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Extended Abstract 

Background: Soybean (Glycine max L.) holds a crucial position as one of the most significant 
and strategic agricultural products globally. This plant serves a vital purpose in fulfilling human 
nutritional demands by providing vegetable proteins and edible oils, while also finding extensive 
use across multiple industries. However, soybean production consistently faces considerable 
challenges. One of the most serious threats to soybean yields is charcoal rot disease, caused by 
the fungus Macrophomina phaseolina. Losses attributed to this disease can be substantial; in 
certain instances, the disease has been known to reduce soybean yields by as much as 50%. 
Managing this disease has involved various strategies, including the implementation of optimal 
cultivation techniques, seed treatment with fungicides, and the application of biological control 
methods. However, the results obtained have usually been limited or short-term and have failed 
to permanently solve the problem. Therefore, one of the essential and key strategies for effectively 
managing charcoal rot disease is to focus on strengthening the genetic resistance of the host. This 
strategy not only provides an opportunity to reduce economic losses but also ensures the 
sustainability of soybean production. This research has been designed and implemented with the 
overall objective of identifying resistant soybean cultivars, analyzing the key mechanisms of plant 
resistance, and evaluating the enzymatic activity associated with this resistance. 
Methods: Initially, soybean plants showing symptoms of charcoal rot were collected from 
different fields in Mazandaran Province. The fungal pathogen was then isolated, purified, and 
identified using both molecular and morphological methods. In the subsequent phase of the study, 
six commercial soybean cultivars were selected, cultivated, and evaluated to identify resistant and 
susceptible varieties. Once the seedlings reached the six-leaf stage, they were inoculated with the 
fungus, and the severity of pathogenicity was assessed 2 weeks later. The selected resistant and 
susceptible cultivars were re-planted and treated with a suspension of M. phaseolina fungal spores 
at the six-leaf stage. Samples were collected at various time points post-inoculation (0, 24, 48, 72, 
96, and 144 hours)., Then, the activities of the enzymes catalase (CAT), peroxidase (POX), and 
ascorbate peroxidase (APX) were evaluated in prepared plant extracts. 
Results: Based on the characteristics of fungal and molecular clones (ITS4/5), the causative 
isolate was identified as M. phaseolina. Screening results among six soybean cultivars revealed 
that cultivars JK and Sahar exhibited the lowest and the highest levels of contamination, 
respectively. Consequently, these cultivars were identified as the most resistant and the most 
sensitive, respectively. The analysis of variance revealed significant differences in the activity 
levels of the CAT, POX, and APX enzymes across all sources. The analysis of CAT activity 
showed that the activity level of this enzyme increased gradually in JK and Sahar cultivars, in 
intervals of 24, 48, and 72 hours after fungal contamination. However, the amount of CAT activity 
at the peak time in the resistant cultivar JK was about 1.63 times higher than that of the sensitive 
cultivar Sahar at the same time. The activity of POX also increased in response to fungal 
contamination in both studied cultivars, namely JK and Sahar. The peak activity of POX was 
observed in the resistant cultivar JK at 96 hours after infection, which was 5.47 times the activity 
compared to zero time. On the other hand, the sensitive cultivar Sahar showed its highest activity 
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level at 144 hours after contamination, which is 2.85 times the initial level recorded at zero time. 
The activity of the APX enzyme increased continuously in the resistant cultivar JK 72 hours after 
being infected with the fungus and then underwent a decrease. The highest level of APX activity 
in cultivar JK was measured at 72 hours, which was approximately 2.38 times the control level. 
In the sensitive cultivar Sahar, the activity of this enzyme increased gradually after infection and 
reached its maximum level at 144 hours after infection, showing an increase of 1.47 times the 
initial amount recorded at zero time. 
Conclusion: The results indicate differences in the performance of antioxidant enzymes between 
resistant and susceptible cultivars, reflecting varying plant responses to stress caused by the 
pathogenic fungus. Based on the analyses and findings, the JK cultivar, which exhibits higher 
activities of CAT, APX, and POX enzymes, has demonstrated superior performance to other 
soybean genotypes under the conditions of charcoal rot disease; this suggests a greater tolerance 
of the JK cultivar to the disease. Since no cultivars have been identified as completely resistant 
to this disease so far, it is possible to identify genotypes that excel in this area by evaluating the 
activity levels of their enzyme systems and defense mechanisms against the disease. These 
genotypes can then be recommended as tolerant cultivars for cultivation in infected areas. 
 
Keywords: Charcoal rot, Disease severity, Resistant cultivar 
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 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري

 

 مقاله پژوهشی 
 

  حساس   رقم مقاوم و و ارزیابی ارقام مختلف سویا و بررسی تغییرات بیوشیمیاییشناسایی 
 Macrophomina phaseolinaها در تعامل با قارچ آن
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 99 تا  88صفحه: 

 
 چکیده مبسوط 
از مهمبه  (.Glycine max L) سویا  مقدمه و هدف:  این گیاه   .دارد  ایژهیوه  یگااججهان  سطح  محصولات کشاورزی در  ترین  راهبردی  وترین  عنوان یکی 

دارد.  ای کاربردهای گسترده نیز مختلف عایصنر د کهلب داردهای خوراکی های گیاهی و روغنپروتئینمانند  ساننا تأمین نیازهای غذایی  نقش اساسی در  تنهاهن
بیماری دهد،  شدت تحت تأثیر قرار میسویا را به  یدول ت  کهی  جدی  هاچالشیکی از    .هایی مواجه بوده استمحدودیته با  موارل همحصو  نیا حال، تولید  با این

در برخی   .توجه باشندقابل   اریانند بسوتمیاین بیماری    زا  شیانخسارات   .ودشمی   یجادا    Macrophomina phaseolinaقارچ  توسط    که  ستپوسیدگی ذغالی ا 
  ی گوناگونی هاتلاش  نو تاکن  ، بیماری  نای تدیریمی  ا بر  .ستا   شدهدرصد در مزارع سویا    50تا  کاهش عملکرد    باعث  که این بیماری ستا شده ش  گزار  رد ا مو از  
از  بهره  جملهاز   ت ک  هنیبه  یاهروشگیری  قارچ  هاربذ  ماریشت،  کنت  هاکشبا  حانت  ل، احاینبا   .دانفتهرگ  راقر  شیامآز  مورد  بیولوژیکی  لرو    لاا و عمم  صلهایج 

 ، بیماری پوسیدگی ذغالی راهبردهای ضروری و کلیدی برای مدیریت مؤثر  از    کیی  ین، ا برابن .کنندل  حرا    مشکل  داریطور پاهند با وانستهتنو  اند  مدت بودهکوتاه
آورد، بلکه پایداری تولید سویا را نیز تضمین تنها امکان کاهش خسارات اقتصادی را فراهم میاین استراتژی نه .استتقویت مقاومت ژنتیکی میزبان    بر  رکز مت

مقاومت  این پژوهش با هدف جامع شناسایی ارقام مقاوم سویا، تحلیل دقیق سازوکارهای کلیدی مقاومت گیاه و ارزیابی فعالیت آنزیمی مرتبط با این   .کندمی
 است.  طراحی و اجرا شده

سپس قارچ عامل بیماری   .غالی از مزارع مختلف سویا در استان مازندران انجام شدذ برداری از گیاهان دارای علائم پوسیدگی  ، نمونهابتدا:  هاروش  مواد و
برای پیدا کردن   شش رقم تجاری سویا ، در مرحله بعدی پژوهش  .های مولکولی و مورفولوژیکی شناسایی شدسازی گردید و از طریق روشجداسازی و خالص

بررسی    پس از دو هفته  زاییو میزان شدت بیماری   به قارچ آلوده شدند  ها گیاهچهبرگی،  پس از رسیدن به مرحله شش و  شدند   تهیه و کشت  رقم مقاوم و حساسُ
در مرحله    با  یمار پس از ت  و  ندارقام منتخب مقاوم و حساس دوباره کشت شد .در نتیجه، ارقام مقاوم و حساس شناسایی و برای مراحل بعدی انتخاب گردیدند شد.

گردید.   ساعت( انجام  144و    96،  72،  48،  24،  0های مختلف پس از آلودگی )برداری در زماننمونه ، M. phaseolina  برگی با سوسپانسیون اسپور قارچشش
 گرفت.  های کاتالاز، پراکسیداز و آسکوربات پراکسیداز مورد ارزیابی قرارهای گیاهی استخراج و فعالیت آنزیمعصاره
بر اساس نتایج .  شناسایی شد M. phaseolina عنوان قارچبه  عامل بیماری  ، جدایه(ITS4/5و مولکولی )  های قارچیهای پرگنهبر اساس ویژگی  ها: یافته

ترتیب  بنابراین، این ارقام به  ؛بیشترین میزان آلودگی را نشان دادند Sahar کمترین میزان آلودگی و رقم JK شده میان شش رقم سویا، رقم  غربالگری انجام
تمامی منابع  در  APXو  CAT ،POXی هاآنزیمفعالیت  که ندتجزیه واریانس نشان دادحاصل از نتایج شدند.  شناخته ارقام ترینترین و حساسعنوان مقاومبه

در  طور تدریجی  فعالیت این آنزیم به  زانی م  رچی، ا ق  آلودگیپس از    ، Saharو    JK  در ارقامنشان داد که  آنزیم کاتالاز  بررسی فعالیت   .داشتداری  معنیتغییرات  
ر  بیشتبرابر   63/1  حدود  JKمقاومفعالیت کاتالاز در زمان اوج در رقم    میزانحال،  اینا  ب .آلودگی افزایش یافتبروز  ساعت پس از    72و   48،  24زمانی    صلا فو

افزایش  ،   Saharو   JKیعنی  ، بررسی   موردقارچ در هر دو رقم  از    ناشیبه آلودگی    کنشا ودر  نیز  الیت آنزیم پراکسیداز  فع .بوددر زمان مشابه   Sahar رقم حساس  زا 
در   .زمان صفر بود نسبت بهفعالیت برابر  47/5 ، نمیزا ین ا که گردید   هدمشاهساعت پس از آلودگی  96 در JK مقاومیافت. اوج فعالیت آنزیم پراکسیداز در رقم 

  . د ت شبثزمان صفر میزان اولیه در برابر  2/ 85سطح،  اینداد که  نشانساعت پس از آلودگی  144در بیشترین سطح فعالیت خود را    Saharحساسرقم مقابل، 
کرد.    طی  را   هشیاک  روندیسپس  یافت و  افزایش    مستمر  طوربهساعت    72پس از آلودگی به قارچ تا    JK  مقاومآنزیم آسکوربات پراکسیداز در رقم    فعالیت

 م زیآن  این  تیفعال،  Sahar  اما در رقم حساس شد  گیریازهدانشاهد  میزان  برابر   38/2 اابیتقره  ک   دو ب  ساعت  72مربوط به     JKدر رقمآنزیم  فعالیت  بالاترین سطح  
زمان صفر  میزان اولیه در برابر  1/ 47 معادلداد که  نشانساعت پس از آلودگی  144در حداکثر سطح خود را افزایش یافت و تدریجی پس از آلودگی  ترصوبه

 گردید.  ثبت
در برابر تنش ناشی    را   های متفاوت گیاهکه واکنش  هستنداکسیدانی میان ارقام مقاوم و حساس  های آنتیهای عملکرد آنزیمنتایج حاکی از تفاوت  گیری: نتیجه

انجامبر اساس تحلیل .دهندنشان میاز قارچ عامل بیماری   هایی نظیر کاتالاز، آسکوربات با فعالیت بالاتر آنزیم JK آمده، رقمدستهای بهشده و یافتههای 
ای از تحمل بیشتر این رقم در ، که نشانهدادهای سویا نشان  پراکسیداز و پراکسیداز، در شرایط بیماری پوسیدگی ذغالی عملکرد بهتری نسبت به سایر ژنوتیپ

توان با ارزیابی سطح فعالیت سیستم که تاکنون هیچ رقم کاملاا مقاومی نسبت به این بیماری شناسایی نشده است، می با توجه به این .استبرابر بیماری مذکور  
عنوان ارقام متحمل برای کشت در مناطق هایی را که در این زمینه برتری دارند شناسایی کرد و بهآنزیمی و سازوکارهای دفاعی در برابر این بیماری، ژنوتیپ

 نمود. آلوده توصیه
 

 ، فعالیت آنزیمی شدت بیماریپوسیدگی ذغالی،  های کلیدی: واژه 
 

 مقدمه 

از دیرباز جزء مهمی از رژیم غذایی   (.Glycine max L) سویا
عنوان یک محصول و امروزه به است  بسیاری از کشورها بوده  

استراتژیک، علاوه بر تأمین نیازهای غذایی متنوع، کاربردهای  

دلیل  کنجاله سویا به  از درصد 98حدود . صنعتی زیادی نیز دارد
آبزی تغذیه  برای  بالا  می  ان پروتئین  استفاده  دام  با    و   شودو 

روغن سویا در صنعت برای تولید    درصد  44تا    38  محتویاتی بین
مانند جوهر چاپ، صابون، حشره  رنگ کشمحصولاتی  ها، ها، 
استفاده می و مواد ضدعفونی کننده   Zeffa et)  شودلینولئوم 
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al., 2020.)  های  یکی از عوامل مهم کاهش تولید سویا، بیماری
میلیون تن محصولات   125سالانه به بیش از    هستند کهقارچی  

می  آسیب  .  (Castaño-Miquel et al., 2017)  دنزناساسی 
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid    قارچی

است که باعث بروز بیماری و از نظر اقتصادی مهم    نکروتروف
ریشه   یا پوسیدگی خشک  یغالذنام پوسیدگی  خاکزاد و بذرزاد به

  50  تواند عملکرد سالانه را تااین بیماری می .  شوددر سویا می 
دهد کاهش    دارای  گیاهان  . (Coser et al., 2017)  درصد 

مرگ زیاد سموم تولید  دلیلبه شدید آلودگی  زودرس  دچار 
قارچمی  سویا  بقایای روی و خاك در بیماری عامل شوند. 
  ماند. این می  باقی رنگ  های )اسکلروت( سیاهصورت سختینه به 

بقایای  شدن  پوسیده اثر رب زمستان فصل طول در هاسختینه 
منبع   و دونشمی  پخش مزارع خاك داخل در بهاره، شخم و سویا

آلودگینآیمی شماربه  اولیه آلودگی مرحله   در بیماری اولیه د. 
  ، مانده باقی پنهان صورتبه  معمولاا و افتدمی  اتفاق گیاهچه

  30تا    28  بالای دمایی شرایط در تابستان اواسط  در آن  علائم
د نشومی ظاهر خاك پایین رطوبت و گرادسانتی  درجه

(Bhattacharya et al., 1994.)  حدود   بر  این قارچ  همچنین
به   500 گیاهی،  اثر  گونه  خشک  مناطق  در    گذارد میویژه 

(Venugopala et al., 2013  .)  در خاك  ه  باقیماندگیاهان آلوده
کنند که  فراهم می    M. phaseolinaبرای پاتوژن  را  محیطی

 کندهای محصولات بعدی را آلوده میها و ریشهدر ادامه دانه 
(Mufti & Bano, 2019  .) میسلیوم قارچ از لایه اپیدرم وارد

می  سویا  زمانگیاه  گذر  با  و  بافت  قارچ  شود  آلوده، در  های 
سیاهمیکرواسکلروت  می های  تولید  ایجاد رنگی  باعث  که  کند 

بخش این  در  تیره  میظاهری  این به  .شودها  دلیل،  همین 
افزایش دمای   .نام پوسیدگی ذغالی شناخته شده است بیماری به 

  M. phaseolinaخاك و رطوبت کم خاك باعث افزایش رشد
)می در نشانه(.  Coser et al., 2017شود  بیماری  این  های 

های سیاه و نامنظمی است که از پایه  گیاهان جوان شامل لکه 
ساقه لپه به  و  آغاز  میها  گسترده  دچار  نشوها  بالغ  گیاهان  د. 

به ونشمیپژمردگی   آوندی  سیستم  و  تولید د  دلیل 
های  همچنین، لکه.  گرددمیکرواسکلروت تیره یا خاکستری می

د. این قارچ نشوهای بالغ پدیدار میتیره و کشیده بر روی برگ
ساقه   سیاهی  و  آلودگی  زیادی د  وشمیباعث  تعداد  و 

کند که به سیاه و پوك  های ریز درون ساقه ایجاد میاسکلروت 
 .  (Jardine & Pearson, 1987شود )شدن ساقه منجر می 

 یذغال یدگیمقابله با پوس یمختلف برا یهاستفاده از روشا
سو روش   ا،یدر  جمله  ت  یهااز  قارچ  ماریکشت،  با  و بذر  کش 

  همراه داشته است به  یمحدود  جیتاکنون نتا  ،یکیولوژیکنترل ب
(Hartman et al., 2015)قارچ اگرچه  مکش.  تا    توانندیها 

و   یمنف  یطیمحستیبالا، اثرات ز  نهیمؤثر باشند، اما هز  یحد
؛  ها، استفاده از آنها را محدود کرده استقارچ  مقاومتاحتمال  

  ی د و براونوارد ش  ییغذا  رهیبه زنج  توانندیمواد م  نیا  نیهمچن
 ,.Kannojia et al)  مضر باشند  ستیز  طیسلامت انسان و مح

  ی هاو استفاده از عصاره   یک یولوژیکنترل ب  ان، یم  نی. در ا(2019
اند.  بالقوه مورد توجه قرار گرفته   یهانیگزیعنوان جابه   یاهیگ

قارچ  نیا  بیترک با  شرا  ییایمیش  یها کشعوامل   طیدر 
فراهم کند.    یماریبر ب  یکنترل بهتر   است  توانسته  یشگاهیآزما

در    یصورت تجارهنوز به  یستیحال، محصولات کنترل زن یبا ا
  ط یدر شرا  یابیو ارز  شتری ب  قاتیبه تحق  ازیو ن  ستندیدسترس ن

 ,.Kumari et al., 2012; Fuhlbohm et al)  دارند  یواقع

 یاز راهکارها  یکی عنوان به   زبانیاستفاده از مقاومت م . (2013
  ت یاز اهم  اهان، یدر گ  M. phaseolina  یماریب  تیریمد  ی اساس

است  یاژهیو اگرچه  (Mengistu et al., 2007)  برخوردار   .
نشده است، اما    ییشناسا  یماریب  نیتاکنون مقاومت کامل به ا

اند که  از خود نشان داده  یمقاومت نسب   ایمانند سو  اهانیگ  یبرخ
 ,.Pawlowski et al)  کاهش خسارات مؤثر باشد  در  تواندیم

کارآمد    یهااز روش   یکی. انتخاب و کشت ارقام متحمل  (2015
ا   در .  (Romero-Luna et al., 2017)  است  نهیزم  نیدر 
مکان  ر،یاخ  یهاسال و    اهانیگ  یدفاع  یهازم یمطالعه 

بآن   ییایمیوشیب  یهاواکنش عوامل  به  توجه    زایماریها  مورد 
عوامل،    نیو واکنش به ا  یی با شناسا  اهان یقرار گرفته است. گ

و    یمیآنز  راتییتغ  ی. بررسکنندیم  یریها جلوگاز گسترش آن 
ابزار  به تنش   اهیمرتبط با پاسخ گ  ییایمیوشیب  یهاشاخص ها، 
م  ییشناسا  یبرا  یارزشمند فراهم  متحمل    آورد یارقام 

(Kumari et al., 2015)  .تنها مصرف از ارقام مقاوم نه  استفاده
کشاورز م  یسموم  کاهش  به   دهد،یرا  کاهش   لیدلبلکه 

ز  هانهیهز اثرات  روشبه  ،یطیمحستیو  و   یاقتصاد  یعنوان 
مد  داریپا م  یاه یگ  یهایماریب  تیریدر  اشودی شناخته    ن ی. 
و حفاظت    داریپا  یمؤثر در جهت کشاورز  یگام  تواند ی م  کردیرو

 باشد.  ستیز طیاز مح
بررسی   و  مقاوم  ارقام  شناسایی  هدف  با  پژوهش  این 

های آنزیمی ارقام سویا  های مقاومتی و تحلیل فعالیتمکانیسم
پوسیدگی   بیماری  از  ناشی  خسارات  کاهش  صورت ذو  غالی 

 .گرفته است
 

 ها روش مواد و
این پژوهش در دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری  

سال   قارچ  1394-1393در  آزمایشگاه  در  گروه  و  شناسی 
 گیاهپزشکی انجام گرفت. 

  آوری نمونهجمع 
برداری از مناطق کشت سویا در استان مازندران، شامل  نمونه 

های آمل، بابلسر، جویبار، قائمشهر، ساری و بهشهر شهرستان
در این فرآیند، از گیاهانی که علائم پوسیدگی  .  صورت گرفت

نمونهذ داشتند،  طوقه  ناحیه  در  شدغالی  این    ،سپس.  گیری 
و برای جداسازی    گرفتندهای پلاستیکی قرار ها در کیسهنمونه 

 .شناسی منتقل شدندسازی قارچ به آزمایشگاه قارچو خالص
 سازی قارچجداسازی و خالص 

ابعاد یک تا دو سانتی از حاشیه  متر جدا های آلوده، قطعاتی به 
شدند. این قطعات ابتدا با محلول یک درصد هیپوکلریت سدیم  

وبه  بار  از  پس   مدت یک دقیقه ضدعفونی  با آب    شوشست  دو 
این قطعات درون   با کاغذ صافی خشک شدند.  استریل  مقطر 

درجه    25و در دمای    گرفتندهای حاوی آب آگار قرار  دیشپتری
شدند.   نگهداری  انکوباتور  در  رشد،  سلسیوس  از  پس 

به خالص بیمارگر  نوك  سازی  و    هیفروش  گرفت  انجام 
های جدید نیز در همان دما در انکوباتور حفظ شدند. برای  کشت

طولانی  جدایهنگهداری  آن مدت  قارچ،  لوله های  به  های ها 
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زمینی دکستروز و آگار منتقل و پس از رشد  آزمایش حاوی سیب
 شدندها در یخچال ذخیره ها، لولهقارچ

  شناسایی قارچ
شناسی میسلیوم و های ریختبرای شناسایی بیمارگر، از ویژگی 

 .های مولکولی استفاده شداسپور و همچنین از روش 
 شناسایی مولکولی  

 DNA اج ستخرا

(،  Rapley, 2000راپلی )  روشبه   DNA  اجستخرا  رمنظوبه 
چهار   تا  سه  هایپرگنه  حاشیهاز    یمیلیمتر  پنچ  صقر  یک  ابتدا

  PDBمایع   کشت  محیط  در  وشت  دابر  PDAمحیط    در  روزه
(Potato Dextrose Brothقر )روز    سه  تمدبه  که  شدداده    ار

  ن تکا قیقه در دور د 120سرعت درجه سلسیوس با  25 یماد در
 پودر  مایعازت    توسط  ونها   در  رچقا  ممیسلیو  دهتو  .شدندداده  

  CTAB   (CTAB   (W/V  )2%  ،NaCl  در  گردید. پودر حاصله
M  4/1  ،Tris-HCl  mM  100    باpH=8    وEDTA  mM  20  )
-2  لیترویک میکر  جه سلسیوس مخلوط شد.در  65  یماد  در

Mercaptoethanol 45 تمد به تکساز ور پسو  شد ودهفزا  
  ژ سانتریفیواز  قبل    .شدداده    ارقر  سسلسیو  جهدر  65  در  قیقهد

  ط، مخلو  با  حجم  هم  دقیقه  10  تمدبه   قیقهد  در  دور  12000  در
  سپس   .گردید  ضافها  24:1نسبت    به  لکلا  میلوآایز–مفروکلر
 دنکر  ضافهاز ا  بعد  که  شد  شتهدابر  DNA  ییی محتورو  زفا

)  حجمهم خنک  به   -20ایزوپروپانول  سلسیوس(   تمددرجه 
در    شد  ژسانتریفیودور    13000  در  قیقهد15 از    پس  ،نهایتو 

  70%تانول  ا  با  حاصله  بسو و ر  تخلیه  مایع  زفا  DNA  بسور
  ی مادر د  DNA  بسور  دنکر  خشکاز    بعد   .شد  دادهشستشو  

گردید   استریل اضافه  TEبافر    لیترومیکر  70لیاوهر    به   محیط
درجه    -20  رفریز  به  یخچال  در  نگهداری  قیقهد  30  ازپس  و  

استخراج   DNAبرای تعیین درجه خلوص    .شد  سلسیوس منتقل
 شده از روش الکتروفورز ژل آگارز استفاده شد.

 لییابی اتو و  PCRبا  تکثیر
 rDNAهای  از ژن   ITS4  ،5.8s  ،ITS5تکثیر کامل نواحی  

پرایمر از  استفاده    با 
)GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3. 5( ITS5    و
)TCCTCCGCTTATTGATATGC3 .5( ITS4  (White 

et al., 1990  انجام شد. واکنش )PCR    در مخلوطµl  25   آماده
با   (Bio RAD) در دستگاه ترموسایکلرشد و تکثیر در دستگاه  

واسرشتگی  ، C 94°دقیقه در دمای  4مدت واسرشتگی اولیه به 
یک دقیقه در دمای   ل،اتصا،  C  94°مدت یک دقیقه در دمای  به 

°C  60  ،  گسترش یک دقیقه در دمای°C  72،  گسترش نهایی   و
صورت  سیکل    35به تعداد    C  72°دقیقه در دمای   10مدت  به 

 5/1بر روی ژل آگارز    PCRارزیابی محصول واکنش    گرفت.
  60صورت گرفت و الکتروفورز در ولتاژ    TBE1Xدرصد در بافر  

مولکولی   وزن  با  نشانگر  از  گردید.  انجام  kb1(-DNAولت 

Ladder SM0311  اتیدیوم در  ژل  شد.  استفاده  بروماید  ( 
(ml/µg50به )  آمیزی و بعد از شستشو با دقیقه رنگ   15مدت

با   مقطر  ژل  UVآب  LOGIC GEL )کداك  خوان  دستگاه 

شد.200 عکسبرداری  آن  از    روارد فو  جهتدر    تمحصولا  ( 
های  توالی .  ندشد   لییابیاتو  هکر  BIONEERشرکت    توسط 

نرمبه  از  استفاده  با  ابتدا  آمده  و   BioEditافزار  دست  اصلاح 

نرم  از  استفاده  با  توالی  Blastn(NCBI)افزار  سپس  های با 
 موجود در بانک ژن همردیف شدند.  

   تیمار آزمایشی
)فاکتور اول رقم در   مطالعه حاضر بر اساس آزمایش فاکتوریل

در قالب طرح کاملاا   سطح(هفت  دو سطح و فاکتور دوم زمان در  
ها و  تکرار انجام شد. نتایج مقایسه میانگین آنزیم  3تصادفی در 

درصد   01/0در سطح    LSDبر اساس آزمون  ضریب آلودگی  
نرم  آماری  توسط  گرفت  SAS 9.1افزار  نمودارهای  ندانجام   .

آنزیم فعالیت  و  میزان  آلودگی  ها  نرم ضریب  از  استفاده  افزار  با 
Excel ندترسیم گردید . 

   تهیه بذر
شامل سویا  تجاری  رقم  شش  تحقیق،  این  انجام   برای 

Sahar  ،Hill  ،032  ،Jk  ،Wayne  و Dorman   شرکت توسعه  از
 .ندشد  تهیه تکاتو  یروغن یهاکشت دانه

   تولید گیاهچه 
دقیقه و هیپوکلریت    1مدت  درصد به   76ابتدا بذور با اتانول  

سپس برای   .دقیقه شستشو داده شدند  3مدت  درصد به  5سدیم  
های دیشزنی، بذور بر روی کاغذ صافی مرطوب در پتریجوانه 

گرفتند قرار  از  .  استریل  بذور    48پس  به  جوانه ساعت،  زده 
اتاقک رشد با    به  هاگلدان  و  هایی با خاك استریل منتقلگلدان
  12درجه سلسیوس و    28ساعت روشنایی در دمای    12  چرخه

تاریکی در دمای   درجه سلسیوس و رطوبت نسبی    23ساعت 
 منتقل شدند.مدت دو هفته درصد به  80

   .aphaseolin Mزایی بررسی شدت بیماری 
قطعه    های خلال دندان قطعهبرای تهیه زادمایه قارچ، چوب 

سپس این قطعات به درون پتری حاوی کشت   ند و و اتوکلاو شد 
کلنیزه و  ظهور  تا زمان    هاتازه بیمارگر انتقال داده شدند. پتری

آنمیکرواسکلروت  سطح  در  قارچ  دمایهای  در  درجه    30ها 
شکاف کوچک و ظریفی در    ، گراد نگهداری شدند. سپسسانتی 

کمک پنس یک به   .ایجاد گردید  با استفاده از اسکالپل  ساقه گیاه
های بیمارگر به داخل قطعه کلنیزه شده، حامل میکرواسکلروت
مایه محل  دور  و  گردید  هدایت  پارافیلم ساقه  با  کاملاا  زنی 

زنی گردید. طول  پوشانده شد. تیمار شاهد با قطعه غیر آلوده مایه
زنی  هفته بعد از مایه 2زخم ایجاد شده در ساقه هریک از ارقام 

 مورد بررسی قرار گرفت. 
   های سویاگیری از گیاهچه زنی بیمارگر و نمونهمایه

های سویا، قارچ زنی عامل بیماری بر روی گیاهچهجهت مایه    
phaseolina. M  داده کافی  شد.   کشت  رشد  از  به    ،بعد 

)یک در   20های مذکور آب مقطر استریل همراه با توئینپتری
اسپور در    2/1×410با غلظت  و سوسپانسیون    گردیدهزار( اضافه  

میلی گیاهچه  لیترهر  روی  بر  و  شد  سویا  14های  تهیه  روزه 
گیری در فواصل  نمونه گردید.    تزریق(  Saharو    JKهای  رقم)

ساعت    144و    96،  72،  48،  24زنی و  زمانی صفر پیش از مایه 
ب  گرفت.  انجام  تلقیح  از  اپس  با  نمونه   منظور،ینه  برگی  های 

گیاهچه  از  مذکور  زمانی  فواصل  در  استریل  تیغ  از  ها استفاده 
لیتری فالکون، میلی   15های  و پس از انتقال به لوله   ندبریده شد 

 -80سپس به فریزر با دمای  ، سرعت در ازت مایع فرو بردهبه 
 منتقل شدند. سلسیوس درجه 
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   استخراج عصاره برگ
گرم بافت    1/0سپس  و  ،  شدند  ها در ازت مایع پودرابتدا نمونه 
( pH  8/6مولار )میلی  50لیتر بافر فسفات  میلی  8/1پودر شده با  

  ، با استفاده از دستگاه ورتکس به خوبی مخلوط گردید. سپس
با دور    4ی  دقیقه در دما  20مدت  ها به نمونه درجه سلسیوس 
rpm  12000  عنوان عصاره جدا و  بالایی به   هایفاز  ، سانتریفوژ

انتقال جدیدی  ویال  وبه  نگهداری    ،  برای  با  سپس  فریزر  به 
 . درجه سلسیوس منتقل شدند -80 دمای

 گیری پروتئین کل اندازه 
برگی    20    بافر استخراج    80در  میکرولیتر عصاره  میکرولیتر 

 لیتر معرف کوماکسی بلو تازه به آن افزودهمیلی  5  گردید،رقیق  
دقیقه، میزان جذب نوری    5پس از    شد.  هم زدهدقیقه به   2و    شد

با    595آن در طول موج   قرائت گردید   اسپکتروفتومترنانومتر 
(Bradford, 1976 .) 

  CA) )سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز  
 50فسفات ) بافر  لیترمیلی  3میکرولیتر عصاره برگی،    25به     

سپس چند  شد. مولار( اضافه میلی 5) 2O2Hمولار( حاوی میلی
آرامی  بار   به  تغییرات جذب آن گردید  invertمحلول  ها در  و 

نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر خوانده شد    240طول موج  
(Aebi, 1984 .) 

 ( POXپراکسیداز ) سنجش فعالیت 
میلی  33    یک  با  برگی  عصاره  از  محلول  میکرولیتر  از  لیتر 

شامل   که  مولار  میلی  5،  اکولیگامولار  میلی  13پراکسیداز 
مولار بافر فسفات پتاسیم  میلی  50و  (  2O2Hپراکسید هیدروژن )

(7  pH=  )  مدت یک دقیقه با  به   جذب آن  وگردید  مخلوط  بود
اسپکتروفتومتر  توسط    nm  470ثانیه در طول موج    10فواصل  

 (. Tang & Newton, 2005خوانده شد )

 ( APXسنجش فعالیت آسکوربات پراکسیداز )
میلیمیکرو   50    یک  با  برگی  عصاره  از  محلول لیتر  لیتر 

شامل   که  پراکسیداز  فسفات  میلی  50اسکوربیک  بافر  مولار 
( مولار میلی  EDTA  ،5/0مولار  میلی   pH=  ،)1/0  7پتاسیم 

مولار پراکسید هیدروژن میلی  15/0و    (ASA)اسید اسکوربیک  
(2O2H  )  موج    ، سپسگردید.  مخلوط  بود طول  در  آن  جذب 

nm290    بعد از مدت یک دقیقه با دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت
   (.Yoshimura et al., 2000شد )
 

 نتایج و بحث 
 مشخصات قارچ عامل بیماری 

   روش مورفولوژیکی 
دست آمده از گیاهان آلوده سویا در مناطق مختلف های به جدایه

رنگ سفید شیری تا خاکستری به   را  هاییاستان مازندران پرگنه 
مدتی  تولید  رنگکم از  پس  قهوه  ، نمودند.  کمزمینه  رنگ ای 

های  ها از پشت پتری قابل رویت گردید و سپس اسکلروت پرگنه
پرگنه سیاه سطح  در  شدرنگ  تشکیل  هیف ند ها  برحسب .  ها 

های متفاوتی بودند.  دهنده دارای اندازههای تشکیلاندازه سلول 
دانه  سیتوپلاسم  دارای  جوان  افزایش سن ریسه  با  که  بود  دار 

حفره می ریسه  هیفدار  بزرگگردید.  دیواره  های  محل  در  تر 
(.  1)شکل    کردو ریسه حالت بندبند پیدا    ندعرضی باریک شد 

  – دکستروز    –زمینی  متوسط رشد روزانه در محیط غذایی سیب
  72متر بود که در  سانتی   5/1گراد،  درجه سانتی   28آگار و دمای  

(. بر اساس مشخصات 1پوشاند )شکل    ساعت کل سطح پتری را
پرگنهبه  از  آمده  جدایهدست  قارچی  قارچ های  همگی   ها، 

M. phaseolina  ( شناسایی شدندSinclair & Backman, 

1989 .)   
 

 
 M. phaseolinaهای قارچ میکرواسکلروت  (b ،ریسه (a -1شکل  

Figure 1. a) Hyphae, b) Microsclerotia of the fungus M. phaseolina 
 

 روش مولکولی  
از  جدایه      استفاده  با  نظر  محصول شدارزیابی    ITS  مورد   .  

PCR  حاصل از پرایمرهای  ITS4  و ITS5   5/1روی ژل آگارز  
بانـد یک  حضور  محدوده    DNA  درصد    800تا    600در 

برای جدایه جفت را  دادبازی  به   توالی .نشان  دست  نوکلئوتیدی 
بانک ژن تطبیق داده شد و  برای شناسایی مولکولی در  آمده 

را نشان   M. phaseolina  درصدی با گونه 100تا  98شباهت 
در پژوهش آلمومانی   .کرد  تأیید   را که شناسایی مورفولوژیک    داد

( داده شد که Almomani et al., 2013و همکاران  نشان   )
 M. phaseolinaتوانایی خوبی در شناسایی قارچ    ITSناحیه  
 .داشت

 غربالگری ارقام سویا 
رقم   ا،یسو  یارقام تجار  انیموجود، در م  یاساس نمودارها  بر

Jk  و رقم    یآلودگ  زانیم  نیکمترSahar  یآلودگ  زانیم  نیشتریب 
عنوان ارقام مقاوم و  به   بی ترتبه   ل،یدل  نیهمبه   ؛ را نشان دادند

شده توسط  (. در مطالعات انجام2حساس شناخته شدند )شکل  

A B 
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  ی هان یلا  ،(Rayatpanah et al., 2002همکاران )و    پناهتیرع
JK-695،  B.P-692    وKS-69035  را   یآلودگ  نیکمتر  زین

 . نشان دادند
 

 M. phaseolinaقارچ در پاسخ به  سویاگیاه   شدت بیماریتجزیه واریانس  -1جدول 
Table 1. Analysis of variance for the disease severity of soybean seedlings in response to M. phaseolina 

 منابع تغییرات 
Sources of variation 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات 
Mean square 
 شدت بیماری

Severity of disease 
 تیمار

Treatment 5 3360.00** 

 خطای آزمایش 
Experimental error 16 11.66 

 ضریب تغییرات 
CV 2.73 

 داری در سطح یک درصد **: معنی
**Significance at the 1% level 

 

 
 ها ارقام مورد استفاده و ضریب آلودگی آن  میانگین  مقایسه -2  شکل

Figure 2. Comparisons of the mean cultivars used and their corresponding contamination coefficients

 بررسی فعالیت آنزیمی 
میکروارگانیسم با  مواجهه  در  تنش گیاهان  عوامل  و  زا، ها 

کنند. القائ مقاومت  ها و ترکیبات دفاعی خود را فعال میآنزیم
با افزایش و سنتز برخی از مواد شیمیایی است که طی یکسری  

واکنش میاز  میزبان صورت  گیاه  در  پیچیده  برای  های  گیرد. 
های فعال اکسیژن باعث آسیب مثال غلظت بالا و سمی رادیکال

به ساختارهای پروتئینی متعدد شده و تداوم این وقایع ممکن  
(. گیاهان برای  Kar, 2011است منجر به مرگ سلولی شود )

با  دفاعی  سیستم  دارای  شده،  ایجاد  اکسیداتیو  تنش  با  مقابله 
بالایی هستند که می  رادیکالکارایی  بین  تواند  از  را  آزاد  های 

  های غلظت  در اکسیژن آزاد هایرد و یا خنثی کنند. رادیکال بب
تخریب بالا ، DNAمانند   سلول حیاتی هایمولکول موجب 

لیپیدی و پروتئین )می غشای   ,.Kanazawa et alشوند 

برای2000 ، ROSمخرب   و سمی اثرات نمودن خنثی (. 

  در   که نزیمیآغیر و آنزیمی اکسیدانیآنتی دفاعی سیستم
آزاد   هایرادیکال میزان و رودمی بالا دارد، وجود گیاه هایسلول

شود  می  تنظیم اکسیدانیآنتی  دفاعی سیستم وسیلهه ب اکسیژن
(Gechev et al., 2002 شامل دفاعی  سیستم  این   .)

و   (APX)آسکوربات پراکسیداز   ،(SOD)سوپراکسید دیسموتاز  
است و سیستم غیرآنزیمی شامل آسکوربات،    (POX)پراکسیداز  

جمله   )از  متفرقه  ترکیبات  و  کاروتنوئیدها  توکوفرول، 
 ,.Blokhina et al)   هستندها(  فنها و پلیفلاونوئیدها، مانیتول 

2003  .) 
آزمایش فاکتوریل بر پایه طرح کاملا تصادفی   انس یوار  تجزیه

گرفت می   ( 2  جدول)  نتایج  . صورت  تمام  که  دندهنشان    یدر 
  APXو    CAT  ،POXی  ها فعالیت آنزیم  زانیم،  راتییمنابع تغ

ه است. بود داریمعن
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 کامل تصادفی  بلوك طرح قالب در  فاکتوریل آزمایش  در شدهگیریهای اندازه واریانس فعالیت آنزیم تجزیه -2جدول 
Table 2. Analysis of variance for enzyme activities measured in the factorial experiment in the form of a completely  
               randomized design 

مربعات  میانگین   
Mean square 

یدرجه آزاد   

df 
رات یی منابع تغ  

Sources of variation 
APX POX CAT 

2446.63** 10948.73** 3235.78** 1 
 رقم

Cultivar 

359.09** 11740.59** 538.27** 6 
مان ز  

Time 

139.72** 1590.54** 103.46** 6 
مان ز  ×   رقم

Time × Cultivar 

0.12 0.45 1.09 28 
ش یآزما ی خطا  

Error 

0.92 0.71 2.42 
رات ییتغ بیضر   

Coefficient of variation 
 ** level 1%Significance at the                                                                                                                                                داری در سطح یک درصدمعنی: **

 

آنزیم   فعالیت  تغییرات  الگوی  ارقام  CATبررسی   در 
Sahar  وJK  در تعامل با قارچM. phaseolina   

تبدیل   که  است  آهن  حاوی  تترامریک  آنزیم  یک    کاتالاز 
2O2H    بهO2H   2  وO   گیاه را در برابر    ، بنابراین  .کند را کاتالیز می

آسیب  و  غشا  حمله پراکسیداسیون  هنگام  در  اکسیداتیو  های 
تنها در متابولیسم و دفاع گیاه  و نه  کندبیمارگرها محافظت می

در   )  دركبلکه  دارد  نقش  نیز  (.  Liu et al., 2015سیگنال 
به است  کاتالاز موضعی   ها وجود  طور عمده در پراکسی زومو 

 (. Su et al., 2014) دارد
ساعت    72و    48،  24های  در زمان  JKآنزیم کاتالاز در رقم  

برابر زمان صفر    39/2و    65/1،  68/1ترتیب  پس از آلودگی به 
، نیز فعالیت این آنزیم Sahar)عنوان شاهد( و در رقم حساس  

زمان به   72و    48،  24های  در  آلودگی  از  پس  ترتیب  ساعت 
اما فعالیت    .برابر زمان صفر این رقم بود  60/1و    16/1،  07/1

برابر آن در زمان مشابه   JK  63/1کاتالاز در زمان اوج در رقم  
های ما با مطالعات  یافته(.  3بود )شکل    Saharدر رقم حساس  

   افزایش فعالیت کاتالاز در گونه مقاوم   .دنپیشین همخوانی دار
 Capsicum annuum    برابر در  آن  حساس  گونه  به  نسبت 

شد   Phytophthora capsici  پاتوژن  & Koc)  مشاهده 

Üstün, 2012 .) ارقام   ،همچنین در  کاتالاز  آنزیم  فعالیت 
ا بعد  به    ز مختلف  و    M. phaseolinaآلودگی  گردید  بررسی 

( مقاوم  رقم  در  که  شد  داده  فعالیت  PJ-1430نشان  میزان   )
به رقم حساس ) بود )SU-1080نسبت  بیشتر   )Kumari et 

al., 2015 .)( خزر)، دو رقم برنج شامل رقم مقاوم  یدر پژوهش  
حساس   رقم  محلی)و  باکتری  (طارم   Xanthomonas  به 

oryzae pv. oryzae  که میزان    ندنتایج نشان داد . آلوده شدند
فعالیت آنزیم کاتالاز در رقم خزر نسبت به رقم حساس بیشتر  

نشان   (. Drakhshan et al., 2020)بود   تحقیق  این  نتایج 
نقش مؤثری در افزایش   CAT اکسیدانکه آنزیم آنتیدندهمی

تلقیح،   از  بیماری پوسیدگی ذغالی دارد. پس  مقاومت سویا به 
بیشتر   Saharدر مقایسه با واریته  JK در واریته  CATفعالیت

این افزایش باعث جلوگیری از نفوذ پاتوژن و محدودکردن  .بود
آن   برابوشمیرشد  در  سویا  مقاومت  نهایت  در  و   ر  د 

M. phaseolina  کندرا تقویت می. 
( در رقم  POXبررسی تغییرات فعالیت آنزیم پراکسیداز ) 

 M. phaseolinaمقاوم و حساس در تعامل با قارچ  
به آلودگی به قارچ   آنزیم پراکسیداز در پاسخ  میزان فعالیت 

افزایش   JKو    Saharغالی سویا در هر دو رقم  ذعامل پوسیدگی  

پراکسیداز در زمانJKیافت. در رقم   آنزیم  ، 24های  ، فعالیت 
به   96و    72،  48 آلودگی  از  پس  ،  41/2،  21/1ترتیب  ساعت 
برابر زمان صفر به عنوان شاهد بود. اوج فعالیت   47/5و    00/4

ساعت پس از آلودگی بود که    JK  ،96آنزیم پراکسیداز در رقم  
برابر زمان صفر بود. فعالیت آنزیم پراکسیداز در    47/5میزان آن  

تدریج افزایش  نیز پس از آلودگی با قارچ به   Saharرقم حساس  
و در   به حداکثر سطح خود    144یافت  آلودگی  از  ساعت پس 

 (. 3برابر زمان صفر این رقم بود )شکل  85/2که رسید 
در   PR هایپروتئین  رینتدهش  خته اشن  هجملاکسیدازها از  پر

گیاهان   میبه بافت  پآیند  شمار  در  توسط  آلودگی  به    اسخکه 
 PR-proteinهستها به دشوند. این پروتئینها فعال میپاتوژن

ا ایجاد موانع ساختاری بو  (  Van Loon, 1997)  رند تعلق دا  9
ا امحیط  دایجیا  سمی  گستردهطریق    زهای    و  ROS تولید 

RNS،   م سلولی  هادر  عفونت  گسترش  اساسی  ر  ایفا  نقشی 
های ژن  لیتافعیا    نابی(.  Passardi et al., 2005)  کنندمی

گیاهان   در  بیماریت  ح ته،  تشرفیپپراکسیداز  عوامل  زا تأثیر 
 Lavania) هاباکتری(،  Sasaki et al. 2004)  هاقارچهمچون  

et al., 2006)  ، هاویروس  (Díaz-Vivancos et al., 2006  )
  ی گیرد. در فرآیندقرار می (Vera et al., 1993) و ویروئیدها
و  کاکسیداتیو   پراکسیداز  کمک  با  عنوان  به 2O2H فمصره 

می  صورت  و    ،پذیرداکسیدان  فنلی  مونومرهای  میان  پیوند 
های دفاعی یکی از واکنش  .گیردزیرواحدهای لیگنین شکل می

پاتوژن  یدکلی است  گیاهان هنگام حمله  اکسیداتیو  انفجار  ها، 
به عنوان     ه های گیاهی شناخته شدسلولدر  ی اولیه  پاسخکه 

  ند ما نشان داد  تحقیق نتایج  (.  Thakker et al., 2013)  است
پراکسیداز فعالیت  رقم (POX) که  از   هایدر  بیشتر  مقاوم 

این آنزیم با  آن است که  از    کیاح  مراین ا .بودحساس    هایرقم
سم همچنین  و  سلولی  دیواره  موجب  2O2Hزدایی  تقویت   ،

بر  که  قی  تحقینتایج مشابهی در    .شودافزایش مقاومت گیاه می
.  ند گزارش شد  انجام شده بود،   روی پوسیدگی خاکستری انگور

به ترتیب    Red Globe  و رقم   Pingli-5  رقم  ق،یتحقدر این  
میکروسکوپی   لعاتامط .ند دش  مشخصارقام مقاوم و حساس  

-Pingli در رقم  Botrytis cinereaکه رشد قارچ ندنشان داد

 Redدر چنین کنترلی  شد، اما    وقفتمساعت پس از تلقیح    24  ،5

Globe  به   .یددگرن  دههمشا واکنش   تیفعال  ،آلودگیدر 
توجهی نداشت،  تغییر قابل   Red Globeرقمدر    یندایکساتینآ

داین    کهحالیدر   طور  به  Pingli-5 مقاوم رقم  رفعالیت 
 (. Wan et al., 2015) افزایش یافت رییچشمگ
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( پس  APXتغییرات فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز )
   بین دو رقم مقاوم و حساس   M. phaseolinaاز تلقیح قارچ  

پس از آلودگی    JKرقم    فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز در
ساعت پس از آلودگی افزایش سپس کاهش یافت   72به قارچ تا  

این رقم در ساعت   فعالیت در  به   72و حداکثر   38/2میزان  و 
،  Saharاما فعالیت این آنزیم در رقم حساس    .برابر شاهد بود

ساعت پس    144تدریج افزایش یافت و در  نیز پس از آلودگی به 
برابر زمان صفر    47/1از آلودگی به حداکثر سطح خود رسید که  

 (. 3)شکل  این رقم بود
ها، نقش  در سلول  یعنوان عوامل محافظتبه   هادانیاکسیآنت

 ,.Dat et al)  دارند  ویداتی اکس  یهاب یاز آس  یریشگیدر پ  یاتیح

2000; Halliwell 2006)  .ی  ها م یآنزSOD،  APX  وCAT  
کلبه  عوامل  سم  یدیعنوان  اکس  یهاگونه   ییزدادر    ژن یفعال 
(ROS)  م اشوندیشناخته  استرس    هامیآنز  نی.  کاهش  با 

سلول  و،یداتیاکس تعادل  آس  ککم  یبه  از  ساختارها  ب یو    ی به 
  در (.  Apel & Hirt, 2004)  کنندیم  یریسلول جلوگ  یداخل

برخوردار    یاژهیو  تیاز اهم  اهانیدر گ  APX  ها،میآنز  نیا  انیم
 یمهمقش  ن  (2O2H)  دروژنیه  دیبا مهار پراکس  میآنز  نیاست. ا

 Willekens et)  کندیم  فای ا  ویداتیدر کاهش استرس اکس  را

al., 1997  .)APX  است که عمدتاا    یمتعدد  یها زوفرم یا  یدارا
خود    تیفعال  یو برا  شوندیم  افتیها  و کلروپلاست  توزولیدر س

به ین آسکوربات  هستندازمند  الکترون  دهنده   عنوان 
(Kangasjärvi et al., 2008.)    اکسیدانیآنتیآنزیمAPX 

کند  میهای گیاهی ایفا  سلولاز   2O2H نقش کلیدی در حذف
(Caverzan et al., 2012  .)نقش  مطالعه تعیین  برای  ای 

آنزیم آنتیدفاعی  و    POX  ،CAT  ،APX)  اکسیدانیهای 
SOD) ای دلمههای مختلف فلفل ها در گونه های آنو ایزوفرم 
هیبرید، دسی، سرانو، پادرون و شهزادی در مقابل بیماری  شامل  

ازلکه ناشی  باکتریایی  ش   .Xanthomonas spای   و  د انجام 
ارقام مقاوم   هاآنزیم  بیشترین فعالیت  ند کهنتایج نشان داد در 

داد(.  Ramzan et al., 2021)  بود نشان  نیز  ما  که    ند نتایج 
حساس    رقماز    شتریمقاوم ب  رقمدر    APX  میآنز  تیفعال  زانیم

ابود گ  تیفعال  شیافزا  نی.  م  هایبه  کارا  کندیکمک  با    یی تا 
 یریجلوگ  یسلول  یهابیکند و از آس   یرا خنثها  ROS  یشتریب

 مانع پیشرفت بیماری گردد. ،در نتیجه ؛دینما

 

 APXو  CAT ،POXهای های آنزیم ها در میزان فعالیت مقایسه میانگین بین زمان  -3جدول 
Table 3. Comparisons of the average activity levels of CAT, POX, and APX enzymes over time 

 زمان 
Time 

CAT POX APX 
0 f30.80 g34.45 f23.70 

24 bc42.89 f41.28 e29.41 

48 b43.69 e74.31 d39.61 

72 a62.30 d110.75 a4.23 

96 e39.69 a136.56 b42.75 

120 de40.93 b134.79 b42.45 

144 dc41.75 c129.77 c41.20 

 .داری با یکدیگر ندارندهای دارای حروف مشابه در هر ستون تفاوت معنیمیانگین
The means with the same letters in each column are not significantly different. 

 

 APXو  CAT ،POXهای های آنزیم ها در میزان میزان فعالیت مقایسه میانگین بین رقم  -4جدول 
Table 4. Comparisons of the average activity levels of CAT, POX, and APX enzymes among different cultivars 

 رقم
Cultivar 

CAT POX APX 

JK a51.93 a110.68 a45.11 

Sahar b34.37 b78.39 b29.85 

 .داری با یکدیگر ندارندهای دارای حروف مشابه در هر ستون تفاوت معنیمیانگین
The means with the same letters in each column are not significantly different. 

 
 
 

 
 اله قاسمی عمران و ولی زاداله بابایی، ولیعلی تاجیک قنبری ، محمدفاطمه جعفری پطرودی هسید

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
jc

b.
20

24
.1

59
9 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
04

 ]
 

                             9 / 12

http://dx.doi.org/10.61882/jcb.2024.1599
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-1599-en.html


 97 .......... ........................ .......................................................................... ...................... رقم مقاوم و حساس و ارزیابی ارقام مختلف سویا و بررسی تغییرات بیوشیمیاییشناسایی 

 
 پس از آلودگی  JKو  Saharرقم  دو در    پراکسیداز و آسکوربات پراکسیداز ،کاتالاز هایمیزان تغییرات آنزیم  -3  شکل

Figure 3. Changes in catalase, peroxidase, and ascorbate peroxidase enzymes in two cultivars Sahar and JK after 
inoculation 

 

 گیری کلی نتیجه
M. phaseolina   مرگ باعث  توکسین  و  آنزیم  تولید  با 

آنزیم سلولی در گیاه می  افزایش فعالیت  های  شود ولی گیاه با 
از مرگ  آسکوربات پراکسیداز  اکسیدانی کاتالاز، پراکسیداز و  آنتی

شود.  کند در نتیجه مانع پیشروی قارچ میسلولی جلوگیری می
بررسی  به  به با توجه  نتایج  انجام شده و  رقم    ،دست آمدههای 

JKمطلوب خصوصیات  داشتن  با  فعالیت  ،  میزان  لحاظ  از  تر 
پراکسیداز، آنزیم و  پراکسیداز  آسکوربات  کاتالاز،  چون  هایی 

تحت تاثیر بیماری پوسیدگی ذغالی، وضعیت بهتری نسبت به  
های گیاهی سویا داشت که بیانگر تحمل بیشتر آن  سایر ژنوتیپ 

که تاکنون رقم کاملاا مقاوم  نسبت به این بیماری بود. از آنجایی
می  است،  نشده  شناخته  بیماری  این  به  ارزیابی  نسبت  با  توان 

آنزیمی و همچنین سازوکارهای دفاعی  میزان فعالیت سیستم 
هایی را که از این حیث نسبت به  در برابر این بیماری، ژنوتیپ 

عنوان رقم متحمل ایی و به ها برتری دارند، شناسسایر ژنوتیپ 
نسبت به بیماری پوسیدگی ذغالی جهت کشت در مناطق آلوده  

 توصیه نمود.  
 

References 
Aebi, H. (1984). Catalase in vitro. In Methods in enzymology (Vol. 105, pp. 121-126). Academic press. 
Almomani, F., Alhawatema, M., & Hameed, K. (2013). Detection, identification and morphological 

characteristic of Macrophomina phaseolina: the charcoal rot disease pathogens isolated from infected 
plants in Northern Jordan. Archives of Phytopathology and Plant Protection, 46(9), 1005-1014.  
DOI: 10.1111/j.1365-2672.1994.tb03055.x 

Apel, K., & Hirt, H. (2004). Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal transduction. 
Annual Review of Plant Biology, 55(1), 373-399. DOI: 10.1146/annurev.arplant.55.031903.141701 

Bhattacharya, D., Dhar, T. K., Siddiqui, K. A. I., & Ali, E. (1994). Inhibition of seed germination by 
Macrophomina phaseolina is related to phaseolinone production. Journal of Applied Microbiology, 
77(2), 129-133. DOI: 10.1146/annurev.arplant.55.031903.141701 

Blokhina, O., Virolainen, E., & Fagerstedt, K. V. (2003). Antioxidants, oxidative damage and oxygen 
deprivation stress: a review. Annals of Botany, 91(2), 179-194. DOI: 10.1093/aob/mcf118 

0/00

10/00

20/00

30/00

40/00

50/00

60/00

70/00

80/00

90/00

0 24 48 72 96 120 144

u
n

it
/m

g
 p

ro
te

in

زمان بعد از آلودگی
Hours Post Inoculation

CAT

f

e
g

b

fe

b

d

a

c c

fg

c

de

c

d

0/00

50/00

100/00

150/00

200/00

0 24 48 72 96 120 144

u
n

it
/m

g
 p

ro
te

in

زمان بعد از آلودگی
Hours Post Inoculation

POX

m l k
j

h i

d

g

a

f f

b
c

e

0/00

10/00

20/00

30/00

40/00

50/00

60/00

70/00

0 24 48 72 96 120 144

u
n

it
/m

g
 p

ro
te

in

زمان بعد از آلودگی
Hours Post Inoculation

APX

k l

h
j

d

i i

a
b

g

c

f

e

f

 JK 

Sahar 

 
 اله قاسمی عمران و ولی زاداله بابایی، ولیعلی تاجیک قنبری ، محمدفاطمه جعفری پطرودی هسید

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
jc

b.
20

24
.1

59
9 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
04

 ]
 

                            10 / 12

http://dx.doi.org/10.61882/jcb.2024.1599
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-1599-en.html


 98...................... ...................................................................................................................... 1404/ 3نامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال هفدهم/ شماره پژوهش

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of 
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72(1-2), 248-254.  
DOI: 10.1016/0003-2697(76)90527-3 

Castaño-Miquel, L., Mas, A., Teixeira, I., Seguí, J., Perearnau, A., Thampi, B. N., ... & Lois, L. M. (2017). 
SUMOylation inhibition mediated by disruption of SUMO E1-E2 interactions confers plant 
susceptibility to necrotrophic fungal pathogens. Molecular Plant, 10(5), 709-720. DOI: 
10.1016/j.molp.2017.01.007 

Caverzan, A., Passaia, G., Rosa, S. B., Ribeiro, C. W., Lazzarotto, F., & Margis-Pinheiro, M. (2012). Plant 
responses to stresses: role of ascorbate peroxidase in the antioxidant protection. Genetics and Molecular 
Biology, 35, 1011-1019. DOI: 10.1590/S1415-47572012000600016 

Coser, S. M., Chowda Reddy, R. V., Zhang, J., Mueller, D. S., Mengistu, A., Wise, K. A., ... & Singh, A. 
K. (2017). Genetic architecture of charcoal rot (Macrophomina phaseolina) resistance in soybean 
revealed using a diverse panel. Frontiers in Plant Science, 8, 1626. DOI: 10.3389/fpls.2017.01626  

Dat, J., Vandenabeele, S., Vranova, E. V. M. M., Van Montagu, M., Inzé, D., & Van Breusegem, F. (2000). 
Dual action of the active oxygen species during plant stress responses. Cellular and Molecular Life 
Sciences CMLS, 57, 779-795. DOI: 10.1007/s000180050041 

Derakhshan, A., Babaeizad, V., Panjekeh, N., & Taheri, A. (2020). Study of biochemical and molecular 
changes of iranian rice cultivars in interaction with bacterial pathogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
causes leaf blight disease. Journal of Crop Breeding, 12(36), 77-89. DOI: 10.52547/jcb.12.36.77  
[In Persian] 

Díaz-Vivancos, P., Rubio, M., Mesonero, V., Periago, P. M., Ros Barceló, A., Martínez-Gómez, P., & 
Hernández, J. A. (2006). The apoplastic antioxidant system in Prunus: response to long-term plum pox 
virus infection. Journal of Experimental Botany, 57(14), 3813-3824. DOI: 10.1093/jxb/erl138 

Fuhlbohm, M. J., Ryley, M. J., & Aitken, E. A. B. (2013). Infection of mungbean seed by Macrophomina 
phaseolina is more likely to result from localized pod infection than from systemic plant infection. Plant 
Pathology, 62(6), 1271-1284. DOI: 10.1111/ppa.12047 

Gechev, T. S., Gadjev, I., Van Breusegem, F., Inzé, D., Dukiandjiev, S., Toneva, V., & Minkov, I. (2002). 
Hydrogen peroxide protects tobacco from oxidative stress by inducing a set of antioxidant enzymes. 
Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 59, 708-714. DOI: 10.1007/s00018-002-8459-x 

Ghorbanipour, A., Rabiei, B., Rahmanpour, S., & Khodaparast, S. A. (2023). Evaluation of Soybean 
Genotypes Yield and Yield Stability Under Charcoal Rot Disease Conditions using GGE Biplot 
Method. Journal of Crop Breeding. 15(45), 234-242. DOI:10.61186/jcb.15.45.234 [In Persian] 

Halliwell, B. (2006). Reactive species and antioxidants. Redox biology is a fundamental theme of aerobic 
life. Plant Physiology, 141(2), 312-322. DOI: 10.1104/pp.106.077073 

Hartman, G. L., Rupe, J. C., Sikora, E. J., Domier, L. L., Davis, J. A., & Steffey, K. L. (Eds.). (2015). 
Compendium of soybean diseases and pests (pp. 56-59). St. Paul, MN: American Phytopathological 
Society. DOI: 10.1104/pp.106.077073 

Jardine, D. J., & Pearson, C. A. (1987). Charcoal rot of soybeans. Cooperative Extension Service, Kansas 
State University. 

Kanazawa, S., Sano, S., Koshiba, T., & Ushimaru, T. (2000). Changes in antioxidative enzymes in 
cucumber cotyledons during natural senescence: comparison with those during dark‐induced 
senescence. Physiologia Plantarum, 109(2), 211-216. DOI: 10.1034/j.1399-3054.2000.100214.x 

Kangasjärvi, S., Lepistö, A., Hännikäinen, K., Piippo, M., Luomala, E. M., Aro, E. M., & Rintamäki, E. 
(2008). Diverse roles for chloroplast stromal and thylakoid-bound ascorbate peroxidases in plant stress 
responses. Biochemical Journal, 412(2), 275-285. DOI: 10.1042/BJ20080030 

Kannojia, P., Choudhary, K. K., Srivastava, A. K., & Singh, A. K. (2019). PGPR bioelicitors: induced 
systemic resistance (ISR) and proteomic perspective on biocontrol. In PGPR Amelioration in 
Sustainable Agriculture (pp. 67-84). Woodhead Publishing. DOI: 10.1016/B978-0-12-815879-1.00004-
5 

Kar, R. K. (2011). Plant responses to water stress: role of reactive oxygen species. Plant Signaling & 
Behavior, 6(11), 1741-1745. DOI: 10.4161/psb.6.11.17729 

Koc, E., & Üstün, A. S. (2012). Influence of Phytophthora capsici L. inoculation on disease severity, 
necrosis length, peroxidase and catalase activity, and phenolic content of resistant and susceptible 
pepper (Capsicum annuum L.) plants. Turkish Journal of Biology, 36(3), 357-371. DOI: 10.3906/biy-
1109-12 

Kumari, N., Sharma, I., Alam, A., & Sharma, V. (2015). Oxidative stress and role of antioxidant machinery 
in two cultivars of sorghum (Sorghum bicolor L.) to combat the damage induced by Macrophomina 
phaseolina. European Journal of Biotechnology and Bioscience, 3(4), 5-13. 

Kumari, R., Shekhawat, K. S., Gupta, R., & Khokhar, M. K. (2012). Integrated management against root-
rot of mungbean [Vigna radiata (L.) Wilczek] incited by Macrophomina phaseolina. Journal of Plant 
Pathology and Microbiology, 3(5), 136. DOI: 10.4172/2157-7471.1000136 

Lavania, M., Chauhan, P. S., Chauhan, S. V. S., Singh, H. B., & Nautiyal, C. S. (2006). Induction of plant 
defense enzymes and phenolics by treatment with plant growth–promoting rhizobacteria Serratia 
marcescens NBRI1213. Current Microbiology, 52, 363-368. DOI: 10.1007/s00284-005-5578-2 

 
 اله قاسمی عمران و ولی زاداله بابایی، ولیعلی تاجیک قنبری ، محمدفاطمه جعفری پطرودی هسید

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
jc

b.
20

24
.1

59
9 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
04

 ]
 

                            11 / 12

http://dx.doi.org/10.61882/jcb.2024.1599
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-1599-en.html


 99 .......... ........................ .......................................................................... ...................... رقم مقاوم و حساس و ارزیابی ارقام مختلف سویا و بررسی تغییرات بیوشیمیاییشناسایی 

Mengistu, A., Ray, J. D., Smith, J. R., & Paris, R. L. (2007). Charcoal rot disease assessment of soybean 
genotypes using a colony‐forming unit index. Crop Science, 47(6), 2453-2461. DOI: 
10.2135/cropsci2007.04.0186 

Mufti, R., & Bano, A. (2019). PGPR-induced defense responses in the soybean plant against charcoal rot 
disease. European Journal of Plant Pathology, 155, 983-1000. DOI: 10.1007/s10658-019-01828-6 

Passardi, F., Cosio, C., Penel, C., & Dunand, C. (2005). Peroxidases have more functions than a Swiss army 
knife. Plant Cell Reports, 24, 255-265. DOI: 10.1007/s00299-005-0972-6 

Pawlowski, M. L., Hill, C. B., & Hartman, G. L. (2015). Resistance to charcoal rot identified in ancestral 
soybean germplasm. Crop Science, 55(3), 1230-1235. DOI: 10.2135/cropsci2014.10.0687 

Ramzan, M., Sana, S., Javaid, N., Shah, A. A., Ejaz, S., Malik, W. N., ... & Danish, S. (2021). Mitigation 
of bacterial spot disease induced biotic stress in Capsicum annuum L. cultivars via antioxidant enzymes 
and isoforms. Scientific Reports, 11(1), 9445. DOI: 10.1038/s41598-021-88797-1 

Rayatpanah, S., Forotan, A. and oladi, M. (2002). Assessment of the Susceptibility of Common Soybean 
Cultivars to Charcoal Rot Disease in Mazandaran Province. the Proceeding of the 15th Iranian Plant 
Protection Congress, Kermanshah, Iran. [In Persian] 

Romero Luna, M. P., Mueller, D., Mengistu, A., Singh, A. K., Hartman, G. L., & Wise, K. A. (2017). 
Advancing our understanding of charcoal rot in soybeans. Journal of Integrated Pest Management, 8(1), 
8. DOI: 10.1093/jipm/pmw020 

Sasaki, K., Iwai, T., Hiraga, S., Kuroda, K., Seo, S., Mitsuhara, I., ... & Ohashi, Y. (2004). Ten rice 
peroxidases redundantly respond to multiple stresses including infection with rice blast fungus. Plant 
and Cell Physiology, 45(10), 1442-1452. DOI: 10.1093/pcp/pch165 

Sinclair, J. B., & Backman, P. A. (1989). Compendium of soybean diseases. The American 
Phytopathological Society, 30-33. 

Su, Y., Guo, J., Ling, H., Chen, S., Wang, S., Xu, L., ... & Que, Y. (2014). Isolation of a novel peroxisomal 
catalase gene from sugarcane, which is responsive to biotic and abiotic stresses. PLoS One, 9(1), 
e84426. DOI: 10.1371/journal.pone.0084426 

Tang, W., & Newton, R. J. (2005). Peroxidase and catalase activities are involved in direct adventitious 
shoot formation induced by thidiazuron in eastern white pine (Pinus strobus L.) zygotic embryos. Plant 
Physiology and Biochemistry, 43(8), 760-769. DOI: 10.1016/j.plaphy.2005.05.008 

Thakker, J. N., Patel, S., & Dhandhukia, P. C. (2013). Induction of defense‐related enzymes in banana 
plants: effect of live and dead pathogenic strain of Fusarium oxysporum f. sp. Cubense. International 
Scholarly Research Notices, 2013(1), 601303. DOI: 10.5402/2013/601303 

Van Loon, L. C. (1997). Induced resistance in plants and the role of pathogenesis-related proteins. 
European Journal of Plant Pathology, 103, 753-765. DOI: 10.1023/A:1008638109140 

Venugopala, K. N., Rashmi, V., & Odhav, B. (2013). Review on natural coumarin lead compounds for their 
pharmacological activity. BioMed Research International, 2013(1), 963248. DOI: 
10.1155/2013/963248 

Vera, P., Tornero, P., & Conejero, V. (1993). Cloning and expression analysis of a viroid-induced 
peroxidase from tomato plants. Molecular Plant-Microbe Interactions: MPMI, 6(6), 790-794.  

Wan, R., Hou, X., Wang, X., Qu, J., Singer, S. D., Wang, Y., & Wang, X. (2015). Resistance evaluation of 
Chinese wild Vitis genotypes against Botrytis cinerea and different responses of resistant and 
susceptible hosts to the infection. Frontiers in Plant Science, 6, 854. DOI: 10.3389/fpls.2015.00854 

Willekens, H., Chamnongpol, S., Davey, M., Schraudner, M., Langebartels, C., Van Montagu, M., ... & 
Van Camp, W. (1997). Catalase is a sink for H2O2 and is indispensable for stress defence in C3 plants. 
The EMBO Journal, 16(16), 4806-4816. DOI: 10.1093/emboj/16.16.4806 

Yoshimura, K., Yabuta, Y., Ishikawa, T., & Shigeoka, S. (2000). Expression of spinach ascorbate 
peroxidase isoenzymes in response to oxidative stresses. Plant Physiology, 123(1), 223-234. DOI: 
10.1104/pp.123.1.223 

Zeffa, D. M., Fantin, L. H., Koltun, A., de Oliveira, A. L., Nunes, M. P., Canteri, M. G., & Gonçalves, L. 
S. (2020). Effects of plant growth-promoting rhizobacteria on co-inoculation with Bradyrhizobium in 
soybean crop: a meta-analysis of studies from 1987 to 2018. PeerJ Journals, 8, e7905. DOI: 
110.7717/peerj.7905 

 

 
 اله قاسمی عمران و ولی زاداله بابایی، ولیعلی تاجیک قنبری ، محمدفاطمه جعفری پطرودی هسید

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
88

2/
jc

b.
20

24
.1

59
9 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
04

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            12 / 12

http://dx.doi.org/10.61882/jcb.2024.1599
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-1599-en.html
http://www.tcpdf.org

