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  دخيل یهاژن بيان و توليد ميزان روی Alternaria brassicicola بذرزاد قارچ تأثير ارزیابی

 .Thymus vulgaris L در کارواکرول و تيمول بيوسنتز مسير در
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 چکیده
 کارواکرول و تيمول هایترکيب ازجمله فنولی یهامونوترپن از سرشار( .Thymus vulgaris L) باغی آویشن دارویی گياه       

 نوع و ميزان در تغيير همچنين و محصولو کيفيت  يتکمّ کاهش به منجر بذر، سلامت روی تأثير با توانندمی بذرزاد یهاقارچ .است

 و باغی آویشن بذری یهانمونه از بذرزاد یهاقارچ شناسایی و جداسازی ،پژوهش این از هدف شوند. گياهان در ثانویه یهامتابوليت

 برای .است کارواکرول و تيمول هایترکيب بيوسنتز مسير در دخيل یهاژن بيان و توليد ميزان روی بذرها آلودگی تأثير ارزیابی

برداری بر اساس ضوابط انجمن البرز، نمونه استان مزارع از شده آوریجمع باغی آویشن بذری یهانمونه از بذرزاد یهاقارچ شناسایی

 بالا کارآیی با مایع کروماتوگرافی دستگاه از استفاده با کارواکرول و تيمول هایترکيب ميزان .المللی آزمون بذر صورت گرفتبين

 معکوس رونویسی با پليمراز ایزنجيره واکنش روش با CYP180 و TvTPS1، DXR، CYP178 یهاژن بيان بررسی و گيریاندازه

 وتحليلتجزیه شدند. شناسایی Alternaria brassicicola جدایه شش مولکولی و شناختیریخت هایویژگی براساس شد. انجام

 ميزان روی بيشتری اهميتکيتيناز  و زایلاناز با مقایسه در پکتيناز و سلولاز که داد نشان سلولی دیواره مخرب هایآنزیم فعاليت

 و بنيه هایشاخص روی توجهی قابل طوربه A. brassicicola قارچ به بذر آلودگی دارند. هاجدایه تهاجم قدرت و زاییبيماری

  قارچی یهاجدایه تهاجمی قدرت و زاییبيماری ميزان که داد نشان پژوهش این هاییافته .گذار بودتأثير بذر زنیجوانه

A. brassicicola از حاصل یهاگياهچه در تواندمی سلولی خارج هایآنزیم توليد ازجمله مختلفی هایسازوکار طریق از 

 در و کارواکرول و تيمول هایترکيب رمزکننده مختلف یهاژن بيان سطح در تغيير باعث مختلف یهاجدایه با بذری تيمارهایپيش

 انباشت و توليد ميزان (Ab3 و Ab1، Ab6، Ab2 یهاجدایه) کاهش یا و (Ab5 و Ab4 یهاجدایه) افزایش موجب نتيجه

 از A. brassicicola بذرزاد قارچ شناسایی مورد در گزارش اولين این شود. باغی آویشن یهاگياهچه در فنولی یهامونوترپن

 و تيمول بيوسنتز مسير در دخيل یهاژن بيان و توليد ميزان روی بذرها آلودگی نقش و ایران در باغی آویشن بذری یهانمونه

 .است کارواکرول
 

 .فنولی یهامونوترپن بذر، سلامت زایی،بيماری بذرزاد، ،آویشن کلیدی: هایواژه
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 مقدمه

 گياهی ،L vulgaris Thymus. علمی نام با باغی آویشن
 بومی و (Lamiaceae) نعناعيان تيره از چندساله و دارویی
 (.al et Lebaschi,. 2018) است مدیترانه شرقی نواحی
 ازجمله ثانویه یهامتابوليت از سرشار باغی آویشن اسانس
و  بوده لينانول و کارواکرول سيمن،-پارا ترپينن،-گاما تيمول،

 دارای اکسيدانیآنتی و ضدباکتریایی ضدقارچی، خواص دليلبه
 (.al et Pavela,. 2018) باشندمی زیادی اقتصادی ارزش

 هستند ها()ترپن ترپنوئيدها گروه از آویشن ثانویه یهامتابوليت
 اند.شده تشکيل ایزوپرن نام به ایکربنه پنج هایترکيب از که
 مستقل بيوسنتزی مسير دو از ترپنوئيدها گياهان در طورکلی،به
 مسير شاملو  باشندمی فسفات دی ایزوپنتيل توليد مسئول که
2-C- متيل-D- برای پلاستيدها در فسفات -4 اریتریتول 

 موالونيک مسير و هاتتراترپن و هاترپندی ،هامونوترپن توليد
 و ترپنتری ها،ترپنسزکوئی توليد برای سيتوسول در اسيد
 (.al et Aharoni,. 2006) شوندمی توليد ،هستند هاترپنپلی

 یندهایافر در مهمی هاینقش گياهان در ترپنوئيدها
al et Malmierca,. ) دارند اکولوژیک و عملکردی ساختاری،

 هاییترکيب هامونوترپن (.al et Leeder,. 2011؛ 2015
 با گياه کنشبرهم در که هستند ارفرّ و دوستچربی رنگ،بی

 مقاومت و افشانگرده عوامل جذب و هاميکروارگانيسم سایر
 موجب توانندمی و داشته نقش محيطی هایتنش برابر در

 زابيماری عوامل و خوارانگياه مقابل در گياهان محافظت
 یهامتابوليت نوع گياهان در (.al et Maroufi,. 2017) شوند
 توليد ميزان اما است ژنتيکی عوامل کنترل تحت توليدی ثانویه

 دما، آب، ازجمله محيطی عوامل از متأثر آنها عملکرد و
 دارد قرار نور موج طول و شدت روز، طول خاک، کيفيت

(2011 Scannerini, & Maffei 2010؛ .,al et Novak.) 
 ثانویه یهامتابوليت اصلی اجزای از کارواکرول و تيمول

  مسير طریق از وهستند  باغی آویشن ویژهبه نعناعيان تيره
2-C- متيل-D- توليد پلاستيدها در فسفات -4 اریتریتول 

 گروه در هاترکيب این (.al et Mondak,. 2020) شوندمی
 شيميایی ساختار نظر از و گيرندمی قرار فنولی مونوترپن

 گروه سه دارای و بوده فنول متيل-2 -ایزوپروپيل-5 صورتبه

 فرمول با هيدروکسيل گروه یک و بنزن حلقه یک متيل،
 فقط و اندشبيه هم به بسيار کههستند  O14H10C شيميایی
et Kaeidi ) است متفاوت آنها در هيدروکسيل گروه جایگاه

2020 .,al.) یهاژن بيان ميزان بين بالایی بسيار همبستگی 
 هایبترکي ميزان با هاترپنسزکوئی و هامونوترپن سنتزکننده

 دارد وجود گياهان ثانویه یهامتابوليت در کارواکرول و تيمول
(2017 .,al et oMorshedlo.) دارای کارواکرول و تيمول 

 باکتریایی و قارچی ضد هایفعاليت و اکسيدانیآنتی خاصيت
 در تغيير طریق از هاترکيب این .(al et Ramak., 2013)هستند 

 اکسيداسيون ،هاقارچ شناسیریخت و سلولی غشای ینفوذپذیر
 در اختلال موجب سلولی دیواره تجزیه و هاپروتئين و هاچربی

al et Ramak,. ) شوندمی حياتی هایفعاليت و سلول عملکرد

 (.al et Soylu,. 2007؛ al et Höferl,. 2009؛ 2015
 مهار موجب کارواکرول و تيمول ویژهبه ترپنوئيدی هایترکيب

Fusarium  و spp Alternaria. یهاقارچ ميسليومی رشد

.spp 2021) شوندمی .,al et Shcherbakova ؛ Saghrouchni

2021 .,al et.) 
 کشاورزی در هانهاده مهمترین از یکی عنوانبه بذر
 دستيابی و ژنتيکی صفات انتقال در مهمی نقشو  بوده پایدار

 دارد. گياهی ژنوتيپ کيفی و یکمّ عملکرد واقعیقابليت  به
 عامل با آلترناریایی برگیلکه و سوختگی بيماری

Wiltshire (Schwein.) brassicicola Alternaria، یکی 
 بوشب تيره گياهان و آویشن قارچی هایبيماری مهمترین از
 کاهش موجب کهاست  بذرزاد صورتبه کلم ویژهبه

 شودمی گياهچه سوختگی و پژمردگی بذر، نکروز ،زنیجوانه
(2019 .,al et Nowakowska 2014؛ .,al et Khare.) 

 در نفوذ برای تخصصی ساختاری spp Alternaria. قارچ
 ساختار توسط مستقيم طوربه اما ندارد، گياهی هایسلول
 از یا و اپيدرمی هایسلول دیواره در آپرسوریوم هيف ویژه

 کندمی نفوذ ميزبان در هازخم یا طبيعی منافذ طریق
(2007 .,al et Boedo.) برای گياهی زاییبيماری عوامل 

 در فيزیکی دفاعی لایه اولين عنوانبه سلولی دیواره بر غلبه
 ترشح و توليد طریق از و اندیافته تکامل ميزبان گياهان

 تریناصلی عنوانبه سلولی دیواره مخرب هایآنزیم
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 آلودگی ایجاد و توسعه نفوذ، به قادر زاییبيماری فاکتورهای
,Underwood ؛ ,Taheri 2019) باشندمی گياهی بافت در

 قدرت و زاییبيماری ميزان (.al et Cho,. 2009؛ 2012
 است متفاوت spp Alternaria. مختلف یهاجدایه تهاجم

(2021 .,al et Khaledi 2019؛ .,al et Ramezani ؛
2013 .,al et Sharma.) در یمهم عاملی تهاجم، قدرت 

 توانایی دهندهنشان که است زابيماری عوامل سازگاری
 در ميزبان روی بيماریعلائم  ظهور در آنها احتمالی

 است بيماری گيریهمه ایجاد و ممکن زمان ترینکوتاه
(2008 Arenal,-García & Sacristan.) انجام مطالعات 

  و .alternata A.، burnsii A یهاقارچ مورد در شده
tenuissima A. هایآنزیم بين مستقيمی رابطه که داد نشان 

 هاقارچ این زاییبيماری ميزان و سلولی دیواره مخرب
 (.,Taheri 2019؛ al et Khaledi,. 2021) دارد وجود
 سلولی دیواره مخرب هایآنزیم فعاليت و توليد کاهش
 زاییبيماری و تهاجم قدرت کاهش با بيمارگرها از حاصل

et Voigt ؛ al et Noda,. 2010) دارد مستقيمی ارتباط آنها

2005 .,al.) سلولی خارج هایآنزیم ارزیابی و سنجش 
 مفيدی روش عنوانبه تواندمی بيمارگرها توسط شده ترشح
 گيرد قرار استفاده مورد زاییبيماری توان ارزیابیبرای 

(2017 .,al et Khaledi 2011؛ .,al et Gibson.) 
 مورد در ما اطلاعات ،آویشن اقتصادی اهميت وجود با

 ایران در گياه این بذرزاد یهاقارچ از ناشی هایبيماری
 آنها تأثيرمورد  در ایمطالعه تاکنون و است محدود بسيار

 باغی آویشن یهاژن بيان و ثانویه یهامتابوليت روی بر
 شناسایی الف( ،پژوهش این از هدف است.انجام نشده 

 ارزیابی ب( ،آویشن بذری یهانمونه در بذرزاد یهاقارچ
 در دخيل یهاژن برخی بيان تغيير ميزان روی آنها تأثير
 همچنين ج( و کارواکرول و تيمول توليد پلاستيدی مسير

 و تهاجم قدرت ،زاییبيماری ميزان بين ارتباط ارزیابی
 توسط شده ترشح سلولی دیواره مخرب هایآنزیم فعاليت
 در ثانویه یهامتابوليت توليد ميزان با قارچی یهاجدایه

 .باشدمی باغی آویشن

 هاروش و مواد

 بردارینمونه

 رسيدگی از پس 1399 زراعی سال طی در بردارینمونه
 استان در آویشن بذری نمونه سه از برداشت وبذرها  کامل
 المللیبين انجمن دستورالعمل براساس کرج( )شهرستان البرز

 هایپاکت در مشخصات ثبت همراه و شد انجام بذر آزمون
 و ثبت تحقيقات سسهمؤ بذر سلامت آزمایشگاه به کاغذی
 گردید. منتقل نهال و بذر گواهی

 

 قارچی یهاجدایه سازیخالص و جداسازی

 ضدعفونی از پس ،قارچی یهاجدایه جداسازیبرای 
 کلر %1 )حاوی سدیم هيپوکلریت شده رقيق محلول بابذرها 
 با مرتبه سه نهایت در و ورغوطه دقيقه یک مدت به فعال(

بذرها  شدنخشک  از پس شدند. شستشو سترون مقطر آب
 پتری هایتشتک سطح دربذرها  سترون، صافی کاغذ روی

 زمينیسيب عمومی کشت محيط حاوی متر(سانتی 9 قطر )به
 درجه 25±2 دمای با رشد اتاقک در و کشت آگار دکستروز

 جداسازی هاجدایه ترتيب بدین و ندگرفت قرار گرادسانتی
 و ریسه نوک روش از استفاده با قارچی یهاجدایه .شدند
 %2 آگار آب کشت محيط روی کردن اسپور تک

 (.,Simmons 2007) شدند سازیخالص
 

 هاجدایه مولکولی و شناختیریخت شناسایی

 یهاجدایه ،شناختیریخت شناساییبرای 
 کشت محيط حاوی پتری هایتشتک به شده سازیخالص

 درجه 22-25 دمای در و منتقل آگار هویج زمينیسيب
  متناوب نوری دوره با فلورسنت نور تحت گرادسانتی

 پس و نگهداری روشنایی ساعت 8 و تاریکی ساعت 16
 براساس هاجدایه شناسایی .شدند بررسی روز هفت از

 کليد و ميکروسکوپی ،شناختیریخت خصوصيات
 تأیيد برای (.,Simmons 2007)شد  انجام معتبر شناسایی

 از شناختیریخت مشخصات براساس شدهشناسایی گونه
:brassicicola A. ( ’5 Forward گونه اختصاصی آغازگر
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’3 G GTT GCT TCT GCA GCA TCA ACC و 
 GAC GCT GAT ATG TTT GGC 5’ Reverse:

’3 G CTT) شد استفاده (2014 .,al et Singh.) 
 وتحليلتجزیه انجام وسيلهبه آغازگر بودن اختصاصی
BLAST در NCBI برای  گرفت. قرار تأیيد مورد
Genomic  کيت از قارچ یهاجدایه از DNA استخراج

kit isolation DNA شرکت ساخت Biotech Pishgam 
 و استفاده سازنده شرکت دستورالعمل به توجه با ایران

 با آميزیرنگ از استفاده با DNA یباندها ردیابی
بعد  و (Green ®SYBR) سایبرگرین فلورسنت

Gel  دستگاه از استفاده با ژل از برداریعکس

Documentation مدل  Bio Flash Gene Syngene

)USA( مثبت کنترل شامل آزمایش هر شد. انجام (DNA 
 واکنش )یک منفی هایکنترل و شده(شناخته جدایه یک

PCR بدون DNA) .بود 
 

 بنیه و زنیجوانه هایشاخص ارزیابی

 انجمن دستورالعمل براساس استاندارد زنیجوانه آزمون
Testing Seed International ) بذر آزمون المللیبين

ISTA Association;) تعداد منظور این برای شد. انجام 
 بذری هاینمونه از بذر( عدد 100 با تکرار )چهار بذر 400

 در واتمن صافی کاغذ روی و انتخاب تصادفی صورتبه
 رطوبت با رشد اتاقک به و شده داده قرار دیش پتری داخل
 با گرادسانتی درجه 15-25 دمای تناوب در و %90 نسبی
 منتقل تاریکی ساعت 10 و روشنایی ساعت 14 نوری دوره
 ميانگين روز، 15 از پس (.al et Nasiri,. 2016) شدند

 یا مترميلی دو حداقل چهریشه )خروج زنیجوانه درصد
 یهاگياهچه درصد ميانگين زنی(،جوانه معيار عنوانبه بيشتر
 ميانگين بيمار(، و یافته شکل )تغيير غيرعادی و عادی
 خشک وزن و تر وزن ميانگين چه،ریشه و چهساقه ارتفاع

 درجه 75 در ساعت 48 مدت به آون در دادن قرار )با
 بنيه وزنی و طولی شاخص همچنين و (گرادسانتی
 شد. گيریاندازه

 بذرها تیمار روش

 از شده شناسایی قارچی یهاجدایه بابذرها  تيماربرای 
 استفاده (2020) همکاران و Koch توسط شده داده شرح روش

 محلول توسط تيمار از قبلبذرها  منظور این برای شد.
 شده سطحی ضدعفونی دقيقه سه مدت به %5 سدیم هيپوکلریت

 سوسپانسيون شدند. شستشو بار سه استریل مقطر آب بابعد  و
 1 510 غلظت در .brassicicola A قارچ یهاجدایه اسپور
 آب با سریالی ترقّ سری روش از استفاده با ليترميلی در اسپور
 به قارچ اسپورهای چسبيدن بهتر برای شد. تهيه استریل مقطر
 چسباننده عنوان به سلولز متيل کربوکسی %1 مقداربذرها  سطح

 از نهایت در و شد اضافه قارچ اسپور سوسپانسيون به
 بذر عدد 100 هر در ليترميلی 50 نسبت به مذکور سوسپانسيون

 دور 128 سرعت با شيکر روی و ارلن داخل در و شده مخلوط
 تيمار بذرهای سپس گرفت. قرار دقيقه 10 مدت به دقيقه در

 لامينار هود زیر در و گرفتند قرار سترون کاغذهای روی شده
 به اسپورها آغشتگی ميزان ارزیابیبرای  شدند. خشک فلو

 جدایه هر از شده تيمار بذر عدد 5 تصادفی دادن قرار بابذرها 
 از استفاده بابعد  و 20 تویين حاوی مقطر آب ليترميلی 10 در

 هموسيتومتر لام روی شمارش و سریالی ترقّ سری روش
برای  شد. محاسبه بذر سطح روی اسپور ميزان متوسط طوربه

 بذر، سطح روی قارچ اسپورهای مانیزنده ميزان گيریاندازه
 کشت محيط روی و برداشته را سوسپانسيون از ميکروليتر 100
 از پس و داده قرار گرادسانتی درجه 25±1 دمای در آگار-آب
 شدند شمارش زده جوانه یاسپورها تعداد ساعت 24

(2008 ,et al. Harman.) 
 

 کارواکرول و تیمول هایترکیب میزان سنجش

 برگی، 14 تا 12 مرحله در هفته 8 حدود گذشت از پس
 مختلف تيمارهایبذر  از حاصل آویشن هایگياهچه هوایی اندام

 اتاق، دمای و سایه در کردنخشک و شستشو از پس ،جداسازی
 و تيمول هایترکيب استخراجبرای  .شد خرد آسياب از استفاده با

 همکاران و Ghaedi توسط شده داده شرح روش از کارواکرول
 گياهی پودر از گرم 10 به منظور این برای شد. استفاده (2015)
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 دستگاه توسط ساعت 2 مدتبه و اضافه متانول ليترميلی 100
 ميزان شناسایی و تفکيکبرای  .شد گيریعصاره اولتراسونيک

 با مایع کروماتوگرافی دستگاه از کارواکرول و تيمول هایترکيب
Vis-UV  دتکتور به مجهز آلمان Knauer مدل بالا کارآیی

Spectrophotometer 18 ستون باC (100Nucleosil  )دارای 
 مترميلی 4 قطر و مترميلی 250 طول ميکرومتر، 5 ذرات اندازه

 و استونيتریل و آب شامل استفاده مورد متحرک فاز شد. استفاده
 درجه 30 دمای در دقيقه در ليترميلی 1 جریان سرعت
 تيمول هایترکيب بود. نانومتر 280 موج طول با گرادسانتی

(9-83-89 Number: CAS) کارواکرول و ( Number: CAS

 تهيهبرای  و خریداری آلدریچ سيگما شرکت از (2-75-499
 استفاده با سپس گرفتند. قرار استفاده مورد استاندارد هایمنحنی

 هاترکيب این ازیک  هر ميزان استاندارد منحنی خطیرابطه  از
 وزن حسب بر عصاره در کارواکرول و تيمول درصد شد. تعيين

 ماده گرم بر گرمميلی صورتبه خشک ماده گرم یک در عصاره
 .گردید محاسبه خشک

 

 هاجدایه تهاجم قدرت سنجش و زاییبیماری هایآزمون

 از ترکيبی آزمایش، این در استفاده مورد کشت بستر
برای  بود. 2:1:2 حجمی نسبت با کوکوپيت و پرليت ماس،پيت

 هر فاقد که آویشن بذر نمونه ،هاجدایه زاییبيماری ارزیابی
 گواهی و ثبت تحقيقات سسهؤم از بود طبيعی آلودگی گونه
  )قطر پلاستيکی گلدان هر در سپس شد. تهيه نهال و بذر

 در و کشت تيمار هر از شده تيمار بذر عدد 10 متر(سانتی 15
  نوری دوره با گرادسانتی درجه 25±2 دمایی شرایط

 از پس گرفتند. قرار تاریکی ساعت 8 و روشنایی ساعت 16
 روی هاجدایه زاییبيماری شدت آلودگی، مئعلا ظهور

 مقياس از استفاده با برگیلکه ميزان نسبت براساس گياهچه،
 بين =2 ،%10 از کمتر =1 برگی،لکهعلائم  بدون =0) 5-0

 ،%75 تا %51 بين =4 ،%50 تا %26 بين =3 ،%25 تا 11%
 شد بندیدرجه برگی(لکهعلائم  %76 از بيش =5
(2019 .,al et Nowakowska) با زاییبيماری شاخص و 

 .شد محاسبه زیر فرمول

درصد شاخص بيماری = 

 
 

0n: 1 آلودگی، 0 درجه با هاگياهچه تعدادn: هاگياهچه تعداد 

 آلودگی؛ 2 درجه با هاگياهچه تعداد :2n آلودگی، 1 درجه با

3n: 4 آلودگی؛ 3 درجه با هاگياهچه تعدادn: هاگياهچه تعداد 

 آلودگی؛ 5 درجه با هاگياهچه تعداد :5n آلودگی؛ 4 درجه با

N: هاگياهچه کل تعداد 
 

  قارچی یهاجدایه تهاجم قدرت ميزان همچنين
 توسط شدهداده شرح روش از استفاده با گياهچه روی

Taheri (2019) هاجدایه تهاجم قدرت ميزان .شد بررسی 
 ظهور از پس بيماری مئعلا ظهور زمان مدت براساس
 بار هر در تکرار چهار دارای تيمار هر شد. تعيين هاگياهچه

 شد. تکرار بار دو آزمایش و بود آزمایش انجام
 

 سلولی دیواره مخرب هایآنزیم فعالیت سنجش روش

 هاجدایه توسط شدهترشح

 و پکتيناز زایلاناز، سلولاز، هایآنزیم استخراج برای
 محيط از ترتيببه قارچی یهاجدایه توسط کيتيناز
 جو زایلان ،سلولز متيل کربوکسی حاوی مایع هایکشت
al et Khaledi,. ) کلوئيدی کيتين و پرتقال پکتين ،دوسر

 فعاليت ميزان و استفاده (Peberdy, & Ulhoa 1992؛ 2017
 544 و 540 ،540 ،550 هایموج طول در ترتيببه هاآنزیم

 مایع کشت محيط شامل منفی شاهد .شد بررسی نانومتر
 یهاجدایه ازیک  هر همراهبه شده ذکر هایترکيب بدون

 سلولی، دیواره مخرب هایآنزیم فعاليت ميزان بود. قارچی
 آنزیم فعاليت ميزان شد. ارزیابی تلقيح از پس ساعت 24

 با گلوکز مختلف هایغلظت در جذب براساس سلولاز
 واحد یک و شد گيریاندازه نيتروساليسيليکدی اسيد معرف
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 ميکرومول 1/0 که آنزیمی مقدار عنوانبه سلولاز فعاليت از
 کند،می توليد هيدروليز واکنش طی دقيقه هر در را گلوکز
 مقدار صورتبه زایلاناز فعاليت از واحد یک .شد تعيين

 تحت دقيقه هر در را زایلوز ميکرومول یک که آنزیمی
 گيریاندازه کند،می آزاد گرادسانتی درجه 25 دمایی شرایط

  اسيد کاهش ميزان براساس پکتيناز فعاليت ميزان .شد
D-اسيد سنجیرنگ روش از استفاده با گالاکترونيک 

 فعاليت از واحد یک و شده گيریاندازه نيتروساليسيليکدی
 اسيد ميکرومول یک که آنزیمی مقدار عنوانبه پکتيناز

 آزاد دیواره هایپکتين از دقيقه هر در را گالاکترونيک
  از واحد یک همچنين .شد گرفته نظر در کند،می

  ميکرومول یک که آنزیمی مقدار عنوانبه کيتيناز فعاليت
 کند،می آزاد ساعت هر در را گلوکزآمين استيل-ان

al et Zhao,. ؛ al et Ortega,. 2013) شد گيریاندازه

 هر برای آزمایش (.Peberdy, & Ulhoa 1992؛ 2013
 شد. تکرار بار دو آزمایش و داشت تکرار چهار آنزیم

 

 ایزنجیره واکنش انجام و cDNA سنتز ،RNA استخراج

 معکوس رونویسی با پلیمراز

 آویشان  یهاا گياهچه هوایی اندام بافت از RNA استخراج
 معارف  از اساتفاده  باا  هفته 6 گذشت از پس برگی 4 مرحله در

 دسااتورالعمل براساااس (Aldrich ,®Reagent TRI) تریاازول
 شدهاستخراج RNA سلامت و غلظت شد. انجام سازنده شرکت

 اساپکتروفتومتری  ناانودراب  دساتگاه  از اساتفاده  باا  ترتياب به
( Thermo Spectophotometer, ;2000 NanoDrop

USA Wilmington, Scientific,) ژل روی باار بااارگيری و 
 از پااس RNA مختلااف مقااادیر .شااد بررساای %1 آگااارز

 باا  ميکروليتار  در ناانوگرم  110 غلظات  به همگی گيری،اندازه
 ساازی یکساان  DEPC با شده تيمار آب مناسب مقادیر افزودن
بارای   مختلاف،  هاای RNA غلظت سازیهمسان از پس شدند.

 هر شده استخراج RNA از ميکروليتر 10 ابتدا ،cDNA ساخت
 باه  18oligo(dT) عمومی پرایمر ميکروليتر 1 با جداگانه را تيمار
 C°65 دمای در دقيقه 10 مدتبه وکرده  اضافه 2/0 هایتيوب

 ميکروليتار  4 یخ، روی به هاتيوپ انتقال از پس شدند. داده قرار
,Transcriptase Reverse MuLV-M ( Cinnagen آناازیم

Iran،) 2 رونوشاات بااافر ميکروليتاار RT (X5،) 1 ميکروليتاار 
dNTP، 1 مهارکننده ميکروليتر RNase دیاونيزه  آب درنهایت و 
 هاتيوپ به ميکروليتر 25 نهایی حجم تا (free RNase) استریل
 دماای  در دقيقه 80 مدت به cDNA ساخت واکنش شد. اضافه

C°42 حاذف بارای   واکنشپایان  در شد. انجام ترموسایکلر در 
 حااذف و Transcriptase Reverse MuLV-M آناازیم اثاار

 دقيقاه  10 مادت به هاتيوب ترتيببه RNA اضافی هایآلودگی
 A RNase آنزیم ميکروليتر 1بعد  و گرفته قرار C°70 دمای در

 از شادند.  نگهاداری  C°37 دمای در دقيقه 20 مدتبه و افزوده
 بيوسانتز  مساير  در دخيال  یهاژن بيان اختصاصی آغازگرهای

et Majdi ) شاد  اساتفاده  بااغی  آویشن در کارواکرول و تيمول

2017 ,.al.) مرحلااه شااامل هاااژن ایاان تکثياار واکاانش 
  سااپس ،C°94 دمااای در ایدقيقااه 3 اوليااه سااازیواسرشاات

 مرحلاه  ،C°94 در ثانياه  30 واسرشات  مرحلاه  در چرخه 40
 مرحلااه و (1 جاادول) مختلااف دماهااای در ثانيااه 30 اتصااال

 نهاایی  گسترش مرحله نهایت در و C°72 در ثانيه 45 گسترش
 بياان  ميازان  بررسی برای بود. C°72 دمای در دقيقه 5 مدت به

 مقادار  شااهد،  نمونه با مقایسه در شده تيمار یهانمونه در هاژن
 آگاارز  ژل روی بار  هاژن ازیک  هر PCR محصول از مساوی

 از هاا ژن بياان  مقایسه شد. بارگذاری جداگانه صورتهب 5/1%
 از پاس  بانادها،  شادت  روی از و PCR-RT یکمّا  نيمه روش
 J Image افازار نارم  از اساتفاده  باا  اکتاين  ژن باا  کاردن  نرمال

(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html) بااااه تباااادیل و 
 از حاصال  بانادهای  گردیاد.  ارزیاابی  عاددی  و یکمّ هایداده
 value Gray ميازان  از اساتفاده  باا  اکتاين  و نظار  مورد هایژن

 در value Gray ميازان  براساس هالکه تمامی شدند. امتيازدهی
 کاه  صاورت  این به شد. استاندارد افزارنرم توسط اکتين ژن باند

 یهاا ژن از یاک  هار  باند در موجود value Gray ميزان نسبت
 دسات ب اکتاين  باناد  در موجود value Gray ميزان به نظر مورد
Office Microsoft  افازار نارم  در حاصال  اعداد نمودار و آمد

2013 Excel گردید. رسم 

http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html


 

 

 

 

 کارواکرول و تیمول بیوسنتز مسیر در دخیل هایژن بیان سنجش در استفاده مورد آغازگرهای توالی -1جدول 
Table 1. Primers sequences used to measure the expression of genes involved in the thymol and carvacrol biosynthesis pathway 

Gene Forward primer sequences (5′→3′) Reverse primer sequences (5′→3′) 
Product size 

(bp) 
Annealing 

)Cºtemperature ( 

TvTPS1 (Gamaterpenin) AGGATCCAAAGGCTAGAGGC CACGTCCCCTCTCTTCAGC 733 50 

DXR (Methyl erythritol phosphate) GCCTTTTGTCCTTCCTCTTGC TCCGCTCGATGCTTGTCGC 689 56 

CYP178 (Thymol) TGGCCTTTGGAAGCGTCG TCAGGCTCATTCCAATAGAGG 674 58 

CYP180 (Carvacrol) GGTAAACTGGCGGACTTGGT CGAACGGGATTAACTCGAAA 699 60 

Actin (Reference gene) AGCAACTGGGATGATATGGAG CTTGGGGTTAAGAGGAGCC 111 55 
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 آماری وتحلیلتجزیه

 هایآزمایش از حاصل هایداده آماریتحليل وتجزیه
 قالب رد لگاریتمی تبدیل با هاداده سازینرمال از پس مختلف

 افزارنرم از استفاده با تکرار چهار با تصادفی کاملاً طرح
(9.2 version) SAS آزمون با هاميانگين مقایسه شد. انجام 

ی برا .گردید ارزیابی P>0.05 سطح در دارمعنی تفاوت حداقل
 Excel Office Microsoft 2013افزارنرم از نمودارها رسم

 .شد استفاده
 

 نتایج
 شش مجموع در شناسیریخت مشاهدات براساس

 جداسازی البرز استان در آویشن بذری یهانمونه از جدایه
 این سپس بودند. Alternaria جنس به متعلق که شدند
 مولکولی و شناختیریخت هایویژگی براساس هاجدایه

 آغازگرهای و شناسایی کليدهای از استفاده با ترتيببه

 براساس گونه تشخيص شدند. شناسایی اختصاصی
 Simmons (2007) توسط شده ذکر کليدی هایویژگی
 به مایل تيره ایقهوه رنگ به قارچ یهاپرگنه .شد انجام
 سطح دارای و تيره ایقهوه رنگ به هاکنيدیوم .هستند سياه

 حداکثر و عرضی بند 7 تا 3 دارای شکل، ایاستوانه صاف،
 30-38 × 10-13 ابعاد به و نوک فاقد طولی، بند 2

 زیتونی، ایقهوه به رنگ کنيدیوم بودند. ميکرومتر
 20-60 × 4-6 ابعاد به و منشعب یا و ساده ایزنجيره

 هایبررسی براساس بودند. شده تشکيل ميکرومتر
  به متعلق شده جداسازی جدایه شش شناسیریخت

brassicicola A. آغازگرهای از استفاده با که بودند 
 این (.1 )شکل ندشد تأیيد مولکولی روش به اختصاصی

 ایران در آویشن بذرزاد قارچ عنوانبه بار اولين برای گونه
  .شودمی گزارش و جداسازی

 

 
 هاینمونهاز  Alternaria brassicicola ی قارچهاجدایه( c( و شناسایی مولکولی )bو  aها )شناختی کنیدیومهای ریختویژگی -1شکل 

 میکرومتر( 20خط مقیاس= ( ).Thymus vulgaris L) بذری آویشن
Figure 1. Morphological characteristics of conidia (a, b) and molecular identification (c) of Alternaria brassicicola 

fungal isolates from thyme (Thymus vulgaris L.) seed samples (Scale bars= 20 μm) 
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 بذری نمونه در قارچی آلودگی هيچگونه پژوهش این در
 قارچی یهاجدایه فراوانی نظر از .نشد مشاهده (2) کرج

 نمونه در بررسی، مورد بذری یهانمونه از شده جداسازی
  قارچی جدایه 4 و 2 ترتيببه (3) کرج و (1) کرج بذری

brassicicola A. درصد نتایج شد. شناسایی و جداسازی 
 زنیجوانه آزمون در کرج آویشن بذری یهانمونه زنیجوانه

 از هانمونه دربذرها  زنیجوانه درصد که داد نشان استاندارد
 درصد ميانگين (.2 )جدول بود متغير %50/96 تا 25/73

 هانمونه در بيمار وداده  شکل تغيير غيرعادی یهاگياهچه
 یهاگياهچه شد. %00/1 و %75/1 از کمتر ترتيببه

 نتایج شد. مشاهده (2) کرج بذری نمونه در فقط غيرعادی

 شاخص که داد نشان زنیجوانه استاندارد آزمون از حاصل
 تا 52/187 از بنيه طولی شاخص ازجمله گياهچه بنيه
 بود متغير 51/2 تا 95/0 از بنيه وزنی شاخص و 56/342

 ،بررسی مورد مختلف بذری یهانمونه ميان در (.2 )جدول
 مورد بنيه و زنیجوانه هایشاخص در داریمعنی اختلاف
 تا 7/10 از چهساقه طول ميانگين شد. مشاهده ارزیابی

 2/19 تا 9/14 از چهریشه طول و مترسانتی 3/16
 تا 187/0 از گياهچه تر وزن همچنين بود. متغير مترسانتی
 متغير گرم 013/0 تا 026/0 از خشک وزن و گرم 257/0
 (.2 )جدول بود

 

 (.Thymus vulgaris L) های بذری آویشنزنی در نمونههای بنیه و جوانهمقایسه میانگین شاخص -2جدول 
Table 2. Means comparison of vigor and germination indices in thyme (Thymus vulgaris L.) seed samples 

Seed samples GP (%) DS (%) SD (%) SL (mm) RL (mm) FW (g) DW (g) SLVI SWVI 

Karaj (1) 86.50 b* 0.75 b 0.50 ab 148 b 183 b 0.221 b 0.021 b 286.31 b 1.82 b 

Karaj (2) 96.50 a 0 c 0 b 163 a 192 a 0.257 a 0.026 a 342.56 a 2.51 a 

Karaj (3) 73.25 c 1.75 a 1.00 a 107 c 149 c 0.187 c 0.013 c 187.52 c 0.95 c 

LSD (0.05) 1.75 0.65 0.92 5.89 4.94 0.003 0.002 8.37 0.15 

Abbreviations- GP: germination percentage, DS: percentage of deformed seedlings, SD: percentage of diseased seedlings, SL: plumule length, RL: radicle 

length, FW: seedling fresh weight, DW: seedling dry weight, SLVI: seedling longitudinal vigor index, and SWVI: seedling weight vigor index. 

*In each column, different letters indicate significant differences according to the least significant difference (LSD) test at 5% probability level. 

 
 زاییبيماری بررسی از آمده دستب هایداده مقایسه

 در گياهچه روی .brassicicola A مختلف یهاجدایه
  یهاجدایه تمامی است. شده ارائه 3 جدول

brassicicola A. روی زاییبيماری به قادر شده شناسایی 
 که داد نشان زاییبيماری آزمون بودند. آویشن یهاگياهچه
 تا %7/12±9/0 از هاجدایه برای بيماری شاخص

 کمترین و بيشترینکه  طوریبه بود. متغير 3/1±7/62%
 1Ab یهاجدایه به مربوط ترتيببه زاییبيماری شاخص

 )جداسازی 4Ab و ((3) کرج بذری نمونه از شده )جداسازی
 یهاجدایه تهاجم قدرت بود. ((1) کرج بذری نمونه از شده

brassicicola A. نتایج (.3 )جدول بود متفاوت مطالعه مورد 
 بيشترین که داد نشان هاگياهچه روی تهاجم قدرت آزمون

 اولين که بود 1Ab جدایه به مربوط تهاجم قدرت ميزان
 هاگياهچه ظهور از پس ساعت 84 را بيماری مئعلا
 ظاهر ساقه و برگ روی نکروزی کوچک هایلکه صورتبه

 4Ab جدایه به مربوط تهاجم قدرت کمترین همچنين .کردند
 هاگياهچه ظهور از پس ساعت 174 بيماری مئعلا کهاست 

 هایآنزیم فعاليت بررسی (.3 )جدول شد مشاهده
  یهاجدایه توسط شده ترشح سلولی دیواره کنندهتجزیه

brassicicola A. توليد به قادر هاجدایه تمامی که داد نشان 
 عنوانبه کيتيناز و پکتيناز زایلاناز، سلولاز، هایآنزیم
 بودند. سلولی دیواره هيدروليزکننده هایآنزیم تریناصلی

 زایلاناز، سلولاز، فعاليت سطح حداکثر متوسط طوربه
 بررسی مورد یهاجدایه از بسياری در کيتيناز و پکتيناز
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 در کشت از پس ساعت 72 و 144 ،96 ،72 در ترتيببه
 بيشتر که زمانی در (.3 )جدول شد مشاهده مایع محيط
 سطح دادند، نشان را آنزیمی فعاليت سطح حداکثر هاجدایه
  یهاجدایه ميان در سلولی خارج هایآنزیم فعاليت

brassicicola A. 1 169 تا 142 از سلولاز برای-g.mlμ، 
 تا 2555 از پکتيناز ،g.mlμ-1 260 تا 206 از زایلاناز
3332 1-g.mlμ 1 3/8 تا 7/5 از کيتيناز و-g.mlμ  شددیده 

 مورد سلولی خارج هایآنزیم فعاليت بيشترین (.3 )جدول

 فعاليت ميزان کمترین .است 1Ab جدایه به مربوط بررسی
 به مربوط شده ارزیابی زایلاناز و کيتيناز هایآنزیم
 بذری نمونه از شده )جداسازی 5Ab و 4Ab یهاجدایه
 نشد. مشاهده آنها ميان یدارمعنی تفاوت که بوده ((3) کرج

 زایلاناز آنزیم فعاليت ميزان در یدارمعنی تفاوت همچنين
 کرج بذری نمونه از شده )جداسازی 2Ab یهاجدایه توسط

 ((3) کرج بذری نمونه از شده )جداسازی 3Ab و ((1)
 (.3 )جدول نشد مشاهده

 

 Alternaria brassicicolaی مختلفهاجدایههای ترشح شده توسط زایی، قدرت تهاجم و حداکثر فعالیت آنزیمبیماری -3جدول 
Table 3. Pathogenicity, aggressiveness, and maximum enzymes activity secreted by different isolates of Alternaria 

brassicicola 

Aggressiveness 

(hpes) 

Disease index 

(%) 

 (1-µg.mL) 
Maximum enzyme activity (μg.mL-1) Seed 

sample 

Isolate 

code Chitinase 

(hpc 72) 

Pectinase 

(hpc 144) 

Xylanase 

(hpc 96) 

Cellulase 

(hpc 72) 

84 62.7 ± 1.3 a 8.3 ± 0.3 a 3332 ± 1.1 a 260 ± 3.5 a 169 ± 1.0* a** Karaj (3) Ab1 

108 35.5 ± 1.2 c 8.0 ± 0.3 a 2790 ± 0.6 c 223 ± 1.1  c 159 ± 1.5 c Karaj (3) Ab2 

138 24.7 ± 1.2 d 7.7 ± 0.3 a 2708 ± 2.3 d 219 ± 0.6 c 155 ± 0.6 d Karaj (3) Ab3 

 198 12.7 ± 0.9 f 5.7 ± 0.3 b 2555 ± 3.2 f 206 ± 0.6  d 142 ± 1.1 f Karaj (1) Ab4 

174 18.2 ± 0.9 e 6.3 ± 0.6 b 2579 ± 3.5 e 208 ± 1.5 d 148 ± 2.1 e Karaj (3) Ab5 

126 50.2 ± 1.3 b 8.0 ± 0.6 a 3025 ± 1.7 b 250 ± 2.3 b 165 ± 0.6 b Karaj (1) Ab6 

- 2.98 1.33 7.2 5.9 3.91 LSD (0.05) 

Abbreviations- hpc: hours post inoculation, hpes: hours after emergence of seedlings (incidence of disease symptoms according to time). 
*Standard error, **In each column, different letters indicate significant differences according to the least significant difference (LSD) test at 5% 
probability level (The experiment was repeated two times with similar results). 

 

 و تيمول هایترکيب ميزان مقایسه از حاصل نتایج
 آویشن بذری یهانمونه از حاصل یهاگياهچه از کارواکرول

 و تيمول یهامتابوليت توليد ميزان در که داد نشان
 ميزان .(2 شکل) دارد وجود یدارمعنی تفاوت کارواکرول

 ماده گرم بر گرمميلی 4/53 تا 3/39 از تيمول ترکيب
 گرم بر گرمميلی 7/7 تا 4/5 از کارواکرول ترکيب و خشک

 ميزان از بالاتری سطح کلی، طوربه است. رمتغي خشک ماده

 یهاگياهچه در کارواکرول و تيمول یهامتابوليت توليد
 فاقد ((2) کرج بذری )نمونه شاهدبذرهای  از حاصل
 بذری تيمارهای از حاصل یهاگياهچه به نسبت آلودگی
 هایترکيب ميزان شد. مشاهده قارچی هایآلودگی دارای
 (2) کرج بذری نمونه از آمده بدست کارواکرول و تيمول

 بذری یهانمونه بقيه با مقایسه در آلودگی گونه هر فاقد
 (.2 )شکل بود بيشتر آلودگی دارای عهمطال مورد
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 استان البرز( .Thymus vulgaris L)های بذری آویشن های حاصل از نمونهمیزان تیمول و کارواکرول در گیاهچه -2شکل 

Figure 2. The amount of thymol and carvacrol in seedlings obtained from thyme (Thymus vulgaris L.) seed 

samples of Alborz province 

 

 در کااارواکرول و تيمااول هااایترکيااب توليااد مياازان
 باا  آویشان باذر   هاای تيمارپايش  از حاصال  یهاگياهچه
 بررسی شده جداسازی .brassicicola A قارچ یهاجدایه

 شده گيریاندازه کارواکرول و تيمول هایترکيب ميزان .شد
 آلااودگی فاقااد شاااهد نمونااه از حاصاال یهاااگياهچاه  در
 خشاک  مااده  گارم  بار  گارم ميلای  8/7 و 5/59 ترتيببه

 کاارواکرول  و تيماول  هاای ترکيب ميزان بينالبته  .باشدمی
 هاای تيمارپيش از حاصل یهاگياهچه در شده گيریاندازه
 وجاود  یدارمعنی تفاوت شاهد با مقایسه در مختلف بذری
 ميازان  از بالاتری سطح آمده،بدست نتایج به توجه با دارد.

 از حاصال  یهاگياهچه در کارواکرول و تيمول هایترکيب
 با مقایسه در 5Ab و 4Ab یهاجدایه بابذر  هایتيمارپيش

 در هاااترکيااب ایاان مياازان امااا شااد، گيااریاناادازه شاااهد
 ،3Ab یهاا جدایه با بذر تيمارپيش از حاصلهای گياهچه

2Ab، 6Ab 1 وAb تریپایين سطح در شاهد با مقایسه در 
 و تيماول  هاای ترکيب ميزان که داد نشان نتایج داشت. قرار

 جدایاه  با بذری تيمار از حاصل یهاگياهچه در کارواکرول

4Ab خشاک  ماده گرم بر گرمميلی 3/8 و 1/62 ترتيببه 
 5Ab جدایاه  باا  باذری  تيمار از حاصل یهاگياهچه در و
 باود.  خشاک  ماده گرم بر گرمميلی 1/8 و 8/60 ترتيببه
 در کاارواکرول  و تيماول  هاای ترکياب  ميازان  ،کلی طوربه

 و 4Ab یهاجدایه با بذر تيمارپيش از حاصل یهاگياهچه
5Ab و آلاودگی  فاقاد  شااهد  باذری  تيماار  با مقایسه در 

 باود.  بالاتر هاجدایه سایر با آلودگی تحت بذری تيمارهای
 یهاا گياهچاه  در تيماول  ترکياب  ميزان که داد نشان نتایج

 در 5Ab و 4Ab یهاا جدایاه  باا  بذر تيمارپيش از حاصل
 و افزایش %1/2 و %4/4 ميزان به ترتيببه شاهد با مقایسه
 %3 و %9/5 ميازان  به ترتيببه نيز کارواکرول ترکيب ميزان

 از حاصال  یهاا گياهچاه  در (.3 )شاکل  بود یافته افزایش
 از تيماول  ترکياب  ميازان  مختلاف  باذری  هاای تيمارپيش

 %3/8 تاا  %7/5 از کارواکرول ترکيب و %1/62 تا 5/43%
 ميازان  در تفاوت که داد نشان پژوهش این نتایج بود. متغير

 .brassicicola A یهاا جدایه تهاجم قدرت و زاییبيماری
 سالولی  دیاواره  هيدروليزکنناده  هاای آنزیم توليد طریق از
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 در کارواکرول و تيمول هایترکيب ميزان در تفاوت موجب
 مختلاف  هاای جدایاه  باا  تيمارشاده باذرهای   هایگياهچه

 تولياد  سطح ميزان و نوع رسدمی نظر بهرو، ازاین شود.می
 .اسات  ثرؤما  هاا ترکياب  این توليد ميزان روی هاآنزیم این

 در کااارواکرول و تيمااول هااایمتابولياات مياازان بيشااترین
 که 4Ab جدایه با تيمارشدهبذرهای  از حاصل یهاگياهچه

 باود،  تهااجم  قادرت  و زایای بيمااری  ميزان کمترین دارای
 در هاا ترکياب  ایان  ميازان  کمتارین  همچناين  شد. مشاهده
 که 1Ab جدایه با تيمارشدهبذرهای  از حاصل یهاگياهچه
 با مقایسه در را تهاجم قدرت و زاییبيماری ميزان بيشترین

 شااهد  با مقایسه در شد. گيریاندازه داشتند، هاجدایه سایر
 و تيمااول هااایمتابولياات مياازان کمتاارین آلااودگی فاقااد

 باا  باذری  تيمارپيش از حاصل یهاگياهچه در کارواکرول
 در ترتياب به آن از پس و بود شده گيریاندازه 1Ab جدایه

 ،6Ab یهاا جدایاه  باا  باذری  تيمار از حاصل یهاگياهچه
2Ab 3 وAb .کاارواکرول  و تيمول هایترکيب ميزان بودند 

 1Ab جدایه با تيمارشدهبذرهای  از حاصل هایگياهچه در
 و %27 ميازان  به ترتيببه آلودگی فاقد شاهد با مقایسه در
 اعماال  کاه  داد نشاان  نتاایج  (.3 )شاکل  بود کمتر 8/26%

 قااارچ مختلااف ایجدایااه بااابااذر  هااایتيمارپاايش
brassicicola A. هایترکيب توليد ميزان در تغيير موجب 

 شاود مای  شااهد  تيماار  باا  مقایسه در کارواکرول و تيمول
 (.3 )شکل

  

 
های مختلف با جدایه( .Thymus vulgaris Lآویشن ) بذریهای تیمارپیشهای حاصل از میزان تیمول و کارواکرول در گیاهچه -3شکل 

Alternaria brassicicola  
Figure 3. The amount of thymol and carvacrol in seedlings obtained from thyme (Thymus vulgaris L) seed pre-

treatments with different isolates of Alternaria brassicicola  

Isolates Ab1, Ab2, Ab3, and Ab5 from seed sample of Karaj (3) and isolates Ab4 and Ab6 isolated from seed sample of Karaj (1) 

 

 مشاهدات شدنیکمّ از حاصل هایداده وتحليلتجزیه
 بيان در داریمعنی تفاوت که داد نشان معکوس رونویسی

 ژن عنوانبه 180CYP و 1TvTPS، DXR، 178CYP یهاژن

 گياهان بين کارواکرول و تيمول هایترکيب توليد مسير در دخيل
  (.4 )شکل داشت وجود بذری مختلف تيمارهای

 

g
e

d

a b

f

c

g e d a b f c

0

10

20

30

40

50

60

70

Ab1 Ab2 Ab3 Ab4 Ab5 Ab6 Control

L
ev

el
 o

f 
co

m
p

o
u

n
d

s 
(m

g
. 
g

-1
D

W
)

Seed treatments infected by different isolates of Alternaria 
brassicicola 

Thymol Carvacrol



 13   1، شماره 38تحقيقات گياهان دارویی و معطر ایران، جلد  فصلنامه

 
)کارواکرول( و اکتین در  CYP180 ،)تیمول( CYP178)متیل اریتریتول فسفات(،  DXRترپینن(، -)گاما TvTPS1های بیان ژن -4شکل 

 RT-PCR (a )با استفاده از روش ( .Thymus vulgaris Lآویشن )تیمارهای مختلف بذری پیشهای حاصل از گیاهچه
Figure 4. Expression of TvTPS1 (γ-terpinene), DXR (methyl erythritol phosphate), CYP178 (thymol), CYP180 

(carvacrol), and actin genes in seedlings obtained from different seed pre-treatments using RT-PCR method (a) 

Intensities of the obtained bands (b) was quantified using Image J software. 
Isolates Ab1, Ab2, Ab3, and Ab5 from seed sample of Karaj (3) and isolates Ab4 and Ab6 isolated from seed sample of Karaj (1) Columns with 

different letters indicate significant differences at 5% probability level according to Kruskal–Wallis followed by Mann–Whitney comparison tests. 
 

 

های دخيل در نتایج حاصل از بررسی سطح بيان ژن
های های تيمول و کارواکرول در گياهچهمسير توليد ترکيب

 های قارچ تيمارهای بذر آویشن با جدایهحاصل از پيش
A. brassicicola های مورد مطالعه در نشان داد که ژن

تيمار بذر بيان شده است. های حاصل از پيشمی گياهچهتما

ها نشان داد که تغيير وتحليل بيان ژننتایج حاصل از تجزیه
های حاصل از ها در گياهچهدر سطح بيان این ژن

تيمارهای بذری مختلف در مقایسه با شاهد فاقد پيش
آلودگی وجود دارد. با توجه به نتایج، در تيمارهایی که 

ها بالاتر بود، سطح بالاتری از بيان این ین ترکيبميزان ا
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ها مشاهده شد و بعکس. البته سطح بيان ژن اکتين ژن
تيمارهای بذری مختلف عنوان کنترل داخلی در پيشبه

(. شدت باندها از نظر بصری پس از 4تفاوت نداشت )شکل 
های دخيل در مسير کمّی شدن نشان داد که سطح بيان ژن

های حاصل های تيمول و کارواکرول در گياهچهتوليد ترکيب
در مقایسه با  5Abو  4Abهای تيمار بذر با جدایهاز پيش

تيمار بذری شاهد فاقد آلودگی و تيمارهای بذری تحت 
(. همچنين 4ها بالاتر بود )شکل آلودگی با سایر جدایه

 3Abو  1Ab ،6Ab ،2Abهای تيمار بذری با جدایهپيش
( و 4های مورد بررسی )شکل موجب کاهش سطح بيان ژن

گيری ( اندازه3های تيمول و کارواکرول )شکل ميزان ترکيب
شود. نتایج نشان شده در مقایسه با شاهد فاقد آلودگی می

 های قارچ داد که تيمارهای بذر آویشن با جدایه
A. brassicicola ها و ميزان موجب تغيير در سطح بيان ژن

 شوند.ها میهای تيمول و کارواکرول در گياهچهيبترک

 
 بحث
 به باغی آویشنبذرهای  آلودگی نقش پژوهش، این در
 یهاژن برخی بيان و توليد ميزان روی بذرزاد یهاقارچ
 و تيمول یهامتابوليت توليد پلاستيدی مسير در دخيل

 و نوع شناسایی از حاصل نتایج شد. بررسی کارواکرول
 بذرزاد یهاقارچ به آویشن بذری یهانمونه آلودگی ميزان

 قارچ جدایه شش مجموع در که داد نشان پژوهش این در
brassicicola A. البرز استان در آویشن بذری هایتوده از 

 شناسایی مولکولی و شناختیریخت هایویژگی براساس
  قارچ شناسایی مورد در گزارش اولين این شدند.

brassicicola A. بذری یهانمونه در بذرزاد قارچ عنوانبه 
 و Ishak گزارش با مشاهدات این است. ایران در آویشن

 عنوانبه قارچ این د.دار مطابقت مصر در (2020) همکاران
 و Noorani توسط ایران در کلزا بذرزاد بيماری عامل

 است. شده گزارش (2008) همکاران
 ميان در که داد نشان استاندارد زنیجوانه آزمون نتایج

 در داریمعنی اختلاف بررسی مورد بذری یهانمونه

 ميانگين زنی،جوانه درصد ازجمله زنیجوانه هایشاخص
 وزن چه،ریشه و چهساقه طول غيرعادی، یهاگياهچه درصد

 یهانمونه آنکه به توجه با دارد. وجود گياهچه خشک و تر
 تفاوت رسدمی نظر به هستند مشابه ژنتيکی نظر از بذری

 به مربوط زنیجوانه و بنيه هایشاخص در شده مشاهده
است  .brassicicola A بذرزاد یهاجدایه بهبذرها  آلودگی

 زنیجوانه و بنيه هایشاخص روی توجهی قابل طوربه که
 وبذرها  سلامت کاهش موجب و گذاشته تأثير بذر

 هایشاخص که کردند گزارش محققان .شودمی هاگياهچه
 یهاقارچ بهبذرها  آلودگی افزایش با زنیجوانه و بنيه

 با که (al et Turner,. 2020) یابدمی کاهش بذرزاد
 که داد نشان نتایج دارد. مطابقت پژوهش این مشاهدات

 در زابيماری بذرزاد یهاقارچ فراوانی ميزان هرچه
 شکل تغيير یهاگياهچه تعداد باشد بيشتر بذری یهانمونه
 وجود یابد.می افزایش توجهی قابل طوربه بيمار و یافته

 ضعيف دهندهنشان بيمار و یافته شکل تغيير یهاگياهچه
 باشند، تریقوی بنيه دارای که بذرهایی .است بذر بنيه بودن

 و دارند زنده غير و زنده هایتنش تحمل در بالایی توانایی
 یهاگياهچه قادرند زنی،جوانه از بالایی درصد داشتن ضمن
 که دهدمی نشان متعدد هایگزارش .کنند توليد عادی و قوی

 گياهان در بذرزاد یهاقارچ از ناشی هایآلودگی افزایش با
 یابدمی کاهش زنیجوانه و بنيه هایشاخص مختلف

(2014 .,al et Suthar 2011؛ Pant, ؛ .,al et Hashem

  دارد. مطابقت ما مشاهدات با که (2010
 مختلف یهاجدایه زاییبيماری بررسی از حاصل نتایج

brassicicola A. جداسازی یهاجدایه تمامی که داد نشان 
 تهاجم قدرت و زاییبيماری ميزان و بوده زابيماری شده

 شدهگزارش نتایج با مشابه پژوهش این نتایج دارند. متفاوتی
 با .brassicicola A کنشبرهم در محققان سایر توسط

al et Pramila,. ) هندی خردل ازجمله مختلف گياهان

 .است (al et Nowakowska,. 2019) کاملينا و (2014
 سلولز، شامل گياهان سلولی دیواره ساکاریدهایپلی

 یهاقارچ (.al et Zhao,. 2013)هستند  پکتين و سلولزهمی
 را هاییآنزیم سلولی، دیواره در نفوذبرای  گياهی زایبيماری
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 سلولی دیواره پليمرهای تخریب توانایی که کنندمی توليد
  نکروتروف قارچ دارند. را پکتين و زایلان سلولز، ازجمله

brassicicola A. ازجمله سلولی دیواره مخرب هایآنزیم به 
 گسترش و نفوذ مراحلزمان  در زایلاناز و سلولاز پکتيناز،

 تخصصی نفوذ ساختارهای فاقد زیرا ،دارد نياز ميزبان در
 فعاليت ميزان بررسی مدت طول در (.Cho, 2015)هستند 

 که شد مشاهده پژوهش این در ،سلولی خارج هایآنزیم
 مختلف یهاجدایه برای آنزیم هر فعاليت ميزان حداکثر

بيشتر  برای فعاليت این اوج به رسيدن زمان ولی متفاوت،
 هایآنزیم فعاليت ميزان و نوع بين رابطه بود. مشابه هاجدایه
 هاجدایه تهاجم و زاییبيماری ميزان و سلولی دیواره مخرب

 فعاليت از بالاتری سطح که ییهاجدایه اما نيست ساده
 ميزان دادندمی نشان را سلولاز و پکتيناز هایآنزیم

 هاجدایه دیگر از ترتهاجمی و بوده بيشتر آنها زاییبيماری
 و سلولی دیواره مخرب هایآنزیم فعاليت مقایسه با بودند.

 و کيتيناز هایآنزیم که رسدمی نظرهب هاجدایه زاییبيماری
 در هاجدایه زاییبيماری ميزان روی کمتری تأثير زایلاناز
 گزارش محققان .دارند سلولاز و پکتيناز هایآنزیم با مقایسه
 قارچ زاییبيماری در سلولاز و پکتيناز هایآنزیم که کردند

brassicicola A. پژوهش این نتایج با که دارند مهمی نقش 
al et Srivastava,. ؛ al et Deep,. 2014) دارد مطابقت

 .(al et Cho,. 2009؛ 2012
 و تيمول هایترکيب ميزان بررسی از حاصل نتایج

 مورد بذری یهانمونه از حاصل یهاگياهچه در کارواکرول
 قارچ به طبيعی هایآلودگی ميزان هرچه که داد نشان بررسی
 باشد، بيشتر بذری یهانمونه در .brassicicola A بذرزاد
 .است رکمت شده ردیابی فنولی یهامونوترپن این ميزان

 نه کارواکرول و تيمول ویژهبه ثانویه هایمتابوليت بيوسنتز
 به توجه با بلکه ندارد قرار ژنتيکی عوامل تأثير تحت تنها

 کندمی تغيير غيرزنده و زنده هایتنش و محيطی شرایط
(2010 .,al et Crocoll.) از مختلف هایتنش و هامحرک 

 باعث فيتوآلکسين تجمع و دفاعی هایپاسخ القای طریق
 شوندمی گياهان در ثانویه یهامتابوليت انباشت و بيوسنتز

(2013 Sharifi, & Bahabadi Esmaeilzadeh.) هاتنش 

 بيوسنتز مسير در دخيل یهاژن از برخی بيان افزایش سبب
 (.sKanelli & Pateraki, 1020) شوندمی ترپنوئيدها

 هایترکيب ویژهبه ثانویه یهامتابوليت توليد ميزان گياهان
 را خود بقای تا دهندمی افزایش تنش شرایط تحترا  ترپنی

al et Bettaieb,. ؛ al et Rebey,. 2012)کنند  تضمين

 اکسيداسيون از جلوگيری رسدمی نظر بهبنابراین  (.2009
 گياهان در ثانویه هایمتابوليت توليد افزایش علت سلولی
  (.al et Mirzaei,. 2017) است تنش شرایط تحت

 بابذرها  آلودگی که داد نشان فيتوشيمی از حاصل نتایج
 داریمعنی اثر .brassicicola A قارچ مختلف یهاجدایه
 ،داشت مطالعه مورد یهاژن بيان و توليد ميزان روی

 ميزان با قارچ یهاجدایه بابذرها  تيمار که طوریبه
 ميزان افزایش موجب کمتر تهاجمی قدرت و زاییبيماری

 و تيمول فنولی یهامونوترپن یهاژن بيان و توليد
 بررسی مورد یهاجدایه سایر با مقایسه در کارواکرول

 تهاجمی قدرت و زاییبيماری ميزان به توجه با شود.می
 که شد مشاهده .brassicicola A قارچ مختلف یهاجدایه
 با مقایسه در بذری مختلف تيمارهای در تيمول ترکيب ميزان
 باشد. داشته افزایش %4/4 تا کاهش %27 از تواندمی شاهد

 از تواندمی کارواکرول ترکيب ميزان که حاليست در این
 که داد نشان نتایج .یابد افزایش %9/5 تاو  کاهش 8/26%

 .brassicicola A قارچ مختلف یهاجدایه با تيمار اعمال
 فنولی مونوترپنی ترکيب دو هر توليد ميزان در تغيير موجب
 کلی، طوربه شود.می شاهد با مقایسه در کارواکرول و تيمول
  هایجدایه تهاجم قدرت و زاییبيماری ميزان در تفاوت

brassicicola A. و هاژن بيان القای سطح تفاوت موجب 
 هایگياهچه در کارواکرول و تيمولهای ترکيب توليد ميزان

 بيان ميزان شود.می شده تيمارپيشبذرهای  از حاصل
 تيمول یهامونوترپن توليد پلاستيدی مسير در دخيل یهاژن
 کندمی تغيير مختلف هایمحرک ثيرأت تحت کارواکرول و
(2017 .,al et Majdi.) هایتنش اعمال باغی آویشن در 

 در دخيل یهاژن بيان و توليد ميزان افزایش سبب مختلف
 شودمی سيمنپی و ترپينن-گاما کارواکرول، تيمول، توليد

(2020 .,al et Mondak 2017؛ .,al et Habibi ؛ Eguchi
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2016 .,al et.) ژن DXR و تيمول یهامونوترپن بيوسنتز در 
 بيان در تغيير و دارد نقش باغی آویشن گياه در کارواکرول

 تأثيرگذار هامونوترپن این توليد مقدار بر تواندمی ژن این
  (.al et Mirzaei,. 2017؛ al et Hosseini,. 2018) باشد

 کليدی یهاژن از یکی عنوانبه 450P سيتوکروم ژن
Mohammadi & ) دارد شنق هامونوترپن سنتز در کهاست 

2020 Tohidfar,.) توليد مادهپيش عنوانبه ترپينن-گاما 
  آنزیم توسط آویشن گياه در کارواکرول و تيمول

 سيتوکروم هایآنزیم کمک با و توليد سنتتاز ننيترپ-گاما
450P 178 یهاژن بيان ویژهبه مونوکسيژنازD71CYP و 
180D71CYP و تيمول به مستقيم طوربه گل و برگ در 

 سيمنپی همچنين و نهایی هایترکيب عنوانبه کارواکرول
al et Majdi,. ) شودمی تبدیل جانبی محصول عنوانبه

2017.) Majdi که کردند گزارش (2017) همکاران و 
 ترپنوئيدها توليد مسير به مربوط یهاژن بيان ميزان بيشترین

 ترتيببه مختلف هایمحرک به پاسخ در آویشن گياه در
 .است هاسيتوکروم و DXR، 1TvTPS یهاژن به مربوط

Mondak هایتنش که کردند گزارش (2020) همکاران و 
 178D71CYP یهاژن بيان ميزان در تغيير موجب زنده غير

 همچنين و مختلف هایمحرک شود.می 180D71CYP و
 یهاژن بيان و توليد ميزان تغيير موجب غيرزنده هایتنش

Majdi ) باغی آویشن گياهان در ترپنوئيدها مسير در دخيل

2017 .,al et،) تابستانه مرزه (2017 .,al et Ghobadi،) 
 خوزستانی مرزه و (al et Majdi,. 2015) گاوی بابونه

(2015 .,al et Ramak) شود.می 
 برخی فعاليت و بيان ميزان بين مثبتی همبستگیالبته، 

 توليد ميزان با مونوکسيژناز 450P سيتوکروم هایآنزیم
 است شده مشاهده هامونوترپن دیگر و کارواکرول و تيمول

(2015 .,al et Ramak.) کارواکرول و تيمول ميزان افزایش 
 تهاجم قدرت با قارچی بيمارگرهای با همواجه هنگام در

 برای سازگاری و دفاعی پاسخ نوعی نتيجه تواندمی کمتر
 هایسلول باشد. قارچی بيمارگرهای مخرب آثار با مقابله
 قارچی بيمارگرهای معرض در طولانی مدت به وقتی گياهی

 کمک با کنندمی سعی گيرند،می قرار کمتر تهاجم قدرت با

 شرایط با را خود مونوکسيژناز 450P سيتوکروم هایآنزیم
 شدهگزارش نتایج با مشابه پژوهش این نتایج .کنند سازگار
-بندهفت علف کنشبرهم در محققان سایر توسط

oxysporum Fusarium (2019 .,al et Samad،) سویا - 
pachyrhizi Phakopsora (2020 .,al et Parmezan،) 

digitatum Penicillium ( .,al et Rodríguez -پرتقال

Chrysoporthe  - اکاليپتوس همچنين و (2014

austroafricana (2015 .,al et Visser) .است 
 .brassicicola A بذرزاد قارچ که داد نشان مطالعه این
 نتيجه در و زنیجوانه و بنيه هایشاخص کاهش باعث
 شود.می باغی آویشن یهاگياهچه و بذر سلامت و کيفيت

 سلولی دیواره مخرب هایآنزیم ميزان و نوع بين همچنين،
 شرایط در .brassicicola A یهاجدایه شده ترشح

 یهاجدایه تهاجم قدرت و زاییبيماری ميزان و آزمایشگاهی
 نظر بهبنابراین  دارد. وجود ارتباط هاگياهچه روی قارچ

 توليد و هاژن بيان ميزان در تغيير علت رسدمی
 از حاصل باغی آویشن یهاگياهچه در فنولی یهامونوترپن

 نقش دليلبه تواندمی قارچ مختلف یهاجدایه بابذرها  تيمار
 با همچنين باشد. دفاعیسازوکار  در کارواکرول و تيمول
 با کارواکرول و تيمول توليد و بيان ميزان تغيير به توجه
  یهاجدایه تهاجم قدرت و زاییبيماری ميزان

brassicicola A.، این ثيرأتسازوکار  گرددمی پيشنهاد 
 توليد در دخيل مسيرهای روی قارچی زایبيماری عوامل

 نتيجه در .شود بررسی باغی آویشن در ثانویه یهامتابوليت
 در ثانویه یهامتابوليت بيوسنتز مسيرهای مطالعه و شناخت
 زایبيماری عوامل به دفاعی هایپاسخ نحوه و گياهان
 ميزان و نوع مورد در را مناسبی اطلاعات تواندمی قارچی

 هایتنش ثيرأت تحت گياهان در توليدی ثانویه یهامتابوليت
 دهد. قرار گياهی زایبيماری عوامل ویژهبه زنده

 
 سپاسگزاری
 و ثبت تحقيقات سسهؤممسئولان محترم  ازنویسندگان 

 با) پژوهش این از مالی حمایت برای نهال و بذر گواهی
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Abstract 
    Thyme (Thymus vulgaris L.) is rich in phenolic monoterpenes such as thymol and carvacrol. 

Seed-borne fungi can reduce the quality and quantity of crop and also change the amount and 

type of secondary metabolites in plants by affecting seed health. The aim of this study was to 

isolate and identify the seed-borne fungi from thyme seed samples and to evaluate the effects of 

seeds infection on the production and expression of genes involved in the biosynthesis pathway 

of thymol and carvacrol compounds. To identify seed-borne fungi of thyme seed samples 

collected from fields of Alborz province, sampling was done according to the criteria of the 

International Seed Testing Association (ISTA). The amount of thymol and carvacrol compounds 

was measured using high performance liquid chromatography (HPLC) and the expression of 

TvTPS1, DXR, CYP178, and CYP180 genes was assayed by reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR). Six Alternaria brassicicola isolates were identified based on 

morphological and molecular characteristics. Analysis of cell wall degrading enzymes activity 

revealed that cellulase and pectinase were more important than xylanase and chitinase on the 

pathogenicity and aggressiveness of isolates. Seeds infection by A. brassicicola significantly 

affected vigor and seed germination indices. The findings of this study showed that the 

pathogenicity and aggressiveness of A. brassicicola fungal isolates can change the expression 

level of different genes encoding thymol and carvacrol compounds in seedlings obtained from 

seed pretreatments with different isolates through different mechanisms including production of 

extracellular enzymes resulted in increasing (isolates Ab4 and Ab5) and/or decreasing (isolates 

Ab1, Ab6, Ab2, and Ab3) the production and accumulation of phenolic monoterpenes in thyme 

seedlings. This is the first report on the identification of seed-borne fungus A. brassicicola from 

thyme seed samples in Iran and also the role of seeds infection on the production and expression 

of genes involved in the thymol and carvacrol biosynthesis pathway. 
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