت محیط سطح اسپورهای شدندآرامی .آوری

پژوهشبااستفادهازغلظتاسپورهایمورداستفادهدراین

 هماسیتومتر اسپور196لام تمیلیدر شدلیتر نظیم

(Gholamnezhad et al., 2010.)

 (های گیاهیتهیۀ عصاره)مواد گیاهی 

 Allium()میوه)دراینتحقیق،ازعصارۀگیاهانسیر

sativum ) شیرازی آویشن هوایی)و )اندام )Zataria 

multiflora)اینگیاهانابتداشستشویسطحی.استفادهشد

سپسبه و هیپوکلریتشده درصد4وسیلۀ مدت یکبه

دقیقهضدعفونیوسپسباآبمقطرسترونسهمرتبهشسته

درشرایطآزمایشگاههانمونه(.Alam et al., 2014)شدند

شدند خشک آفتاب نور مستقیم تابش از دور و پسس.

هایهواییبهوسیلۀخردکنپودرشدهوازالکیکاندام

(.Gholamnezhad et al., 2016a)مشعبوردادهشدند

هایگیاهیبهدوروشاستفادهازمتانولوتهیۀعصاره

درروشاستفادهازمتانول،پنجگرمازمادۀ.آبانجامشد

 در گیاهی میلی199خشک خالص متانول شرکت)لیتر

مادۀگیاهیهمراه،ساعت42خیساندهشدوبعداز(1مرک

                                                 
1- Merk 
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شد ساییده چینی هاون یک در متانول حاصل. محلول

19بهمدتrpm5999سطپارچۀململصافشدهودرتو

شد سانتریفوژ یکمیلی55.دقیقه روییبه محلول از لیتر

 مقطرسترونبهلیترآبمیلی45استوانۀمدرجمنتقلشده،

 به آن حجم تا شد اضافه سپسمیلی199آن برسد، لیتر

شدهم اضافه هگزان آن با حجم ساعت. دو مخلوط این

شیکر شدروی داده بخش.قرار مرحله، این هایپساز

مختلفبهکمکدکانتورجداشدهوبخشمتانولیجهت

زیرهودقراردادهشدتبخیرمتانولواستحصالعصارهدر

(Bahraminejad et al., 2008.)

نمونه سطحی ضدعفونی از بعد دوم روش هایدر

لیترمیلی199پنجگرمازمادۀخشکگیاهیدر،گیاهی

 از پس و شد خیسانده سترون مقطر از42آب ساعت

دراینمرحله.پارچۀململعبوردادهشدوسانتریفوژشد

آبی عصارۀ کردن سترون منظور صافی،به از

 ,.Azimi et al)میکروبیولوژیکدومیکرونیاستفادهشد

2006.)

های گیاهی بر رشد قارچ بیمارگر با تأثیر عصاره

 وش دیسک کاغذیاستفاده از ر

گرمازهرعصارهمیلی699و9،159،399،259مقدار

لیترازحلالمناسبحلشدومورداستفادهقرارمیلیدهدر

هایآبیدرموردعصاره(.Meliss et al., 2005)گرفت

%25هایمتانولیازمتانولازآبمقطرودرموردعصاره

میکرولیترازهرنمونه59سپس.بهعنوانحلالاستفادهشد

( هربار میکرولیتر19طیپنجمرحله، سمپلر( از استفاده با

دیسک میلیروی شش قطر به صافی کاغذ لیترهای

فضایآزمایشگاه در حلال برایتبخیر و بارگذاریشده

شد داده قرار هایمیکروبیالعصارهآنتیبرایبررسیاثر.

 حاشیۀ از یپرگنهگیاهی رویهفتروزۀ بیمارگر قارچ

مترتوسطچوبهاییبهقطرششمیلی،قرصPDAمحیط

PDAکنتهیهودروسطپتریحاویمحیطپنبهسوراخ

شد داده قرار ظروف. در قارچ پرگنه دادن قرار از بعد

پتری،دربظروفپتریبستهودورآنبهوسیلۀپارافیلم

شد مسدود . پتری ظروف سپس دمای درجۀ45در

انکوباتوریوسلسس شددر داده .قرار قارچپرگنهقطر

پس.متررسیدسانتیدوبهحدودساعت28بیمارگربعداز

دیسک مرحله این عصارهاز حاوی دوهای فاصلۀ در ها

شدسانتی داده قرار قارچ روییده حاشیۀ سپسدر.متری

روبرو بازدارندگیاز هالۀ شعاع یفواصلزمانیمختلف،

یادد محاسباتپتری در آن میانگین و شد برداری اشت

لحاظشد عنوان. به نظر مورد حلال از اینآزمایش، در

.آزمایشدرچهارتکرارانجامشد.شاهدمنفیاستفادهشد

هایکشیویاقارچایستاییعصارهبهمنظوربررسیاثرقارچ

روی و قارچبرداشته میسلیوم گیاهیقطعۀکوچکیاز موثر

دادهPDAمحیط قارچرویقرار رشد عدم رشدیا شدتا

  (.Hadian et al., 2011)محیطکشتجدیدبررسیشود

های گیاهی بر رشد قارچ بیمارگر با تأثیر عصاره

 استفاده از روش اختلاط با محیط کشت

کشتلیترمحیطمیلی49درهرظرفپتریکهحاوی

PDAعصاره غلظتبود، در گیاهی های ،(هدشا)9های

159 ،399 ،259 لیترمیلی699و در گرم همراه 995/9به

تویین 89درصد شدآنبه اضافه حاشیۀکشت. پلاکیاز

قارچبیمارگر درمرکزظروفPenicilliumهفتروزۀ

آن مسلیومی قطر پنجم روز تا و شد داده قرار پتری

گیریشداندازه تمامیمراحلدرشرایطسترونودرسه.

شدتکرارص انجام بار دو آزمایشات همۀ و گرفت ورت

(Oxenham et al.,  2005 رشد(. بازدارندگی درصد

:محاسبهشد]1[میسلیومیهرتیمارازفرمولزیر
 

درصد بازدارندگی رشد قارچ  
     

  


A:قطرپرگنهدرشاهد

B:قطرپرگنهدرتیمار
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ها در کنترل بیماری کپک سبز بررسی اثر عصاره

 سلسیوسدرجۀ  51رتقال در انبار پ

ویک زخم بدون و سالم هایازمیوه،دراینآزمون

شده استانالبرزتهیه میوه میادین کهاز تامسونناولاندازه

استفادهشدونهایتدقتدراستفادهازرقممشابهبه،بود

الامکانمتعلقبههاییاستفادهشدکهحتیازمیوه.عملآمد

 یکیکمنطقه در تقریباً رسیدگی نظر از و سطحبوده

فیزیولوژیکی درصد89-55)بودند آزمایش(. این هادر

اندازۀیکسانبودهاستسعیبراستفادهازمیوه با برای.ها

میوه هیپوکلریتسدیمضدعفونیسطحی، در درصد4ها

وروسپسدوبارباآبسترونشستشودادهشدندوغوطه

مد نهایتبه 49تدر اتانول در ورغوطهدرصد59ثانیه

شدند پوشش. میوهبرای عصارهدهی با گیاهی،ها های

وروسپسبهوسیلۀمومتیمارهاغوطههادراینعصارهمیوه

شدند لوله. در که عسل زنبور نگهداریموم فلزی های

میوه،شدندمی سپس و ذوب وسیلۀابتدا به که هایی

پوشعصاره گیاهی مومهای این در بودند شده داده ش

شدندغوطه ور آزمونغلظت. این در استفاده مورد های

چهاروششگرمدریکلیترآبمقطر دو، شاملیک،

باشدمی غوطه42. از بعد میوهساعت کردن درور ها

شده ذکر سوسپانسیونمیوه،تیمارهای با و شدند زخم ها

با.اسپریشدند196اسپورقارچباغلظت برایاینمنظور،

وعمقmm1دوسوراخبهقطرسترونیکمیخاستفادهاز

mm5/4بیمارگر قارچ اسپورهای.درهرپرتقالایجادشد 

شدPDAکشت محیط روی کشتهفتروزه از .تهیه

بیماریازرویمحیط عامل قارچ اسپور از لوپ یک ابتدا

 سترون قطرم آب لیترمیلی 19 در بعد و شد برداشته کشت

حجم به حجم)درصد95/9حاوی  ورغوطه 49 توئین(

گردیدند سوسپانسیون.  هایغلظت تهیه حاصلجهت از

شد استفاده نیاز مورد نیازبا.  لام از استفاده غلظتمورد

آمد دست به سترون مقطر آب افزودن و هماسیتومتر

(Ibtesam et al., 2009 هاییکهتیمارشدهبودندمیوه(.

در اتاقکیسهداخل دمای در و گرفتند قرار نایلونی های

س15) لسیوسدرجۀ رطوبت زمانی(درصد19و تا

شاهدبهطورکاملپوسیدههایپرتقالکهشدندنگهداری

 )شوند حدود داخل.(روز15در رطوبت تأمین برای

بهوسیلۀآبمقطرکیسه یکبار هردوروز هایآزمایشی،

 صورت اسپری گرفتسترون مدت. شدن سپری از بعد

هایبیماریسطحلکه)بیماریشدت،زمانلازم ارزیابی(

.(Etebarian et al., 2005)شد

 تکرار شاملچهار تیمار میوهبودهر دو از تکرار هر و

کهدربودهایسالمیتیمارشاهدشاملمیوه.بودتشکیلشده

غوطه سترون مقطر آب نددشور به. آزمایش صورتاین

فاکتور دو Aآزمونفاکتوریلبا قالبطرحکاملاBًو در

گرفت انجام تکرار چهار در تصادفی . شاملAفاکتور

هایمختلفنیزشاملغلطتBهایمختلفوفاکتورعصاره

 آزمونبودعصاره در که سطوح، هایمختلفدارایتعداد

.بودمختلف

و  های دفاعیهای آنزیمگیری فعالیتاندازه

 ترکیبات فنلی

کل قابل حل در عصاره  ارزیابی میزان پروتئین

(Bradford, 1976)  

 مورد هایآنزیم اختصاصی فعالیت محاسبه برای

 پروتئینموجود گرممیلی به آنزیم فعالیت تعمیم و آزمون

بافت در  شرو به هانمونه در موجود کل پروتئین میزان،

شد تعیین (Bradford, 1976) برادفورد بر. روش این

بلوموجوددرمعرفمبنایاتصالرنگکوماسیبریلیانت

.بردفوردبهملکولپروتئیناستواراست

  استاندارد تهیه محلول پایه پروتئین

پروتئین پایۀ محلول ابتدا استاندارد منحنی تهیۀ برای

شد تهیه میلی. پنج استاندارد پروتئین از  ساخت)گرم

 Flukaکارخانۀ پن( میلیدر ج سدیم فسفات بافر 59لیتر
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 با مولار  5pHمیلی حل شده دمای در درجه-49و

شدسلسیوس نگهداری استفاده. مورد استاندارد ،پروتئین

.پنجبودBSAفراکسیون4آلبومینسرمگاوی

درآبمقطرBSAدرمرحلۀبعدبااستفادهازمحلول

نبراساسسترونمنحنیاستانداردرسمومعادلهرگرسیو

برای.هامحاسبهوترسیمشدجذبنورهرکدامازغلظت

تعیینمیزانپروتئینکلعصارهموردآزمایش،مقدارپنج

میلی سه با نمونه هر عصاره از محلولمیکرولیتر لیتر

مخلوطشدوتغییراتجذبنوردرطول برادفوردکاملاً

 اسپکتروفتومتر   =515maxموج مدل)توسطدستگاه

CECIL 9500ساختانگلیس ،  گیریشداندازه( برای.

.(Bradford, 1976)هرنمونهسهتکراردرنظرگرفتهشد

 استخراج پروتئین از بافت گیاه 

برداریشدهگرمازبافتمیوۀپرتقالنمونهمیلی199به

دریکویال(فقطازعصارۀسیراستفادهشد)5-4طبقبند

فسفاتسدیمیکمیلیلیتری،میلیدو نمونه بافر 1/9لیتر

مخلوطحاصل.اضافهوکاملاًمخلوطشد pH=6مولاربا

میکروتیوب به میلیبلافاصله توسطهایدو لیتریمنتقلو

 در rpm13999میکروسانتریفوژ مدت در49به دقیقه

مایعروییبرایانجام.سانتریفیوژشدیوسچهاردرجهسلس

وتاقبلازانجامآزمایشدردمایهایجآزمایش -49دا

Reuveni, 1995))نگهداریشدلسیوسدرجهس ازاین.

هایگیریفعالیتآنزیمعصارۀاستخراجشدهجهتاندازه

.پراکسیدازوکاتالازاستفادهشد

 Gongروش )ارزیابی میزان فعالیت آنزیم کاتالاز 

et al., 1997) 

توسطفعالیتآنزیمکاتالازبراسا سروشارائهشده

همکاران (Gong et al., 1997)گنگو زیر شرح به

شد ارزیابی . دارای که عصاره از میکروگرم29مقداری

 باشد استاندارد)پروتئین منحنی از استفاده با مقدار این

                                                 
1- Bovine Serum Albumin 

شد (محاسبه سدیم فسفات بافر از مقداری با میلی59،

 =5pHمولاربا ساندهوسپسدرلیترربهحجمدومیلی

دستگاهاسپکتروفتومترقراردادهشدودستگاهباآنکالیبره

بهسهدرصد H2O2میکرولیتراز199سپسبهمیزان.شد

دقیقهدومخلوطواکنشاضافهومیزانجذبنوربهمدت

میزانفعالیتآنزیمبراساسمقدارتجزیه.اندازهگیریشد

429هادرجذبمحلول.شودگیریمیاندازهH2O2شدن

اسپکتوفوتومتر دستگاه از استفاده با آب به نسبت نانومتر

.قرائتشد

پراکسیدهیدروژنفعالیتکاتالازبراساسمیلی مولار

 پروتئین گرم میلی در دقیقه  .ΔOD /Min./mg)در

protein)گیریشددرچهارتکراراندازه.

 ارزیابی میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز 

میلی عصارهدو از مقداری مخلوطواکنششامل لیتر

استفاده)گرمپروتئینباشدمیلی59کهدارای اینمقداربا

مولارگوئیکولومیلی5،(ازمنحنیاستانداردمحاسبهشد

بهحجم=5pHمیلیمول45مقدارکافیبافرفسفات تا

و آزمایشریخته یکلوله در برسد، لیتر میلی نهاییدو

طول در مخلوط این از استفاده با اسپکتروفتومتر دستگاه

نانومترصفرگردید259موج میکرولیترپراکسید5سپس.

H2O2)هیدروژن و39( شد اینمخلوطاضافه به درصد

ثانیه،بهمدتیکدقیقه19سریعاًتغییراتجذبنوربهفواصل

گیریشداندازه اتجذبمقدارفعالیتآنزیمبرحسبتغییر.

 .ΔOD /Min./mg)گرمپروتئینبیانشدنوربردقیقهبرمیلی

protein)(Gholamnezhad et al., 2016b.)

روش )ارزیابی میزان فعالیت پلی فنل اکسیداز 

Shi et al., 2001) 

فعالیتآنزیمپلیفنلاکسیدازبراساسروشارائهشدهبه

2001)وسیلۀ )Shi et al.شد انجام میل. مخلوطیدو لیتر

 دارای که عصاره از مقداری شامل گرممیلی59واکنش

 فسفاتسدیم بافر کافی مقدار و باشد، به=5pHپروتئین
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لیترباشددریکلولهآزمایشطوریکهحجمنهاییدومیلی

مخلوطشدواینمخلوطتوسطورتکسبه کوچککاملاً

 اسپکتروفتدومدت دستگاه سپس و هوادهی بادقیقه ومتر

سپسبلافاصلهبهمخلوط.استفادهازاینمخلوطصفرگردید

29،واکنش پیروکتکول محلول مولار199میکرولیتر میلی

بلافاصلهتغییراتجذبنورن،مخلوطنمودپسازافزودهو

ثانیه19نانومتربهمدتیکدقیقهبافاصله249موجدرطول

ساستغییراتجذبنوردرفعالیتآنزیمبرا.اندازهگیریشد

 .ΔOD /Min./mg)گرمپروتئینمحاسبهشددقیقهبرمیلی

protein()Shi et al., 2001.)

استخراج ( Total phenol)ارزیابی میزان فنل کل 

 سیبفنل از میوۀ 

درابتدامقداریکگرمازبافتمیوۀپرتقاالدرهااون

 19،درچینیکهدرظرفدیگریداراییخقراردادهشده

.درصد،کاملاًلهوعصاارهگیاریشاد 89 متانول میلیلیتر

 و شاد داده عباور ملمالدولایاه پارچاه از حاصل مخلوط

 پارچه به چسبیده بافت و هاون شدهداخل له بافت باقیمانده

 درصد 89 متانول لیتر میلی دوباروهرباربوسیلهسه ململ

نهایتااً.هشادوبهعصارهاولاضااف گردید صاف و شستشو

دقیقااه5دوردردقیقااهبااهماادت2999عصااارهحاصاالدر

(Supernatant)هالوله داخل بخشرویی.شد سانتریفیوژ

 و شده جدا بافتی رسوب از که است فنلی ترکیبات حاوی

 لیتریمیلی 19 داردرب هایلوله در بعدی جهتآزمایشات

 Etebarian)شاد نگهداری سلسیوس درجه -49دمای در

et al., 2005.)

 های فنل استاندارد تهیه محلول پایه غلظت

هاایمختلافمنحنیاستانداردفنلبااستفادهازغلظات

در(.Etebarian et al., 2005)اسایدکافئیکتهیاهشاد

لیتارآبمقطارهفاتمیلای،لیتاریمیلای19 لولهآزماایش

هایمختلفمیلیلیترازغلظت5/9سپسمقدار.ریختهشد

آمادهشدهاسیدکافئیکدرمرحلهقبل،باهآناضاافهوباه

پاس.میلیلیترمعرففولینبهآناضافهشاد5/9دنبالآن

ازمختصریاختلاط،محلولیبهرنگسبزمتمایلبهزردبه

یکمیلی،سهدقیقهپسازافزودنمعرففولین.آمددست

نهااییلیترمحلولکربناتسدیماشباعبهآناضافهوحجم

پاساز.شدمیلیلیتررسانده19آنباافزودنآبمقطربه

پاسازیاک.اختلاطرنگخاکستریتیرهباهدساتآماد

.گیریشداندازهnm545=λmaxساعتمیزانجذبنوردر

بهطاور،هایمختلفاسیدکافئیکبرایهرکدامازغلظت

ردربرایهرغلظتسهتکرا.جداگانهاینمراحلانجامشد

از،برایصفرکردندستگاهاساپکتروفتومتر.نظرگرفتهشد

هماانمیازانآبباهمحلولیکهفاقداسیدکافئیاکباودو

،بهمنظورتهیاهفنالکال.مقطراضافهشدهبود،استفادهشد

هماننادروشتهیاه،هااعصارهبهدساتآمادهدرآزماایش

5/9باااایاانتفاااوتکااهاز.شاادمنحناایاسااتانداردعماال

لیتاارازعصااارۀاسااتخراجشاادهازگیاااهاسااتفادهشاادمیلاای

(Gholamnezhad et al., 2016c.)

در  دفاعی های ژنبعضی از بررسی میزان بیان 

 برداری سطح نسخه

قسمت این میزان،در آنزیمیکه دو ژن بیان بررسی

آن شدفعالیت انجام بود، شده گیری اندازه ها میوهای.

تیمار(فقطازعصارهسیراستفادهشد)5-4پرتقالمانندبند

نمونه و دوازدهشدند، و نه شش، روزهایسه، برداریدر

آلودگیصورتگرفت از بعد روز نمونه. از ،برداریبعد

پوستمیوهازقسمتگوشتجداسازیوبلافاصلهقسمت

گوشتتازماناستفادهدرنیتروژنمایعقراردادهوسپس

.شدمنتقل-89بهفریزر

هاازفریزرخارجشده،نمونهکلRNAبرایاستخراج

گرفتوبلافاصلهدرداخلظرفحاوینیتروژنمایعقرار

خوبیکوبیده به مایع نیتروژن و هاون داخل سپسدر و

شدند سیناژن،)RNXplusتوسطکیتRNAاستخراج.

.دستورالعملشرکتانجامپذیرفتوبراساس(ایران
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 وسط آنزیم رونویسی معکوست cDNAساخت 

سلولهایکلmRNAازرویcDNAساخترشتۀ

از استفاده کیتتعبیهشدهدرOligo- (dt)18آغازگربا

RevertAid Reverse Transcriptase(شرکت

Thermo Scientificآلمان ، ) دستورالعملو اساس بر

.مشدانجاارایهشدهدرکیت

آلودگی عدم از اطمینان منظور RNAبه DNAبه

ساخت از قبل cDNAژنومی، از استفاده آغازگرهایبا

 PCRواکنشاختصاصی این درRNAبا و شد انجام

باندیدرواکنش،هایاستخراجیRNAموردهیچیکاز

PCRهامشاهدهنشدآن.

 Realهای منتخب با روش بررسی الگوی بیان ژن

time -PCR 
ژن شامل ژن سه بیان رمزالگوی کاتالازهای کنندۀ

(CAT)پراکسیداز،(POX)آمونیالیازآلانینوفنیل(PAL)در

(1جدول)آغازگرهایمناسببااستفادهازبرداریسطحنسخه

.بررسیشدندسنجینسبیازنوعکمیتکمیPCRروشو

درcDNAتکثیر.دارانتخابشدبهعنوانژنخانهEF1α ژن

 کمی کمیPCRواکنش نوع تاز نسبی، طبقسنجی بر

 YTA SYBR Green qPCR Masterدستورالعملکیت

Mix (2x)(،ایرانیکتاتجهیزآزما ازترموسایکلر( استفاده وبا

 انجامگرفت(Corbett RG-6000)کمیPCRویژه برای.

ژن تغییراتبیان میزان روشتعیین از زمانی نقاط طی در ها

Livakاستفادهشد برایناستکهبازدهدراینروشفرض.

-∆∆CTاستوازفرمول%199نمونهوکنترلداخلیبرابرو
به4 

 شد استفاده ژن بیان تغییر بررسی  Livak  and)منظور

Schmittgen, 2001.)بلافاصلهبعدازانجامواکنشReal 

time PCRمحصولواکنشرویژلرانشدوازکارکرد،

(.1شکل)شداختصاصیواکنشاطمنیانحاصل

ژن بیان زمانالگوی ترموسایکلر دستگاه از استفاده با ها

Corbett RG-6000)واقعی بررسیشد( میزان. برایتعیین

استفادهLivakهادرطینقاطزمانیازروشتغییراتبیانژن

شد دراینروشفرضبرایناستکهبازدهنمونهوکنترل.

-∆∆CTوازفرمولاستدرصد199داخلیبرابرو
بهمنظور4 

 ,Livak  and Schmittgen)بررسیتغییربیانژناستفادهشد

2001.)

ژن)EF1αهایدفاعیمنتخببراساسژنمیزانبیانژن

بیانثابتنرمالشده(خانهدار سپسمیزانتغییراتبیانوبا

 .ژندرهمۀتیمارهانسبتبهشاهدسنجیدهشد

تصادفیبامیانگینمربوط بههرژندرقالبطرحکاملاً

 تکرار روشی)چهار تکرار دو و زیستی تکرار دو تجزیه(

Real time RT -PCRنتایجبهدستآمدهاز.واریانسشد

و 95/9بااستفادهازآزمونچنددامنۀدانکندرسطحخطای

نرم از استفاده با گرفتSASافزار اساس.انجام بر ها داده

.نرمالبودندKurtosis و Skewnessآزمون



 نتایج

 شناسایی قارچ عامل بیماری

قارچ کلید  Barnett and Hunterناقصیهاطبق

درآزماییههردوجدا(1998) شده ازیشاتقارچاستفاده

 Pittبااستفادهازکلید.شناساییشدندPenicilliumجنس

and Hocking (1977)شناسییختبرخصوصیاتریمبتن

محیط روی پرگنه خصوصیات رنگ، شکل، شامل

G25N،CYA  ،MEAوCSN،Pitt and Hocking 

.دادهشدیصتشخP. digitatumیمارگربینا(1997)

های گیاهی بر رشد قارچ بیمارگر با تأثیر عصاره

 استفاده از روش دیسک کاغذی

نتایج نشانمی4جدول احتمال به درصد11دهدکه

 دو ازبین روشاستفاده دو هر در بررسی، مورد عصارۀ

غلظتعصاره و متانولی، آبیو وهایمختلفآنهای ها

همچنینبیناثراتمتقابلایندوبرکاهشمیزانرشدهالۀ

معنی اختلاف دیسک آزمون روش به وجودقارچ، دار

گرممیلی69باغلظتسیردراینآزمون،عصارۀآبی.داشت
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Temperature

Temperature
-لیفن و( ج) کاتالاز،(ب) EF1α ،(الف) دازیپراکس یهاژن( Dissociation curves) یریتکث قطعات ذوب یهایمنحن -5شکل 

  (د) زیالیآموننیآلان

Figure 1. Melting curves of Peroxidase (a), EF1α (b), Catalase (c) and Phenylalanine ammonia-lyase (d)






 Real time PCRازگرهای مورد استفاده در آزمایش آغ -5جدول 

Table 1. Primers used in the Real Time PCR assay 

Name of genes Primers sequences 

Catalase TTGAACACGAACGTCGACACCT 
 CTTGTACAGGAACGACAGCATC 

 GATCTTCGTGCTCGTGTTCA 
Peroxidase TGCGAATGTTTTGCTGTCTC 

 TGGCCACCAAAATGGTTCGT 
Phenylalanine ammonia-lyase 

ATGGCTTCTTACTGCTCTG 

 GGTCAGACTCGTGAGCATGC 
EF1α CGTACCTAGCCTTTGAGTACTTG 

(A) 

D

eri

vat

ive 

re

po

rte

r 

(B) 

(C) (D) 
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به   P.digitatumهای آبی و الکلی گیاهی بر میزان رشد قارچ بیمارگر تجزیه واریانس مربوط به آزمون تأثیر عصاره -6جدول 

 روش استفاده از دیسک کاغذی 

Tables 2. Analysis of variance related to the effect of aqueous and methanolic plant extracts on the 

growth of P.digitatum pathogen with paper disk method 

 F MS df S.O.V 

Methanolic 

ex.    
Aqueous 

ex.   
Methanolic 

ex.     
Aqueous 

ex.           
 



224.45
**

 453.14
**

 221.1 826 1 Treatments(A) 

670.32
**

 
736.65

**
 421.63 350.10 4 

Concentration(B) 

32.09
**

 32.65
**

 31.63 3.85 4 A×B 

  52.25 3.63 30 Error 

    39 Total 

** There is a significant difference of 99 percent (P≤0.01) 

CV=6.21% for aqueous extracts and CV=6.13% for methanolic extract 
 



میلی ومیلی14/46و،لیتردر قارچ از ممانعت قطر متر

لیتر،گرمدرمیلیمیلی69عصارۀآویشنشیرازیباغلظت

 بهترینمیلی89/41و بیمارگر، قارچ ممانعتاز قطر متر

بودندعصاره ها به. مربوط کنندگی ممانعت کمترین

عصاره تیمار بین در و شاهد،  غلطت به مربوط 15ها

درلیمی میزانمیلیگرم که آویشنشیرازیآبیبود لیتر

رشدمیلیمترقطرممانعتاز35/19و18/1آنبهترتیب

بود قارچ عصاره. الکلی سیرهای شیرازی آویشن باو

 میلیمیلی69غلظت در دادنگرم نشان ترتیببا به لیتر

4/33 بهمیلی14/42و قارچبیمارگر، مترقطرممانعتاز

بودندترتیببهترینعصاره ها کمترینممانعتکنندگی.

 غلطت به میلیمیلی15مربوط در گرم آویشنلیتر،

31/12و93/1شیرازیبودکهمیزانآنبهترتیب میلی

(.الفوب4شکل)مترقطرممانعتازقارچبود

گیاهی بر رشد قارچ بیمارگر با  هایتأثیر عصاره

 استفاده از روش اختلاط با محیط کشت

دهدکهبهاحتمالنشانمی3نتایججدولتجزیهواریانس

روش11 دو هر در بررسی، مورد عصارۀ بیندو درصد

عصاره از غلظتاستفاده و متانولی، و آبی هایهای

آن برمختلف دو این متقابل اثرات بین همچنین و ها

قارچ رشد دااختلافمعنیکاهشمیزان وجود .شتدار

آبی عصارۀ آزمون، این در باسیر شیرازی آویشن و

میلی699غلظت و لیتر در 45/55گرم درصد14/65و

ممانعتازقارچبیمارگرنسبتبهشاهدبهترتیببهترین

کمتریندرصدممانعتازرشد.(1شکل)هابودندعصاره

نسبت غلطتبیمارگر مربوطبه شاهد، گرممیلی159به

درصدممانعتازرشد36/42درلیترمرزهبودکهمیزان

 شاهد به دادنسبت از.نشان حاصل هایعصارهنتایج

مانندعصاره هایالکلیعصاره.هایآبیبودالکلی،دقیقاً

سیر غلظت با  699های بامیلی259و و لیتر در گرم

دوعصارۀآویشنشیرازیباغلظتدرص19/68و45/55

میلی699 و لیتر در قارچ14/65گرم ممانعتاز درصد

ترتیب بودندبهترینعصارهبیمارگرنسبتبهشاهدبه .ها

به نسبت بیمارگر قارچ رشد از ممانعت درصد کمترین

 غلطت به مربوط آویشنمیلی159شاهد، لیتر در گرم

میزانآن که رشد14/32شیرازیبود درصدممانعتاز

 بود شاهد به )نسبت 3شکل 2و ب و (.الف
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 .Pآویشن شیرازی بر میزان ممانعت از رشد میسلیومی قارچ بیمارگر  (B شکل)و متانولی ( A شکل)های آبی تأثیر عصاره - 6شکل 

digitatum  اعداد میانگین چهار تکرار است .استفاده از دیسک کاغذیروش  در( مترمیلی)به صورت قطر ناحیۀ بازدارندگی .

 لیتر استفاده شدندده میلیگرم در میلی 066و  116، 266، 516، 6های های مختلف در غلطتعصاره

Figure 2. Effect of aqueous (A) and methanolic (B) extracts on of thyme on the inhibition of mycelial 

growth of P. digitatum (diameter of the inhibitory zone mm) in the paper disc method. The numbers are 

four repetitions. Different extracts were used in concentrations of 0, 150, 300, 450 and 600 milligrams in 

per 10 millimiters 
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به  P. digitatumهای آبی و الکلی گیاهی بر میزان رشد قارچ بیمارگر ثیر عصارهتجزیه واریانس مربوط به آزمون تأ -2جدول 

 روش استفاده از اختلاط با محیط کشت

Tables 3. Analysis of variance related to the effect of aqueous and methanolic plant extracts on the 

growth of P.digitatum pathogen with mixing with culture medium method 

 F MS df S.O.V 

Methanolic 

ex.    
Aqueous 

ex.   
Methanolic 

ex.     
Aqueous 

ex.     
 



254.41
**

 
520.17

**
 235.84 985 1 

Treatments(A) 

836.32
**

 
945.65

**
 635.21 421.52 4 

Concentration(B) 

31.29
**

 
47.15

**
 28.42 2.56 4 

A×B 

  43.25 34.36 30 Error 

    39 Total  
** There is a significant difference of 99 percent (P≤0.01) 

CV=6.25% for aqueous extracts and CV=8.55% for methanolic extract  

 

 

 
 

 













 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 گرم در لیتر میلی 066غلظت تیمار 

600mg/l 

 شاهد
Control 

بر (  گرم در لیتر میلی 066غلظت )سیر های آبی تأثیر عصاره -2شکل 

 در مقایسه با شاهد  P. digitatumسلیومی قارچ بیمارگر کاهش رشد می

Figure 3. Effect of Garlic Aqueous Extract (600 mg / L) on 

the mycelial growth of the P. digitatum pathogen in 

comparison with the control 
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در  (درصد بازدارندگی) P. digitatumبر کاهش رشد میسلیومی ( شکل ب)ولی و متان( شکل الف)های آبی تأثیر عصاره -1شکل 

گرم میلی 066و  116، 266، 516های های مختلف در غلطتعصاره. روش اختلاط با محیط کشت؛ اعداد میانگین چهار تکرار است

 در لیتر استفاده شدند

Figure 4. Effect of aqueous (A) and methanolic (B) extracts on of thyme on the inhibition of mycelial 

growth of P. digitatum (diameter of the inhibitory zone mm) in the culture medium method. The 

numbers are four repetitions. Different extracts were used in concentrations of 150, 300, 450 and 600 

milligrams in per 10 liter 
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ها در کنترل بیماری کپک سبز  بررسی اثر عصاره

 لسیوسدرجۀ س 51پرتقال در انبار 

 واریانس تجزیه جدول می2نتایج بهنشان که دهد

 دو11احتمال هر در بررسی، مورد عصارۀ بیندو درصد

عصاره از غلظتروشاستفاده و متانولی، و آبی هایهای

ایندوبرکاهشهاوهمچنینبیناثراتمتقابلمختلفآن

داروجوداختلافمعنیسطحلکۀایجادشدهبررویپرتقال

داشت تیمار. در شده ایجاد لکۀ سطح آزمون، این در

عصاره آبی شیرازیسیرهای آویشن درغلظت)و شش

مترمربعکمترینمیزانسانتی22/5و39/5ترتیببابه(هزار

درمقایسهباسایرتیمارهاوه با)مچنینتیمارشاهدخودرا

بیشترینمیزانسطحلکه.داشتند(مترمربعسانتی16/33میزان

 یکدر تیمار به مربوط شاهد از آبی1999بعد عصارۀ

انباربودسانتی22/48آویشنشیرازیبهمیزان .مترمربعدر

هایآبیهایالکلی،روندتقریباًمانندعصارهدرموردعصاره

اینتفا تیماربودبا نیز،درمقایسهبا وتکهتیمارالکلتنها

سطحلکه باعثکاهشمیزان نیز تنها شدآبمقطر به.ها

طوری تنها الکل تیمار در ها لکه سطح میزان 88/45که

(آبمقطر)کهدرتیمارشاهددرصورتی.مترمربعبودسانتی

بودسانتی16/33 مربع ندمتر لکه. درسطح شده ایجاد های

ششدرهایالکلیوآویشنشیرازیباغلظتتیمارعصاره

46/3ترتیب به1999 مربعسانتی15/2و عنوانمتر به ،

 (.الفوب5شکل)ندبودها،بهترینعصاره


 

( ها کهسطح ل)شدت بیماری بر ( سیر و آویشن شیرازی)های آبی و الکلی تجزیه واریانس مربوط به آزمون تأثیر عصاره -1جدول 

 لسیوسدرجۀ س 51در انبار با دمای  P. digitatumقارچ بیمارگر  ناشی از

Tables 4.                                                                                         

                                                                       1   C 

 F MS df S.O.V 

Methanolic 

ex.    
Aqueous 

ex.     
Methanolic 

ex.    
Aqueous 

ex.     
 



254.41
**

 
520.17

**
 235.84 985 1 

Treatments(A) 

836.32
**

 
945.65

**
 635.21 421.52 4 

Concentration(B) 

31.29
**

 47.15
**

 28.42 2.56 4 A×B 

  43.25 34.36 30 Error 

    39 Total  
** There is a significant difference of 99 percent (P≤0.01) 

CV=8.25% for aqueous extracts and CV=9.69% for methanolic extract  
 

 

 

-فنلهای پراکسیداز و پلیبررسی فعالیت آنزیم

 51های تیمار شده در دمای اکسیداز در سیب

 لسیوسسدرجۀ 

واریانس تجزیه می5جدول نشان آزموندهد در که

غلظت گیاهیرویفعالیتآنزیمتأثیر هایمختلفعصارۀ

پلی و پرتقالفنلپراکسیداز میوه در روزهای،اکسیداز بین

هایمختلفواثرمتقابلآنهاباروزهایبرداری،غلظتنمونه

.داشتوجود(P≤0.01)نمونهبرداریتفاوتمعنیدار
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مساحت ناحیۀ ) P. digitatumشدت بیماری ناشی از بر کاهش ( شکل ب)و متانولی ( شکل الف)بی های آتأثیر عصاره -1شکل 

آب  یک لیتردر گرم  0و  1، 6 ،5 ،6های ها در غلطتعصاره. اعداد میانگین چهار تکرار است .در انبار (مترمربع به سانتی آلودگی

 مقطر استفاده شدند
Figure 5. Effect of aqueous extracts (A) and methanol (B) on reducing the severity of disease caused with 

P. digitatum (area of infection area) in the storage. The data are average of four repetitions. The extracts 

were used in 0, 1, 2, 4 and 6 grams per liter of distilled water 
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-فنلتجزیه واریانس مربوط به میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز و پلی -1 جدول

در میوه پرتقال، مایه ( یقه در میلی گرم پروتئینتغییرات جذب در دق)اکسیداز 

  P. digitatumهای مختلف عصارۀ گیاه  و قارچ عامل بیماری کوبی شده با غلظت

Tables 5. Analysis of variance related peroxidase and polyphenol 

oxidase (Changes in absorbance per minute in mg of protein) in the 

orange incubated with different concentrations of plant extracts and 

P. digitatum 

MS df   S.O.V 

PPO        POX         

0.307
**

 0.672
**

 5 
Concentration (A) 

0.097
**

 0.165
**

 4 
Days (B) 

0.020
**

 0.027
**

 20 A×B 

0.006   0.009   48 Error 

  77   Total       
** There is a significant difference of 99 percent (P≤0.01) 

CV=9.40% for peroxidase and CV=8.29% for polyphenol oxidase 

 
 

 

سومدهددرروزنشانمی(لفا)6همانطورکهشکل

غلظتمیوه با شده تیمار آلودۀ پرتقال مختلفهای های

ازنظرمیزانفعالیتآنزیمپراکسیدازدرمقایسهباه،عصار

شاهدمیوه سالم و آلوده نشان،های داری معنی افزایش

و.برداریادامهداشتدادندواینروندتانهمینروزنمونه

پرتقال غلظت با شده تیمار درششهایآلودۀ  هزار در

 روز دوازده بررسی، ینفعالیتپراکسیدازیرابیشترمورد

دادند .نشان از بعد روز دوازدهمین ،بیمارگرزنیمایهدر

 تیمار غلظت با شده تیمار آلودۀ هزارششپرتقال در

ه،عصار نشاندادوایناختلاف بیشترینفعالیتآنزیمرا

درهزاردراینروزهارچنسبتبهبقیۀتیمارهابهجزتیمار

بودمعنی دار روندکلیآنزیمتا،الف-3براساسشکل.

یوسپسکاهشبودبرداریافزایشینهمینروزبعدازنمونه

 (.الف6شکل)شد

-فنلپلیبیشترینفعالیتآنزیم،(ب)6شکلبراساس

6هایآلودۀتیمارشدهباغلظتاکسیدازمربوطبهپرتقال

سازیباعصارۀبودهکهدرنهمینروزبعدازآلودهدرهزار

دوازدهمبعددرروز.بیمارگراینمیزانفعالیتمشاهدهشد

بقیۀاز بیناینغلظتو نیز قارچبیمارگر سازیبا آلوده

معنیغلظت اختلاف داها وجود شتدار میزان. بیشترین

نمونه روزهای بین در آنزیم بهبرداریمربوطفعالیتاین

میزان.نهمنمونهبرداریبودروزدرهزارو6تیمارغلظت

هاییکهبرداریدرمیوهفعالیتاینآنزیمدرروزهاینمونه

این که داد نشان بودند شده تیمار بیمارگر عامل با فقط

عاملبدونحضورعصارهنیزقادربهبالابردنمیزانفعالیت

هبرداریمیزانفعالیتودرتمامروزهاینمونبودهاآنزیم

 (.ب-6شکل)آنبیشترازسایرتیمارهابود

بررسی میزان تغییرات فنل کلل در میلوۀ پرتقلال    

های مختلف عصارۀ گیاهی زنی شده با غلظت مایه

 لسیوسدرجه س 51و قارچ عامل بیماری در دمای 

هایمتفاوتدرموردغلظت6جدولتجزیهواریانس

رویمیز بر  گیاه نشانعصارۀ پرتقال میوه فنلکلدر ان

غلظتمی بین نمونهدهد، روزهای بین و وها برداری

اثراتمتقابلآن تفاوتهمچنین فنلکل میزان نظر از ها

معنی P≤0.01)دار ) داشتوجود که. روزهایی بین در

همۀغلظت ،هانمونهبرداریصورتگرفتدرموردتقریباً

میوه در کل فنل میزان باحداکثر شده تیمار آلودۀ های

.عصارهدرروزنهممشاهدهشد
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فنل وآنزیم پلی( میلی گرم پروتئین/ دقیقه/ نانومتر 156بر حسب تغییرات جذب نور در ( ) الف)میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز   -0شکل 

هایی که میانگین. هرعدد میانگین چهار تکرار است( ئینمیلی گرم پروت/ دقیقه/ نانومتر 166بر حسب تغییرات جذب نور در ( )ب)اکسیداز 

 اند ارائه شده( P≤0.05)تفاوت ها  با آزمون دانکن . اند در هر ستون از نظر آماری با یکدیگر اختلاف دارند با حروف مختلف مشخص شده
Figure 6. Peroxidase enzyme activity (A) (changes in light absorption at 470 nm / min / mg protein) and 

polyphenol oxidase (B) activity (changes in light absorption at 420 nm / min / mg protein) each four It is 

repeated. The averages that are statistically different in each column are marked with different letters. 

Differences are prese          D     '        P≤0.0   
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 یوهفنل در م یباتکل ترک یمحتواتجزیه واریانس مربوط به  -0جدول 

های مختلف عصارۀ گیاه  و در میوه پرتقال، مایه کوبی شده با غلظتپرتقال 

  P. digitatum قارچ عامل بیماری
Tables 6. Analysis of variance related total phenolic 

compounds content in the orange incubated with different 

concentrations of plant extracts and P. digitatum 

 df S.O.V 

MSSS  

0.057
**

 0.288 5 
Concentration (A) 

0.065
**

 0.196 4 
Days (B) 

0.058
ns

 0.087 20 A×B 

0.006 0.510 48 Error 

 1.08 77 Total  
** There is a significant difference of 99 percent (P≤0.01) 

CV=12.86%  

 

1بهجزدوتیمارغلظت،بینهمۀتیمارها،درروزسوم

تنها قارچبیمارگر تیمار و عصاره هزار اختلافمعنی،در

افزایش،درروزنهمپسازنمونهبرداری.داروجودداشت

وبیشترینشدمشاهدهمیزانترکیباتفنلیدرهمهتیمارها

میزانترکیباتفتلیدرتیمارغلظتششدرهزارعصارۀ

شد دیده نهم. روز از فنغلظت،بعد روزبهلترکیبات ی

کاهشگذاشتودرروزدوازدهممقداراینترکیباتدر

غلظت و تیمارها بواکثر نهم روز از کمر .(5شکل)دها



 یانگیناعداد، م. پرتقال یوهفنل در م یباتکل ترک یمحتوا یبر رو گیاه سیر ۀمتفاوت عصار یهاو غلطت یماریقارچ عامل ب یرتأث -7شکل 

 درصد است یکدر سطح  یمارهادار ت یتفاوت معن ۀچهار تکرار بوده و حروف متفاوت نشان دهند

Figure 7. Effect of pathogen and different concentrations of garlic extract on the total content of phenol 

compounds in orange fruit. The data are four repetitions, and the different letters represent a significant 

difference in treatments at one percent level 
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های گیلاهی بلر میلزان بیلان      تأثیر عصاره بررسی

 های دفاعی ژن

و(1شکل)تتکثیریهایذوبقطعاباارزیابیمنحنی

یتنهایکپیکبرایهرژن،ازاختصاصایباودنمشاهده

.شدهدرآزمونکمیاطمینانحاصلشادتولیداتسنجش

(PPO)اکسایدازفنلژنرمزکنندۀآنزیمپلیبردارینسخه

بیمارگرتنها)روزنمونهبرداریدرتمامتیمارها14درطول

Pروندمشابهیراداشات(هایمختلفازعصارۀوغلظت

وتاروزنهمدرتمامتیمارهاافزایشوسپسروندکاهشای

درباینبارداریژننساخهبیشاترینمیازان.درپیشگرفت

برابر89/11)عصارۀبود6×1999تیمارهامربوطبهتیمار

نهااممیاازانومانناادهمااۀتیمارهااادرروز(تیمااارشاااهد

افااازایش.ودرسااایددرآنباااهاوجخاااباااردارینساااخه

اینژنباافزایشغلظتعصاره،نشاندهنادۀبردارینسخه

درساطحتأثیرمستقیمعصارۀبررویمیازانبیاانایانژن

(.5وجدولالف-8شکل.)میباشدبردارینسخه

آنزیمپربردارینسخه کنندۀ ژنرمز (POX)اکسیداز

 طول 14در تیمارها تمام در تنه)ساعت بیمارگر وPا

غلظت.روندمشابهیداشت(هایمختلفازعصارۀغلظت

اینآنزیمرابردارینسخهعصارۀبیشترینمیزان6×1999

برابرتیمار42/15)نهروزبعدازنمونهبرداریدرپیداشت

آبمقطر بیشترینمیزان( اینمقدار نسبیبردارینسخهو

غلظت تیمارهای همۀ بین در بودژن ها نهمب. روز از عد

 بیان دربردارینسخهمیزان مقدار این و کاهشیشد ژن

نهمبود میزانروز از دوزادهمکمتر روز در تیمارها همۀ

،امانسبتبهروزششمبیشتر(6×1999درغلظت36/14)

 (.ب-8شکل()6×1999درغلظت16/11)بود

آلانینبردارینسخهروند فنیل آنزیم کنندۀ رمز ژن

 PAL)آمونیالیاز ) طول میزان14در مانند ساعت

درهمۀ،درموردبیاناینژن.دوژنقبلیبودبردارینسخه

غلظت افزایش میزان شاهد نهم روز تا بردارینسخهها

دوزادهم روز سپس و کردبودیم پیدا کاهش غلظت.

رمزکنندهژنبردارینسخهعصارۀبیشترینمیزان6×1999

آنزی داشتاین پی در برداری نمونه از بعد روز نه را م

آبمقطر36/14) تیمار برابر بیشترینمیزان( اینمقدار و

غلظتهایبردارینسخه تیمارهای همۀ بین در ژن نسبی

بودعصارهمتفاوت  گیاه نیز. تنها بیمارگر تیمار مورد در

 تیمارغلظتمشابهروند با مقایسه در و بود تیمارها بقیۀ

درروزابتدایینمونهبردارییعنیروزهایسوم1×1999

بود بیشتر اینژن بیان برداریمیزان نمونه از بعد ششم و

میزان،ودوازدهمبعدازنمونهبرداریولیدرروزهاینهم

بیشترازتیماربیمارگر1×1999ژندرتیماربردارینسخه

(.ج-8شکل)بودتنها

 

 در میوه پرتقالهای مورد بررسی درگیر میزان تغییرات بیان ژنانس مربوط تجزیه واری -5جدول 
  P. digitatum یماریو قارچ عامل ب  یاهگ ۀعصار، تحت تیمار های مختلف 

Table 7. Analysis of variance related to changes in the genes expression involved 

in orange fruit under different treatments of plant extract and P. digitatum  

 df S.O.V 

MS SS   

2.37
**

 9.5 4 Concentration (A) 

2.21
**

 6.65 3 Days (B) 

0.095
ns

 1.15 12 A×B 

0.69 15.56 22 Error 

 1.08 41 Total  
** There is a significant difference of 99 percent (P≤0.01) 

ns There is a significant difference 

CV=8.30%  
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فنیل  و (POX)پراکسیداز : ب( PPO)پلی فنل اکسیداز : های الفو بیمارگر بر روی بیان ژن آنزیمسیر تاثیر عصارۀ . 0شکل 

 میانگین چهار تکرار هستند  هاداده. بیمارگر: P. در میوه پرتقال (PAL)آلانین آمونیالیاز 
Figure 8. Effect of Garlic and Patient Extract on gene expression of enzymes A: Polyphenol Oxidase 

(PPO) B: Peroxidase (POX) and Phenylalanine ammonilase (PAL) in orange fruit. P: Pathogen. Data are 

                             . D            P≤0.01  
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 بحث

طبیعتوارهپذیریعصخاصیتتجزیه هایگیاهیدر

هابرایانسانوسایرپستاندارانوهمچنینسمیتپایینآن

برمحیطاثراتمخربکمترآن اینترکیباتراها زیست،

کرده مطرح شیمیایی سموم جایگزین ترکیبات عنوان به

هایگیاهیباداشتنموادوعناصرغذاییدرعصاره.است

مفیدبوده وبرایانسانومحیطزیستافزایشرشدگیاه

بی هستند Bakkali et al., 2008)خطر تحقیقات(. در

،متعدد گیاهانی عصاره ضدقارچی سیراثرات ومانند

 ,.Kamangar et al)آویشنشیرازیبهاثباترسیدهاست

2014; Martinez et al., 2007.)اثرات تحقیقی در

اتریواتیلیهایهگزانی،کلروفرمی،دبازدارندگیعصاره

زایگیاهیاتانولیهفتگونۀگیاهیعلیهدوقارچبیماری

گرفت قرار مطالعه هگزانی.مورد فاز داد نشان نتایج

موثرترینعصارهعصاره پونه آویشنکوهیو هاهایگیاه

 ,.Kamangar et al)دندبوبرعلیههردوبیمارگرعمل

اهوآویشنباسیهایزیرهاثراتضدقارچیاسانس(.2014

قارچقارچکش روی تیابندازول و کربوکسین های

نتایجR. solaniزایبیماری گرفتو قرار بررسی مورد

نشاندادکهاثراتبازدارندگیآویشننسبتبهزیرۀسیاه

قارچ دو هر و بود (.Khaledi et al., 2015)کشبیشتر

روی خوبی ضدمیکروبی فعالیت سیر اسانس

Staphylocococcus aureus ،Escherichia coli،

Pseudomonas aeruginosa،Salmonella typhi و

Candida albicansرشدشتدا از باعثجلوگیری و

آن  ,.Mnayer et al., 2014; Johnson et al)شدها

2013 آزمون(. ضددر های مطالعه، این دیسکقارچی

ازعصاره درمحیطکشتکاغذیواستفاده افزایشبا،ها

غلظتهردوعصاره،میزانفعالیتضدقارچیافزایشپیدا

کرد عصارۀ. به مربوط قارچکشی فعالیت میزان بیشترین

عصارۀاینگیاههمراهباگیاهآویشنشیرازی.بودگیاهسیر

بیمارگر قارچ علیه قبولی قابل قارچکشی  .Pتأثیر

digitatumازخودنشاندادند روشدرموردمقایسۀدو.

استفادهازحلالآبیوالکلی،عصارۀالکیدرموردهردو

کشت محیط با اختلاط و کاغذی دیسک اثر،روش

را موضوع این که داد نشان خود از بیشتری بازدارندگی

نوعحلالمرتبطدانستمی تغییردر توانبا از. زمانیکه

می استفاده الکلی ضدقارچیعصارۀ مواد احتمالاً شود

نتایجاین.ریازهردوگیاهقابلاستحصالخواهدبودبیشت

نتایجمطالعۀ با 2007)مطالعه )Khalil and Dababneh

مطابقتداشت اثردوگونۀگیاهیآویشن. اینمطالعه در

.مشهودبودP. digitatumشیرازیوسیربرقارچبیمارگر

شیرازییکمنبعغنیهانشاندادهاستکهآویشنبررسی

کارواکرولدر.باشدکارواکرولمیازترپنوئیدهایفنلیو

ازبینرفتنغشاپلاسمایی،نشتدورنبگیاهآویشنموج

 یونATPسلولی رفتنو بین نهایتاز در و پتاسیم های

هایآنتیشود،بنابراینشایدبتوانفعالیتسلولبیمارگرمی

ضدمیکروبیعصارۀ اکسیدانیو حضور به اینآویشنرا

(.Yaghoubi et al., 2015)ترکیباتنسبتداد

داریهردوعصارهتأثیرمعنی،درموردآزمونانباری

درکاهشاینبیماریداشتندوهمانطورکهانتظارمیرفت

بیشتریداشت الکلیتأثیر عصارۀ می. را اینموضوع که

توانبااثرقارچکشیخودالکلکهدراینجابهعنوانحلال

بهتواناییبیشترالکلدراستخراجوهمچنینکاررفتهبه

.ترکیباتضدقارچیمرتبطدانست

هایگیاهیبرعصارهکهدرموردتأثیرمطالعهیکدر

بیمارگر قارچ رشد صورتRhizoctonia solaniروی

هایگیاهانمرزه،آویشنشیرازیوآویشنگرفتعصاره

مارگرراکنترلکردنددناییبهصورتقابلتوجهیاینبی

(Foroughi et al., 2013.) 

مطالعه نعنادر شیرازی، آویشن بازدارندگی اثر ای

واکالیپتوسعلیهدوعاملاصلیپوسیدگی رازیانه فلفلی،
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ریشهو  Rhizoctonia solani, Fusarium)طوقهلوبیا

solani)،اثر بیشترین  فلفلی نعنا و شیرازی آویشن

رادرموردهردوبیمارگردرهرچهار%(199)بازدارندگی

،نشان"ظرفپتریمعکوس"غلظتبهکاررفتهدرآزمون

(.Zandi et al., 2017)دادند

قارچ دو و سیر گیاه اسانس ضدقارچی کشتأثیرات

گونۀ-متالاکسیل سه علیه مانکوزب و مانکوزب

Phytophthora capsici ،P. drechsleriوP. melonis

شرایط در طالبی و فلفل خیار، گیاهان میری بوته عوامل

،براساسنتایج.آزمایشگاهوگلخانهموردارزیابیقرارگرفتند

اسانسسیرخاصیتقارچایستاییوتأثیرچشمگیریبرروی

نتایجگلخانهای.شتهایفیتوفتوراداکاهشرشدپرگنهگونه

در%5/81-5/53دراینتحقیقحاکیازکاهششدتبیماری

قارچ از تأثیراتآن که طوری به بود شاهد با کشمقایسه

متالاکسیل از کمتر و بیشتر -مانکوزب بودمانکوزب

(Farhang et al., 2015).

 بررسی، این گیاهیعصارهدر آنزیمهای هایفعالیت

پلی و ترکیباتفنلیفنلپراکسیداز میزان نیز و رااکسیداز

روزنهمافز دوازدهمدوبارهدادندایشتا وازروزنهمتا

هاوهمچنینمیزانترکیباتفنلیکاهشفعالیتاینآنزیم

کرد پیدا همچنین. و دفاعی های آنزیم تحریکفعالیت

ترکیباتفنلی،بهوسیلۀعصارۀارتباطمستقیمبافعالیتضد

تحقیقنتایجیکبراساس.هایگیاهیداردقارچیعصاره

صارۀبرگکرفسعلیهبیماریسفیدکپودریباکهازع

عاملاستفادهشد،اینعصارهتوانستباعثالقایمقاومت

(.Sirus and Jamali Zavare, 2014)بهاینبیماریشود

ژن بیان تغییرات بررسی آزمون در پراکسیداز،های

نسبیاینبردارینسخهمیزانآمونیالیز،آلانینکاتالازوفنیل

ژ سه آنزیم دو فعالیت میزان مانند روندی دقیقاً موردن

درموردهرسهژنمیزانفعالیتدرروزنهم.داشتندبررسی

بهبیشترینمقدارخودرسیدوسپسروندکاهشیرادرپیش

گرفت . آزمون، این ازدر غلظتاستفاده افزایشمیزان با

 میزان گیاهی، فعالیبردارینسخهعصارۀ میزان و تژن

آنزیم افزایشپیدا کردها توجهبهاینمطالبمی. توانبهبا

 انگیاهبعضیایننتیجهرسیدکهعصارۀ تواندبررویمی

ژن باعثیهابیان تحریکآنها با و بگذارد تأثیر دفاعی

آن افزایشافزایشبیان نهایتاً افزایشبیان این که شده ها

دراینمطالعه،میزان.هارادرپیخواهدداشتفعالیتآنزیم

یباتوجهبهاینکهلآمونیالیازبررسینشد،وآلانینفنیلفعالیت

 آنزیم این ژن بیان میزان کاهشآن)روند افزایشو هم(

آنزیم این که آنجایی از نیز استو دیگر آنزیم دو مانند

دارد فنلی ساختترکیبات در مهمی  ,Vogt)نقشبسیار

ریمکهمیزانفعالیتاینآنزیمهمگی،پسنتیجهمی(2010

لازمبهذکراستکهمیزانترکیاتفنلی.افزایشیافتهاست

روندافزایشو و گرفت، بررسیقرار مورد اینمطالعه در

آنزیم.کاهشآنمانندفعالیتآنزیمهایموردبررسیبود

مهمآلانینفنیل از یکی آنزیمآمونیالیاز حدواسظترین های

آغازگزمسیراولیهوثانویهدرگیاهاناستویسملبوبینمتا

بادیLپروپانوئیداستکهفنیل آمیناسیونبهفنیلآلانینرا

اینمسیراصلیبیوسنتز.کندترانسسینامیکاسیدتبدیلمی

تولیدمتابولیت سبب که است سلول در ثانویه های

کهسببشودواینموضوعمیهایثانویهدرسلولمتابولیت

ها،فلاونودیئها،ها،اسانسهاییمانندکومارینتولیدمتابولیت

می فنلی ترکیبات سایر و تانن شودلیگنین، ترکیبات. این

وحفاظتمکانیکیبیمارگرنقشمهمیدردفاععلیهعوامل

 (.Taiz and Zeiger, 2006)دارند

فنیل تشاکیلآلانینآنزیم در اساسای نقاش آمونیالیاز

هاایدفااعیپروپانوئیدیکهیکایازمکانیسامترکیباتفنیل

گیاهان در آنزیمی بهاستغیار و ازداشاته یکی عنوان

هاایحساسباهتغییراتمحیطیوهمچنینیکیازشااخص

تنشهاینشاانگر برابر در گیاه دفاعی بیوشایمیایی هاای

(.Boudet, 2007)شاودمحیطیمطرحمی



 1318بهار،1هشمار24،جلد(یکشاورزیمجلهعلم)یپزشکاهیگ 

 

 

113 

REFERENCES 

 

Abdolmaleki, M., Bahraminejad, S., Abassi, S., and Mahmodi, SB. 2010. Inhibitory effect of 

some plant extracts on mycelia growth of Rhizoctonia solani and Phytophthora drechsleri, 

sugar beet root rot agent. Journal of Sugar Beet, 5:193- 205. 

 

Abdul Aziz, H., Omran, A., and Zakaria, W.R. 2010. H2O2 oxidation of pre-coagulated semi 

aerobic leachate. International Journal of Environmental Research, 4 (2), 209-216. 

 

Agrios, G.N. 2005. Plant disease caused by fungi: disease caused by Ascomycetes and 

imperfect fungi. Science, 25
th

, 922. 

 

Alam, P., Mohammad, A., Ahmad, M.M., Khan, M.A., Nadeem, M., Khan, R., Akmal, 

M., Ahlawat, S., Abdin, M.Z., 2014. Efficient method for Agrobacterium mediated 

transformation of Artemisia annua L. Recent Patents Biotechnology, 8: 102-107. 

 

Amini, M., Safaie, N., Salmani, M.J. and Shams-Bakhsh, M., 2012. Antifungal activity of 

three medicinal plant essential oils against some phytopathogenic fungi. Trakia Journal of 

Sciences, 10: 1-8. 

 

Arras, G. 1996. Inhibitory action of microorganisms isolated from citrus fruit against 

Penicillium digitatum. Proceeding of the International Society of Citriculture, 456-460. 

 

Arras, G. and Vsai, M. 2001. Fungitoxic activity of 12 essential oils against four postharvest 

citrus pathogens: chemical analysis of Thymus capitates oil and its effect in subatomospheric 

pressure condition. Journal of Food Protection, 64:1025-1029. 

 

Azimi, A.A., Delnavaz H.B. and Mansour G.A. 2006. Antifungal effect of aqueous alcoholic 

and phenolic extracts of seed and leaves of Sorghum bicolor against Fusarium solani, 

Fusarium poae. Journal of Medicinal Plants, 6 (1): 26 – 32. (in Persian with English 

abstract) 

 

Bahraminejad, S., Asenstorfer, R.E., Riley, I.T. and Schultz, C.J. 2008. Analysis of the 

antimicrobial activity of flavonoids and saponins isolated from the shoots oats (Avena sativa 

L.). Journal of Phytopathology, 156: 1-7. 

 

Bakkali, F., Averbeck, S. and Averbeck, D. 2008.  Idaomar M. Biological effects of essential 

oils. A review. Food and Chemical Toxicology, 46: 446–475. 

 

Barnett, H.L. and Hunter, B.B., 1998. Illustrated genera of imperfect fungi. Published by 

Amer Phytopathological Society. 

 

Batta, Y.A. 2004. Effect of treatment with Trichoderma harzianum Rifai formulated in 

invert emulsion on postharvest decay of apple blue mold. International Journal of Food 

Microbiology, 96 (3): 281−288. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22642822
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akmal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22642822
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akmal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22642822
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahlawat%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22642822
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdin%20MZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22642822


 ...هایسیروآویشنشیرازیبررویبررسیتأثیرعصاره:وهمکاراننژادغلام

 

112 

 
Belewu, M.A., Olatunde, O.A. and Giwa, T.A. 2009. Underutilized medicinal plants and 

spices: chemical composition and phytochemical properties. Journal of Medicinal Plant 

Research, 3(12): 1099 -1103. 
 

Boudet, A. 2007. Evolution and current status of research in phenolic compounds. 

Phytochemistry, 68, 2722–2735. 

 

Bradford, M.M. 1976. A rapid sensitive method for the quantification of microgram 

quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 

72: 248-254. 

 

Burt, S. 2004. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods 

- a review. International Journal of Food Microbiology, 94: 223– 253. 

 

Chaieb, K., Hajlaoui, H., Zmantar, T., Kahla-Nakbi, A.B., Rouabhia, M., Mahdouani, K. and 

Bakhrouf, A. 2017. The chemical composition and biological activity of clove essential oil 

Eugenia caryophyllata (Syzigium aromaticum L. Myrtaceae): a short review. Phytotherapy 

Research, 21: 501-506. 

 

Cowan, M.M. 1999. Plant products as antimicrobial agents. Clinical Microbioligy Reviews, 

12: 564 - 82.    

 

Droby, S., Vinokur, V., Weiss, B., Cohen, L., Daus, A., Gold-Schmidt, E.E. and Porat, R. 

2002. Introduction of resistance to Penicillium digitatum in grapefruit by the yeast 

biocontrol agent Candida oleophila. Phytopathology, 92:393-399. 

 
El-Ghaouth, A., Wilson, C.L. and Wisniewski, M.  1998. Ultrastructural  and      

cytochemical  aspects  of  the biological  control  of  Botrytis cinerea by Candida  saitoana 

in apple fruit.  Phytopathology, 88: 282-291. 

 

Ellis, M.B., Walker, J.M. 1974. Sclerotinia fuckelina (conidial state: Botrytis cinerea). CMI 

Descriptions of pathogenic fungi and bacteria. No. 431, CMI, Kew, Surrey, England. 

 

Etebarian, HR, Sholberg, PL, Eastwell, KC, Sayler, RJ. 2005a. Biological control of apple 

blue mold with Pseudomonas fluorescens. Microbiology, 51: 591-598. 

 

Etebarian, H.R.,  Sholberg,  P.L.,  Eastwell,  K.C. and Sayler,  R.J. 2005b. Biological control 

of apple blue mold with Pseudomonas fluorescens.  Canadian Journal of Microbiology, 51: 

591-598. 

 

Farhang, V., Amini, J. and Javadi, T. 2015. The effect of garlic essential oil plants, 

Mancozeb and Metalaxyl-Mancozeb on damping-off diseases caused by Phytophthoraspp. 

Biological Control of Pests and Plant Diseases, 4 (1): 47-56. 

 



 1318بهار،1هشمار24،جلد(یکشاورزیمجلهعلم)یپزشکاهیگ 

 

 

115 

Foroughi, M., Mohammadi, S. and Ghasemi, A. 2013.  Antifungal activity of five medical 

herbs on the plant pathogenic fungus Rhizoctonia solani. Journal of Microbial World, 5(4): 

115-121. 

 

Gholamnezhad, J., Etebarian, H. R. and Sahebani, N. 2010. Biological control of apple blue 

mold with Candida membranifaciens and Rhodotorula mucilaginosa. African Journal of 

Food Science, 4: 001-007. 

 

Gholamnezhad, J., Etebarian, H.R.,  Roustaee, A. and Sahebani  N.  2009a. Biological 

control of apple blue mold by isolates of Saccharomyces cerevisiae.  Journal of Plant 

Protection Research, 49: 270-275. 

 

Gholamnezhad, J., Etebarian, H.R., Sahebani, N.A. and Roustaee, A. 2009b. 

Characterization of biocontrol activity of two yeast strains from Iran against blue mould of 

apple in order to reduce the environmental pollution. Journal of International Environmental 

Application and Science, 4(1): 28-36. 

 

Gholamnezhad, J. 2017. Effect of plant extracts against apple gray mold caused by Botrytis 

cinerea. Applied Microbiology In Food Industries, 3(1): 53-66.  

 

Gholamnezhad, J., Sanjarian, F., Mohammadi goltapeh, E., Safaei, N. and Razavi, Kh. 

2016a. Study of defense genes expression profile pattern of wheat in response to infection by 

Mycosphaerella graminicola. Iranian Journal of Plant Biology, 8(30): 43-55.  

 

Gholamnezhad, J., Sanjarian, F., Mohammadi goltapeh, E., Safaei, N. and Razavi, Kh. 

2016b. Effect of salicylic acid on enzyme activity in wheat in immediate early time after 

infection with Mycosphaerella graminicola. Plant Science, 47(1): 1-8. 

 

Gholamnezhad, J., Sanjarian, F., Mohammadi goltapeh, E., Safaei, N. and Razavi, Kh. 

2016c. Evaluation of housekeeping gene expression of wheat interaction against 

Mycosphaerella graminicola with Reverse northern dot blot method. Crop Biotechnology, 

12:1-10. (In Farsi with English abstract). 

 

Gong, M., Li, Y., Dai, X., Tian, M. and Li, Z. 1997. Involvement of calcium and calmodulin 

in the acquisition of HS inuced thermotolerance in maize seeding. Journal of Plant 

Physiology, 150: 615-621. 

 

Hadian, S., Rahnama, K., Jamali, S. and Eskandari, A. 2011. Comparing Neem extract with 

chemical control on Fusarium oxysporum and Meloidogyne incognita complex of tomato. 

Advances in Environmental Biology, 5(8):2052-2057. 

 

Ibtesam Badawy, F.M., Nashwa Sallam, M.A. Ibrahim A.R. and Asran, M.R. 2009. Efficacy 

of Some Essential Oils on Controlling Green Mold of Orange and their Effects on 

Postharvest Quality Parameters. Plant Pathology Journal, 10: 168-174. 

 



 ...هایسیروآویشنشیرازیبررویبررسیتأثیرعصاره:وهمکاراننژادغلام

 

116 

Johnson, O.O., Ayoola, G.A. and Adenipekun, T. (2013). Antimicrobial activity and the 

chemical composition of the volatile oil blend from Allium sativum (Garlic Clove) and 

Citrus reticulate (Tangeeine Fruit). International Journal of Pharmaceutical Science and 

Drug Research, 5(4): 187-193. 

 

Kamangar, H., Hemmati, R., Yazdinejad, A.R. and Movahedi Fazel, M., 2014. Study on 

antifungal effects of five plant species extracts against Fusarium solani and Rhizoctonia 

solani on bean. Iranian Plant Protection Science, 49: 49-58. 
 

Khalil, A., and Dababneh, B.F.  2007. Inhibition of Phytopathogenic Fungi by Extracts from 

Medicinal Plants in Jordan. Journal of Biological Sciences, 7 (3): 579-581. 

 

Khaledi, N., Taheri, P. and Tarighi, S., 2015. Antifungal activity of various essential oils 

against Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina as major bean pathogens. Journal 

of Applied Microbiology, 118: 704-717. 

 

Livak, K.L., and Schmittgen, T.D. 2001. Analysis of relative gene expression data using 

real-time quantitative PCR and the 2 
-∆∆CT

 Method. Methodes, 25: 402–408. 

 

Martinez, M.C., Crozo, N. and Vilamiel M. 2007. Biological properties of onion and garlic. 

Trend in Food -Science and Technology, 18: 609-625. 

 

Meliss, T.G.S., Sponia, M.S., Terezinha, G.F.M.B., Cardarelli, P. and Therezinha, C.B.T. 

2005.  Studies on antimicrobial activity in vitro of Physalis angulata L. (Solanaceae) 

fraction and physalin B bringing out the importance of assay determination. Mem inst 

Oswaldo Cruz Rio de Janerio, 100 (7): 779 - 82. 

 

Mnayer, D., Sylvie, A., Tixier, F. and Petitcolas, E. 2014. Chemical composition, 

antibacterial and antioxidant activities of six essential oils from the Allium family. 

Molecules, 19: 20034-20053. 

 

Nakhaei, M., Moin-Vaziri, V., Fata, A., Haghighi, A., Iranshahi, M., Abadi, A.R., Sartavi, 

K. and Jaffari, M.R. 2010. Effect of topical exudate and gel of Aloe vera in the course of 

Leishmanial major infection in susceptible Balb/C mice. thnational and the second regional 

congress of Parasitology and parasitic diseases in Iran. physical properties, Journal of 

Physics: Condensed Matter, 18: 35-66. 

 

Nikpour, F., Mohammadi goltapeh, E. and Safaei, N. 2012. The effect of some essential oils 

of medicinal plant for control of Trichoderma disease of mushrooms. M.Sc. Thesis, Tarbiat 

Modares University. 

 
Oxenham, S.K., Svoboda, K.P. and Walters, D.R. 2005. Antifungal Activity of leaf extracts 

and essential Oils of some medicinal plants against Didymella bryoniae.  Journal of 

Phytopathology, 148: 483-7. 

 

http://ascidatabase.com/author.php?author=Amjad&last=Khalil
http://ascidatabase.com/author.php?author=Basem%20F.%20Dababneh&last=


 1318بهار،1هشمار24،جلد(یکشاورزیمجلهعلم)یپزشکاهیگ 

 

 

115 

Pitt, J. I. and Hocking, A. D. 1977. ‘Influence of solute and hydrogen ion concentration on 

the water relations of some xerophilic fungi’, Journal of General Microbiology, 101: 35- 40. 

 
Prusky, D., Mcevoy, J. L., Saftner, R., Conway ,W. S. and Jones, R. 2004. Relationship 

between host acidification and virulence of Penicillium spp. on apple and citrus 

fruit. Phytopathology, 94: 44–51.  

 

Reuveni, R. 1995. Biochemical marker of disease resistance. p. 99–114. In: “Molecular 

Methods in Plant Pathology” (R.P. Singh, U.S. Singh, eds.). Boca Raton, CRC Press, 

Florida, USA. P. 507. 

 

Razaghparast, A., Shams Ghahfarokh, M., Yadegari, M.H. and Razaghi Abyaneh, M. 2009. 

Antifungal effect of aqueous extract of garlic (Sativum allium) in isolation and in 

combination with fluconazole, israconazole and ketoconazole on pathogenic yeasts. Journal 

of Gorgan University of Medical Sciences, 11(1): 49-56.  

 

Shi, C., Dai, Y., Bingle, X., Xu, X., Xie, Y. and Liu, Q. 2001. The purification and spectral 

properties of polyphenol oxidase I from Nicotiana tabacum. Plant Molecular Biology 

Reporter, 19: 381–382. 

 

Sirus, A. and Jamali Zavare, A.H. 2014. Effectiveness of celery leaf extract on the induction 

of resistance against cucumber Powdery Mildew. Plant Pathology, 50(2):151-161. 

 

Taiz, L. and Zeiger, E. 2006. Plant Physiology. Sinauer Associates Inc. Sunderland, 

Massachusetts.USA. P. 690. 3rd edn. 

 

Tripathi, P. and Dubay, N.K. 2004. Exploitation of natural products as an alternative 

sterategy to control postharvest fungal rotting of fruit and vegetables review. Postharvest 

Biology and Technology, 32: 235–245. 

 

Viret, O., Keller, M., Jaudzems, V.G. and Cole, M. 2004. Botrytis cinerea infection of grape 

flowers: light and electron microscopical studies of infection sites. Phytopathology, 94(8): 850-857. 

 

Vogt, T. 2010. Phenylpropanoid biosyntesis. Journal of Molecular Plant, 3: 2-20. 

 

Wijewardane, R.M.N.A. and Guleria, S.P.S. 2009. Combined effect of Pre-cooling, 

application of natural extracts and packaging on the storage quality of Apple (Malus 

domestica) cv. Royal Delicious. Tropical Agricultural Research, 21: 10-20. 

 

Wilkins, K.A., Bancroft, J., Bosch, M., Ings, J., Smirnoff, N. and Franklin-Tong, V.E. 2011. 

Reactive oxygen species and nitric oxide mediate actin reorganization and programmed cell 

death in the self-incompatibility response of Papaver. Plant Physiology, 156: 404–416.  

www. faostat.fao.org, 2015. 

 



 ...هایسیروآویشنشیرازیبررویبررسیتأثیرعصاره:وهمکاراننژادغلام

 

118 

Yaghoubi, S. M. J., Ghorbani, G. R., Rahmani, H. R. and Nikkhah, A. 2007. In vitro 

manipulation of rumen fermentation by propolis flavonoids and monensin. Journal of Dairy 

Science, 90(Suppl. 1):105-106. (Abstract) 

 

Zandi, Sh., Hemmati, R., Rezaee, S. and Movahedi Fazel, M. 2017. Study on the effect of 

some plant essential oils on two fungal causal agents of bean root rot, Fusarium solani and 

Rhizoctonia solani in Zanjan Province. Iranian Journal of Medicinal and Aromatic Plants, 

33(3): 411-422. 

 

 

 

 © 2019 by the authors. Licensee SCU, Ahvaz, Iran. This article is an open 

access article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons 

Attribution-NonCommercial 4.0 International (CC BY-NC 4.0 license) 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/). 

 





 

 







Plant Protection (Scientific Journal of Agriculture), 42(1), Spring, 2019 
 

 

  

10 

Investigation on the effect of garlic and thyme extracts on orange green 

mold (Penicillium digitatum), defense enzymes and genes expression  
 

J. Gholamnezhad
1*

, Sh. Arsalani
2
 and M. Maleki

3
 

 
1. *Corresponding Author: Assisstant professor, Faculty of agriculture and natural resources, 

Ardakan University, Ardakan, Iran (jgholamnezad@ardakan.ac.ir) 

2. M.Sc. Student of Plant pathology, Islamic Azad University of Varamin-Pishva, Varamin, Iran 

3. Assisstant professor, Faculty of department of plant protection, Islamic Azad University of 

Varamin-Pishva, Varamin, Iran 

(DOI): 10.22055/PPR.2019.14495 

Received: 25 September 2018                                     Accepted: 13 Febuary 2019 

Abstract 

Background and Objectives 

The use of chemical pesticides has caused environmental hazards as well as the creation of 

residues on food products. In this research, the extracts of Zataria multiflora Boiss. and 

Garlic (Allium sativum L.) were used for controlling the green mold of orange caused by 

Penicillium digitatum, invitro and invivo        C. 

Materials and Methods 

In this study, the effect of plant extracts against the pathogen was evaluated using two 

methods, included the paper disc and mixing with culture media. Then, the effect of these 

extracts on the fruit was studied against the pathogen. The activity levels of the enzymes 

including peroxidase, catalase and polyphenol oxidase, as well as total phenol content were 

measured. Finally, the expression of catalase, peroxidase and polyphenol oxidase genes was 

evaluated using the Real time PCR method. 

Results  
The results of disc test showed that aqueous and alcoholic extracts of garlic had the highest 

effect on fungal mycelium growth with 60 mg at ml concentration and 32.20 mm and 26.12 

mm diameter of inhibition zone, respectively. The mixing culture test showed that aqueous 

and alcoholic extracts of garlic with 65.25 and 75.26 percent of the inhibitory effect on the 

pathogen, respectively, showed the best control compared to the control in 600 mg at L 

concentration. The results of invivo assays indicated that 6×1000 concentration of aqueous 

and alcoholic garlic and thyme extracts had the lowest of decay area with 5.3 and 3.26 cm
2
, 

respectively (for garlic) and 7.44 and 4.15 cm
2 

for thyme. Results of enzyme activity of 

peroxidase and polyphenol oxidase showed that the highest activity of both enzymes was 9 

days after sampling and in the treatment of 6×1000 garlic extract.  

Discussion 
Based on the results of laboratory and storage tests, the extract of both garlic and thyme are 

introduced as natural constituents with controlled potentials. The genes expression levels of 

enzymes as peroxidase, polyphenol oxidase, and phenylalanine ammonialis had the same 

trend to the activity of two enzymes over a period of 12 days. Based on the results of invivo 

and invitro tests, the extract of garlic and thyme are introduced as natural compounds with 

high controlling potentials.  
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