
  ايران علوم گياهان زراعي مجله 
 )35-45 (1392، 1 شماره ،44دوره 

 :Mentesari@ut.ac.ir E-mail  09375932562 :تلفن   محمد انتصاري : نويسنده مسئول*

  زني، صفات فيزيولوژيكي، آنزيم هاي هاي جوانهتاثير بيوپرايمينگ بر مولفه
  ).Phaseolus vulgaris L(  لوبيا كنترل بيماري رايزوكتونياييآنتي اكسيدانت و

  
  4و مسعود احمد زاده 3، محمد دشتكي2، فرزاد شريف زاده*1محمد انتصاري

و دانشيار پرديس كشاورزي و منابع طبيعي   كارشناس دانش آموخته كارشناسي ارشد، دانشيار،،4، 3، 2، 1
  دانشگاه تهران

   )24/8/91:  تاريخ تصويب-  27/10/90: تاريخ دريافت( 
 

  
  چكيده

 
و باكتري Trichoderma spp .در دو آزمايش جداگانه اثر بيوپرايم برخي جدايه هاي 

Pseudomonas fluorescens لوبيا رقم ياس و  بر خصوصيات مورفولوژيكي و فيزيولوژيكي
 گياه )Rhizoctonia solani(همچنين اثر تيمارهاي مذكور بر كنترل بيماري رايزوكتونيا سولاني

آزمايش اول بصورت فاكتوريل در قالب بلوك هاي كامل . مذكور مورد بررسي قرار گرفت
هاي قارچ و باكتري شامل فاكتور اول آزمايش جدايه. تصادفي در سه تكرار اجرا گرديد

Trichoderma harzianum bp4 ،Trichoderma virens As 10-5، Trichoderma atroviride 

Cs2-1شامل بدون پرايم و ها و فاكتور دوم مورد آزمايش تيمارهاي مختلف پرايمينگ بذر 
گيري در اين آزمايش شامل صفات مورد اندازه. پرايم با سولفات روي و ساليسيليك اسيد بود

چه و چه، وزن خشك ساقهگياهچه، وزن خشك ريشه طول چه و ساقهچه، طولطول ريشه
گياهچه، سطح برگ، مقدار كلروفيل، درصد نيتروژن و محتوي آهن و آنزيم هاي آنتي 

تيمارهاي مورد . آزمايش دوم بصورت بلوك كامل تصادفي در سه تكرار بود. اكسيدانت بود
يوپرايم در آزمايش اول و صفت مورد بررسي در اين آزمايش شامل تركيب تيماري مختلف ب

ي كه با سولفات روي هايبذر.  تيمار شده بودهابذرزاي گياهچه هاي حاصل از ارزيابي بيماري
پرايم شده و با تريكودرما تيمار شدند نسبت به بقيه تركيب هاي تيماري خصوصيات رشدي 

ن محتوي آهن بيشتري. از جمله وزن خشك گياهچه، و درصد نيتروژن بيشتري داشتند
)mg/kg6/265 ( از بذور پرايم شده با سولفات روي  و تيمار شده با باكتريUTPF5 بدست 

 تيمار گرديدند داراي UTPF5ي كه با ساليسيليك اسيد پرايم گرديده و با باكتري هابذر. آمد
بيشتري نسبت به ساير تيمارهاي ) APX(U.mg-1proteins 4/17((فعاليت آسكوربات پراكسيداز

بدست %) 33/77(بيشترين كاهش بيماري نيز تحت تاثير تركيب تيماري اخير. آزمايشي بودند
  .آمد

  
   تريكودرما، بيوپرايمينگ، لوبيا، خصوصيات رشدي، آنزيم هاي آنتي :واژه هاي كليدي

  اكسيدانت                             
  

  مقدمه
ين أمحبوبات و در بين آنان لوبيا از مهمترين منابع ت

 25-20لوبيا با دارا بودن  .ين گياهي بشر مي باشندئپروت
- درات با ارزشــ درصد كربوهي65-50ين و ئدرصد پروت

ترين حبوبات از نظر خوراكي در سرتاسر دنيا و همچنين 

مچنين بخاطر قدرت تثبيت ه اين گياه . ايران مي باشد
ازت اتمسفري در ريشه كه سبب حاصلخيزي و اصلاح 

د، از اهميت زيادي برخوردار بوده و داراي خاك مي گرد
 بيشترين سطح زير كشت در بين ساير حبوبات مي باشد

 .(Majnoun Hosseini, 2008) استفاده از عناصر ريز
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 بر مثبت اثراتي داراي )(Zn روي عنصرمغذي بخصوص 

و نخود  گندم مانند درگياهاني زني جوانه و گياهچه رشد
 و با توجه به اينكه ),.Harris  et al (2008بوده است

ترين كمبودهاي كمبود روي يكي از مهمترين و گسترده
باشد كه سبب كاهش در عناصر  ريزمغذي در دنيا مي

در  ) Cakmak, 2008(گرددتوليد محصولات زراعي مي 
شواهد نشان با توجه به اينكه   از اين عنصر حاضرتحقيق

وژيكي مي دهد در طي پرايمينگ مكانيزمهاي فيزيول
ترميم آسيبهاي وارده به : رخ مي دهد، مانندبسياري 

سلولهاي بذر، پيشرفت وقايع متابوليكي كه در فاز دوم 
جذب آب اتفاق افتاده و منجر به خروج ريشه چه مي 
گردند و وقايعي مثل تسهيم بهتر آندوسپرم و مواد 
 ذخيره اي كه اجازه رشد بيشتر جنين را مي دهند،

و  مينگ بذر اتفاق بيافتنديپراممكن است در طي 
براي افزايش . Jie, 2002( كارآيي آن را افزايش مي دهند

 مولفه هاي رشد و همچنين كنترل بيمار هاي خاكزاد،
دراين روش به جاي تيمار شيميايي بذر از عوامل 

كه  بيولوژيك مثل قارچها و باكترها استفاده مي گردد،
 Trichoderma)  مهمترين آنها شامل قارچ تريكودرما

spp.) موناس فلورسنتوو باكتري سود (Pesodomonas 

flurescens) باشد، كه در سالهاي اخير تحقيقات مي
 هايقارچ .وسيعي روي آنها صورت گرفته است

تريكودرما سبب افزايش حلاليت فسفر و عناصر ميكرو 
 قابليت دسترسي اين عناصر را براي گياه افزايش شده و

ش جذب عناصر غذائي در نتيجه فعاليت افزاي. مي دهد
تواند سبب افزايش رشد و هاي تريكودرما نيز ميقارچ

بنيه گياه شده و گياه را در برابر عوامل بيماريزا مقاوم 
 در بسياري از گزارشات Singh et al., 2007).( سازد

هاي كنترل بوسيله تريكودرما خيلي بهتر از قارچ كش
در مقايسه با قارچ كش ه بطوريك شيميايي بوده است

 كنترل بوسيله تريكودرما يك كاهش ،هاي شيميايي
استفاده از  ،در آلودگي بيماري هاي نشان داد33%

 به تيرام كش كربوكسينتريكودرما هارزانيوم و قارچ
بذر براي تيمار شده بهبود  گرم بر كيلوگرم 2ميزان 
  درصد و عملكرد دانه را حدود14 تا 12زني را جوانه

تا 1/44 درصد و شيوع بيماري را حدود 9/72 تا 6/42
هاي  در بين باكتري ).(Dubey, 2007 كاهش داد% 3/60

 به  هاي جنس سودوموناس محرك رشد گياه، باكتري

دليل توزيع گسترده در خاك، توانايي كلونيزه كردن 
ريزوسفر بسياري از گياهان و توليد طيف متنوعي از 

ها  اين باكتري.  اي برخوردارند يژهها از اهميت و متابوليت
اي از صفات محرك رشد گياهي  داراي طيف گسترده
توليد ، (Patten & Glick, 2002) مانند توليد اكسين

 كربوكـسيليك- 1- سـيكلوپروپان مينـوآ( ACCآنزيم 
 ,.Rashid et al) حل كنندگي فسفات ، دي آميناز)اسيد

 د، كيتينازتوليد سيدروفور، ساليسيليك اسي، (2004
(Ajit et al., 2006) باشند كه به  مي  و سيانيد هيـدروژن

طور مستقيم يا غير مستقيم باعث افزايش رشد گياه مي 
تيمارهاي  .(Haas & Geneviève, 2005 )گردند

بيولوژيك رشد گياه را افزايش  و مكانيسم هاي  مقاومت 
 Harman et al., 2007).  (در گياه را فعال مي كنند

ودگي هاي بافت هاي گياهي به اين ريز موجودات آل
موجب القاي تقسيم سلولي توسط سيتوكنين و تشكيل 

مانند قارچ ريشه مايكوريزا،  ساختارهاي ويژه مي شود،
يك رابطه  سودوموناس فلورسنس كه در آن، تريكودرما،

توليد در ضمن . همزيستي دو جانبه با گياه است
هاي جانبي و ش ريشهسيتوكنين در ريشه موجب افزاي
هاي با گراناي گسترش در برگ باعث توليد كلروپلاست

هاي فتوسنتزي با سرعت يافته و كلروفيل و آنزيم
  (Sakakibara, 2006 ).بيشتري ساخته مي شوند

 )ISR(٢ و1(SAR)آنتاگونيست ها از طريق دو مسير
و اين سبب القاي مقاومت در گياه بشوند مي توانند 

 -ب تحت تاثير ساليسيليك اسيد و اتيلن دومسير بترتي
گيرند كه آنزيم هاي آنتي اكسيدانتي جاسمونات قرار مي

سيگنالهااي براي فعال كردن اين مسيرها محسوب مي 
-هاي آنتيسيستم .),Segarra et al 2007(ند وش

اكسيدانتي هاي آنتيها و متابوليتاكسيدانتي شامل آنزيم
متابوليت . سيژن مي شوند فعال اكهايروهگباعث حذف
 يكاسيد آسكورب ،Eاكسيدانتي مانند ويتامين هاي آنتي

ي مها نقش مهو ديگر تركيبات به ويژه در بذر و برگ
 اكسيدانت شاملهاي آنتيآنزيم ).Bailly, 2004( دارند

هاي و آنزيم اكسيد ديسموتازكاتالاز، پراكسيداز، سوپر
نه هاي فعال ديگر باعث حذف و غير فعال شدن گو

                                                                                  
1. systemic acquired resistance  
2. induced systemic resistance 
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 ).,McDonald, 1999 Bailly, 2004( اكسيژن مي شوند
آنزيم كاتالاز به طور مستقيم باعث تجزيه پراكسيد 

. ),Jiang& Huang 2001( شود مي)H2O2(هيدروژن 
 - آنزيم آسكوربات پراكسيداز در چرخه گلوتاتيون

آسكوربات با استفاده از آسكوربات  به عنوان دهنده 
با  كه، جزيه پراكسيد هيدروژن مي شودالكترون موجب ت

اكسيد در حذف پراكسيد هيدروژن و راديكال هاي سوپر
در اين  ).Sung, 1996( وايس مي شوند-طي واكنش هابر

تحقيق سعي بر آن شد تا با بررسي تيمارهاي پرايمينگ 
هاي بذر به همراه مواد بيولوژيك و تاثير آن بر مولفه

ن تاثير آن بر كنترل رشدي، فيزيولوژيكي و همچني
 لوبيا، نگرشي جديد در  Rhizoctonia solaniبيماري 

  .استفاده از تيمارهاي بذري و بيولوژيك را رقم بزنيم
  

   هامواد و روش
 گونه 3جدايه هايي از  مورد استفاده  مواد آزمايشي

لكولي شناسايي وتريكودرما كه قبلاً به كمك روشهاي م
، مورد استفاده قرار )Naimi, et al 2011 (شده بودند

 Trichoderm harzianum bp4،As10-5كه شامگرفتند

Trichoderma virens و Trichoderma atroviride 

Cs2-1و جدايه باكتري . بودند UTPF5 Pseudomonas 

fluorescens و قارچ بيمارگر  Rhizoctonia solani 

(AG4) گروه  بود كه از آزمايشگاه كنترل بيولوژيك
لوبيا سفيد رقم  .زشكي دانشگاه تهران تهيه شدندگياهپ

ياس از بانك ژن گروه زراعت و اصلاح نباتات تهيه 
 و ساليسيليك )ZnSo4(پرايمينگ با سولفات روي .گرديد
 15در دماي  ppm25تيمار.صورت گرفت )SA(اسيد

 ساعت براي ساليسيليك 12درجه سانتي گراد به مدت 
 15 در دماي  ppm 300اسيد و سولفات روي تيمار 

 ساعت به عنوان تيمار 18گراد و زمان درجه سانتي
   .پرايمينگ مورد استفاده قرار گرفت

  بيوپرايمينگ بذور 
 كرده و بعد از ينگ را پرايمهابراي اين كار ابتدا بذر

ذكر گرديد از محيط محلول در بالا مدت معين كه 
 بار شستشو با آب مقطر 3پرايمينگ خارج و پس از 

 ساعت خشك گرديدند و سپس با اسپور قارچ 24ت بمد
ي تيمارها. تريكودرما و سلولهاي باكتري تلقيح شدند

 )2 (پرايمينگ با سولفات روي،) 1( شامل استفاده شده

حالت بدون ) 3(پرايمينگ با ساليسيليك اسيد و 
قارچ هاي  جدايه:پرايمينگ و تيمار بيولوژيك شامل

اس نتري سودومو جدايه از باكيكتريكودرما و 
كه در تركيب با تيمارهاي پرايمينگ به كار  فلورسنس،

تيمار پرايمينگ با ) 1( :برده شد و شاهدها شامل
 ) 3 (پرايمينگ با ساليسيليك اسيد و) 2 (سولفات روي،

حالت بدون پرايم،كه طرح آزمايشي بصورت فاكتوريل در 
 در همه آزمايشات صورت .قالب بلوك كامل تصادفي بود

رفته تركيب هاي تيماري بالا به كاربرده شد و  طرح گ
صفات اندازه گيري . همه تيمارها نيز بدين صورت بود

- چه، طول ساقهطول ريشه: شده در اين آزمايش شامل

چه، وزن خشك چه و طول گياهچه، وزن خشك ريشه
، aچه و وزن خشك گياهچه، سطح برگ، كلروفيلساقه

 آهن و درصد نيتروژن، ، كلروفيل كل، محتويbكلروفيل
فعاليت آنزيم هاي آنتي اكسيدانتي وميزان كنترل 

  .بيماري رايزوكتونيايي لوبيا بود
  اسپور تريكودرماروش آغشته سازي بذر با 

.  تهيه شد PDA1هاي جديد قارچ روي محيط پرگنه
به  قارچ، و متراكم فراوان اسپوردهي و قارچ رشد از پس

 شد شمارش اسپورها  تعداد.شد ريخته سترون ارلن داخل

  با3×107تريكودرما با غلظت  هايجدايه قارچ اسپورهاي

 تهيه استريل مقطر آب با سريالي رقت روش از استفاده

به منظور بهتر چسبيدن اسپور تريكودرما به سطح . شد
مقدار يك درصد متيل سلولز به عنوان لوبيا بذور 

اضافه شد و چسباننده به سوسپانسيون اسپور تريكودرما 
 ميلي 10يون مذكور به نسبت سدر نهايت از سوسپان

 گرم بذر با بذرهاي از پيش سترون شده 100ليتر در هر 
 و 128در داخل ارلن و روي شيكر با دور  و مخلوط شد

بعد از يك ساعت، بذرهاي  . دقيقه قرار گرفتند45زمان 
  سترونتيمار شده روي كاغذهاي سترون در زير هود

 وجود از اطمينان براي .فته تا كاملاً خشك شوندقرار گر

 را در هاگرم از بذر1 بذر، سطح در تريكودرما اسپور
و با   شد بود قرار داده20محلولي كه حاوي تويين 

 100در نهايت استفاده از روش سري رقت سريالي، 
ميكروليتر سوسپانسيون را برداشته و روي محيط كشت 

PDA ي جوانه زده  اسپورها ساعت24 ريخته و بعد از

                                                                                  
1. Potato dextrose agar 
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تعداد اسپورها در سطح بذور به مقدار . شمارش شدند
  ). (Harman, 2008 بود2×107

  روش آغشته سازي بذر با باكتري آنتاگونيست
 به جدايه هاي بذربه منظور آغشته سازي 

. استفاده شد )(weller et al., 1983آنتاگونيست از روش 
يه  ساعته هر جدا48يك لوپ كامل از كشت 

آنتاگونيست باكتريايي روي محيط كينگ بي به فلاسك 
  ميلي ليتر محيط مايع كينگ بي 100هاي حاوي 

 روي دستگاه شيكر  ساعت48و به مدت منتقل شده 
 سلول .گرفت  قرارCº27در دماي)  دور در دقيقه 120(

 10به مدت ( وژيهاي باكتريايي با استفاده از سانتريف
اده شدند و چند بار با رسوب د ) g6000دقيقه در 

محلول نمك فيزيولوژيك براي برطرف شدن باقيمانده 
هاي باكتريايي سپس سلول. محيط غذايي شستشو شدند

سازي يوژ مجدد از اين محلول جدابا استفاده از سانتريف
آنها  1×107شده و بعد از تعيين جمعيت سوسپانسيون 

در محلول يك درصد كربوكسي متيل سلولز در سطح 
  .ذر قرار گرفتندب

  ميزان كلروفيل
از برگ هايي كه براي اندزه گيري ميزان كلروفيل 

 . شدنمو آنها بطور كامل صورت پذيرفته بود استفاده
 ),Arnon (1949 براي اين منظور از روش تغيير يافته

  .استفاده شد
 5 گرم از هر نمونه برگ را در 5/0 بدين ترتيب كه 

ديد و بعد از انجام رگ هموژن% 80تنميلي ليتر اس
 درجه 4 در دقيقه و دماي 13000وژ با دور يفسانتري

 دقيقه مايع روئي برداشته شد و 15سانتيگراد به مدت 
سپس ميزان .  ميلي ليتر رسانده شد10حجم آن به 

 تومترفجذب نور با استفاده از دستگاه اسپكترو
)Shimadzu uv 180 ( 663، 645و در طول موج هاي  

 و مجموع a، bعيين گرديد و غلظت كلروفيل نانومتر ت
�:آنها از طريق روايط زير بدست آمد

 )×V/1000×W 645A(69/2 - )663A ( 7/12= گرم
 aميلي گرم كلروفيل/ بافت 

)×V/1000×W 663A(69/4 - )645A ( 9/22= گرم
 bميلي گرم كلروفيل/ بافت 

)×V/1000×W 663A(02/8 )+ 645A ( 2/20= گرم
  رم كلروفيل كلميلي گ/ بافت 

 حجم نهايي نمونه استخراج شده و  Vدر روابط بالا
Wوزن تر نمونه است .  

  تهيه استانداردهاي پروتئين 
- گيري ميزان پروتئين محلول در عصارهبراي اندازه

استفاده  )(Bradford, 1976 هاي استخراج شده از روش
ميكروليتر از  50پس از استخراج هر آنزيم مقدار . شد

ميكروليتر محلول 2950به  استخراج شده وعصاره 
 دقيقه ميزان جذب 20برادفورد اضافه شد و پس از 

از سرم آلبومين .  نانومتر قرائت شد595مخلوط در 
  . به عنوان پروتئين استاندارد استفاده شد)BSA(گاوي  

  اندازه گيري فعاليت آنزيم كاتالاز
ازت  گرم برگ تازه را در هاون چيني حاوي 1/0ابتدا 

 ريخته و به Tris-HCLمايع پودر كرده و داخل بافر 
دور منتقل كرده و 14000درجه با 4سانتريفيوژ با دماي 

ميلي يك مايع روشناور را برداشته و داخل تيوپ هاي 
ليتري ريخته و فريز كرده و براي مراحل بعدي كار به 

فعاليت آنزيم كاتالاز در .  منتقل گرديد-80يخچال 
C125دماي  ثبت شد به روش اسپكتروفتومتري . 

 240براي خواندن كاتالاز طول موج دستگاه را روي 
. كنيم نانومتر تنظيم كرد و ابتدا دستگاه را صفر مي

+  ميلي ليتر بافر فسفات پتاسيم 3كوويت شاهد شامل 
دستگاه را بعد .  ميكروليتر پراكسيد هيدروژن مي باشد5

كرده و تيمارها را در داخل كوويت از قرائت ،صفر 
 ميكروليتر 100كه شامل مواد بالا به همراه ريختيم 

عصاره استخراجي و سپس دستگاه را استارت 
ميزان پراكسيدهيدروژن تجزيه  ). (Janda, 1999.نموديم

 )ε=39.4 mM-1cm-1(شده با استفاده از ضريب خاموشي
د فعاليت ويژه آنزيم بر اساس ميكرومول پراكسي

هيدروژن تجزيه شده در دقيقه در ميلي گرم پروتئين 
  .بيان شد
  گيري فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز  اندازه

سنجش فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز نيز 
  به روش اسپكتروفتومتري و در دماي،همانند آنزيم قبلي

C125 روش ناكانو و اسدا با استفاده از ) Nakano 

and Asda, 1987(نوع و ميزان مواد . گيري شد  اندازه
 ميلي pH( 50 8/7(بافر فسفات پتاسيم  استفاده شده

 1/0  هيدروژن پراكسيد ميكروليتر،1500 به ميزان مولار
  آسكوربيك اسيد ميكروليتر،400 به ميزان ميلي مولار
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 600  ميلي مولارEDTA1/0  ميكروليتر،400 30%
 ميكروليتر بود 100ه استخراج شده ميكروليتر و عصار

 ميكروليتر 3000كه در نهايت حجم كل محلول برابر
براي گزارش فعاليت ويژه آنزيم براي آسكوربات . گرديد

پراكسيداز به صورت تعداد ميكرومول آسكوربات تجزيه 
زارش گرديد ــن گـشده در دقيقه در ميلي گرم پروتئي

)ε =2.8 mM-1cm-1(.  
  يشدت بيماري زاي

 گرم اينوكلوم بذر 5/1براي  آلودگي گلدان ها  مقدار 
براي تلقيح  Rhizoctonia solaniارزن آلوده به 

   .كيلوگرم خاك به كار گرفته شد1
بدين ترتيب كه نصف گلدان با خاك آلوده پر شد و 

به ارتفاع دو سانتي متر استريل سپس يك لايه خاك 
 در روي و سپس بذرهاي تيمار شده روي آن ريخته شد

 هفته 3بعد از  .و با خاك پوشيده شدند آن قرار گرفتند
ريشه ها به ملايمت در زير آب شسته شدند و شدت 

 اصلاح بيماري آنها بر اساس مقياس يك تا پنج از روش
  . به صورت زير ارزيابي گرديدKim et al, 1997 شده

  .گياهان سالم و بدون هيچگونه علائم آلودگي= 0
ريشه آلوده شده و حداقل يك % 20كمتر از = 1

  .شانكر درشت قهوه اي داشته باشد
  .ريشه داراي شانكرهاي تيپيك باشد% 50حدود = 2
  .ريشه داراي شانكر باشد% 60-70بيش از = 3
از خاك سبز مرگ گياهچه پس از = 4

(Postemergence) سانتي متر 5، طول گياهچه كمتر از 
  .باشد

خاك  از  سبزمرگ گياهچه قبل از= 5
(Preemergence)يا پوسيدگي بذر ،.  

شاخص بيماري برحسب درصد و از رابطه زير 
   .محاسبه شد

  
 تعداد گياهچه ×مخرج كسر حداكثر مقياس آلودگي
 حداكثر شدت هاي كشت شده است كه نتيجه آن

  .بيماري ممكن مي باشد

براي رسم جدول ها و نمودارهاي آماري نيز از نرم 
.  استفاده گرديدWORD  و  EXCEL 2010افزارهاي 

  براي و2/9 نسخه SASبراي محاسبات آماري از نرم افزار
 و آزمون MSTATC از نرم افزار  مقايسه ميانگين ها

 درصد استفاده 5چند دامنه اي دانكن با سطح احتمال 
  .شد

  
  نتايج و بحث

  صفات مورفولوژيكي گياهچه
  چه، ساقه چه و گياهچهطول ريشه

يولوژيك و تيمار پرايمينگ و اثرات تيمارهاي باثر 
درصد معني داري و يك  به ترتيب در سطح  آنهامتقابل

 5چه در سطح اثرات متقابل براي شاخص طول ريشه
  .بود معني داري درصد

كه تركيب تيماري ها نشان داد  مقايسه ميانگين
نگ سولفات روي يتريكودرما هارزيانوم با تيمار پرايم

چه بود به طوري كه اين ريشهداراي بيشترين طول 
البته  .افزايش داده است% 57شاخص را نسبت به شاهد 

اين تركيب تيماري با تركيب تيماري باكتري با 
سيليك اسيد يسال تيمارهاي پرايمينگ با سولفات روي و
تركيب  ).1جدول (در يك گروه آماري قرار گرفتند

ا تيماري پرايمينگ با سولفات روي و قارچ تريكودرم
چه و طول ساقههارزيانوم توانست داراي بيشترين مقدار 

  داري نشان داد،تفاوت معنيو با بقيه تيمارها گياهچه 
توانست اين شاخص ها را بترتيب به  اين تيمار 

در  . درصد نسبت به شاهد افزايش دهد59و  60ميزان 
همه تيمارها، شرايط پرايمينگ نسبت به حالت بدون 

در راستاي آزمايش حاضر،  .تري داشتپرايم كارايي به
 به اين نتيجه  انجام شد  بر روي ذرت كهدر آزمايشي

رسيدند كه افزايش ريشه هاي جانبي و طول ريشه در 
در  . به علت وجود اين تركيبات مي باشدT.h22اثر 
  متيونينمي يابد،متيونين سينتاز افزايش  ها،ساقه

 نوزين متيونينبه اس آدمتيونين را سينتاز مي تواند 
 ،)Shoresh, 2010(  كه پيش ماده اتيلن ميباشد،شود 

هاي تنظيم كند سيستم ثابت مياين موضوعاحتمالاً 
  .تريكودرما مهم هستند اتيلن درارتباط بين گياه و
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  لوبياك  تجزيه واريانس تيمار بيوپرايمينگ با تريكودرما و سودوموناس بر صفات مورفولوژي-1جدول 

 گسطح بر
وزن خشك 

 گياهچه

وزن خشك 
 ساقچه

وزن خشك 
 ريشه چه

طول 
 گياهچه

 طول ساقچه
طول ريشه 

 چه

درجه 
 آزادي

 منابع تغييرات

08/21 ns 025/0 ns 0006/0 ns 028/0 ns 006ns 8/1 ns 28/0 ns 2  تكرار 

92/3153 ** 43/16 ** 45/3 ** 10/5 ** 91/765 ** 5/225 ** 46/164 ** 4  تيماربيولوژيك

02/3567 ** 27/22 ** 86/5 ** 35/5 ** 68/769 ** 2/275 ** 7/125 ** 2  تيمار پرايمينگ

93/150 ** 48/1 ** 38/0 ** 42/0 ** 41/25 ** 98/9 ** 03/7 * 8   تيمار پرايمينگ×تيماربيولوژيك
06/26  08/0  038/0  028/0  52/6  63/2  38/2   اشتباه 28

25/9  55/11  44/10  44/12  5/8  74/10  42/9    %ضريب تغييرات

ns ،*اشدبدرصد مي 1 و 5معني داري در سطح احتمال  نشان دهنده عدم اختلاف معني داري،ترتيب به  **و .  

   تجزيه واريانس تيمار بيوپرايمينگ با تريكودرما و سودوموناس بر صفات فيزيولوژيك لوبيا-2جدول 

فعاليت 
 پراكسيداز

فعاليت 
 كاتالاز

 aكلروفيل  bكلروفيل  كلروفيل كل آهن نيتروژن
رجه د

 آزادي
  منابع تغييرات

76/0 ns 086/0 ns 002/0 ns 19/23 ns 001/0 ns 0002/0 ns 0007/0 ns 2  تكرار

13/90 ** 38/6 ** 712/0 ** 35/5292 ** 54/0 ** 058/0 ** 24/0 ** 4  تيماربيولوژيك

84/95 ** 55/10 ** 44/1 ** 24/5845 ** 025/1 ** 118/0 ** 44/0 ** 2  تيمار پرايمينگ

88/5 ** 02/1 ** 262/0 ** 76/240 ** 06/0 ** 007/0 ** 029/0 ** 8   تيمار پرايمينگ×تيماربيولوژيك

24/0  028/0  007/0  99/9  001/0  0001/0  0005/0  28  اشتباه

36/14  9/11  65/8  18/12  85/10  56/11  21/13   % ضريب تغييرات  

nsاشدبدرصد مي 1معني داري در سطح احتمال   و نشان دهنده عدم اختلاف معني داري ترتيب به**، و .  

  چه و گياهچهچه، ساقهوزن خشك ريشه
اين شاخص هاي رشدي توانستند تحت تاثير 
تيمارهاي مورد آزمايش قرار بگيرند بطوريكه اثرات 

دار  درصد معنييكمتقابل و اصلي آنها در سطح احتمال 
با توجه به معني دار بودن اثرات متقابل مقايسه . بود

 همان طور كه .صورت پذيرفتميانگين نيز بر روي آن 
 مشاهده مي گردد بهترين تركيب تيماري )3(در جدول 

كه در مورد اين صفات توانست بيشترين مقدار را داشته 
باشد، تركيب تيماري قارچ تريكودرما هارزيانوم با بذور 

اين تركيب . پرايمينگ شده توسط سولفات روي بود
 و گياهچه چهچه، ساقهتيماري توانست وزن خشك ريشه

 25/64، 6/65را نسبت به شاهد سولفات روي به ترتيب 
 )3(با توجه به جدول .  درصد افزايش دهد93/64و 

مشخص مي گردد كه تركيب مواد بيولوژيك با بذور 
پرايمينگ شده نسبت به تركيب با بذور بدون پرايمينگ 

داري بر شاخص هاي نامبرده داشته است، تاثير معني
 قارچ تريكودرما هارزيانوم با بذور بطوريكه تركيب

پرايمينگ شده توسط سولفات روي نسبت به بذور كه 
چه، پرايمينگ نشده بودند توانست وزن خشك ريشه

 درصد 6/52 و 50، 29/52چه و گياهچه را بترتيب ساقه

بيان  Bennett et al (2009) .داري دهدافزايش معني
 پياز نسبت به داشتند كه تيمار دروم پرايمينگ هويج و

شرايط شاهد و پرايمينگ توانسته بود وزن تر گياهچه 
  .ها، شاخص برداشت و سرعت سبز شدن را افزايش دهد

  كلروفيل برگ حتوي مو سطح برگ 
بيشترين مقدار سطح برگ در اثر تركيب تيماري 
قارچ تريكودرما هارزيانوم با بذور پرايمينگ شده با 

 به بذور بدون بطوريكه نسبت. سولفات روي بود
درصد و  29پرايمينگ شده همراه با تريكودرما، توانست 

درصد افزايش معني  47نسبت به شاهد بدون پرايمينگ 
گردد، مشاهده مي) 3(همانطور كه در جدول. داري دهد

همه تركيبات تيمارهاي بيولوژيك با بذور پرايمينگ 
شده با سولفات روي، نسبت به ديگر تركيبات پرايمينگ 

  .ارايي بالاتري داشته استك
 و كل در بين تيمارهاي  a،b هايميزان كلروفيل

باكتري و قارچ هاي آنتاگونيست و تيمار  اعمال شده،
 يكپرايمينگ و اثر متقابل اين تيمارها در سطح احتمال 

محتوي  ).2جدول(داري داشتند درصد اختلاف معني
لف  و كل نيز تحت تأثير تيمارهاي مختa ،bكلروفيل 

 نوع كلروفيل 3بطوريكه در هر . بيوپرايمينگ قرار گرفت
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تركيب تيماري بذور پرايمينگ شده با سولفات روي و 
قارچ تريكودرما هارزيانوم داراي بيشترين مقدار و با بقيه 

  .داري بودندتيمارها داراي اختلاف معني

  
  اكتري سودوموناس و پرايمينگ بر روي صفات مورفولوژيك لوبيا مقايسه ميانگين اثر متقابل تيمارهاي قارچ تريكودرما، ب-3جدول 

  سطح برگ
  )سانتي مترمربع(

وزن خشك 
  )گرم( گياهچه

وزن خشك 
  )گرم(ساقه چه

وزن خشك 
 )گرم(ريشه چه

  طول گياهچه
 )سانتي متر(

  طول ساقه چه
 )سانتي متر(

 طول ريشه چه
 )سانتي متر(

عامل  پرايمينگ
 پرايمينگ

  تيمار
 عامل بيولوژيك

3/204 a 87/7 a 4a 87/3 a 33/64 a 67/34 a 67/29  a سولفات روي  
191b 517/5 de 56/2 de 95/2 bc 57bc 33/31 b 67/25  bc سيدا سيليكيسال  T. harzianum 

3/158 f 733/3 f 2fg 733/1 d 67/45 fg 33/23 d 33/22  de بدون  پرايمينگ  

7/185 bcd 183/6 c 367/3 b 817/2 bc 67/53 cd 28c 67/25  bc لفات رويسو  
179cde 5/5 de 767/2 d 733/2 c 67/51 de 67/28 c 23 cde سيليك اسيديسال T. viren 

3/148 fg 267/3 f 767/1 g 5/1 d 67/43 g 23d 67/20  ef بدون  پرايمينگ  

3/170 e 567/5 de 9/2 cd 667/2 c 67/51 de 67/27 c 24cd سولفات روي  
3/155 f 533/5 de 767/2 d 767/2 c 67/48 ef 33/27 c 33/21 def سيليك اسيديسال T. atroviride 

144g 367/3 f 667/1 g 7/1 d 33/39 h 20e 33/19 f بدون  پرايمينگ  

7/187 bc 033/7 b 233/3 bc 8/3 a 33/58 b 31b 33/27 ab سولفات روي  
7/176 de 9/5 cd 8/2 d 1/3 b 54bcd 27c 27ab سيليك اسيديسال Utpf5 
3/158 f 033/5 e 267/2 ef 767/2 c 38h 19e 19f بدون  پرايمينگ  

66/137 hi 76/2 g 433/1 g 33/1 e 66/33 i 33/17 e 33/16 g سولفات روي  
6/141 gh 83/2 g 5/1 g 33/1 e 66/33 i 18e 67/15 g عامل بيولوژيك بدون سالسيليك اسيد  
33/129 i 06/2 h 066/1 h 1f 3/26 j 66/13 f 67/12 h بدون  پرايمينگ  

.باشندنمي دارمعني درصد 5 سطح در دانكن ايدامنه چند آزمون برحسب آماري نظر از باشند مشترك حرف يك داراي كه ستون هر اعداد 
  

 و a  ،bبطوريكه اين تركيب تيماري ميزان كلروفيل
كل را نسبت بذور بدون پرايمينگ همراه با تريكودرما 

 درصد افزايش و نسبت به شاهد 58 و 60، 57بترتيب 
 درصد 6/86 و 9/46، 8/85سولفات روي به ميزان 

در راستاي نتايج اين . داري نشان دادافزايش معني
تريكودرما توانست هم سطح برگ و مقدار آزمايش 

 و همچنين فتوسنتز را درگياه ذرت افزايش بدهد
فتوسنتز در گياه آرابيدوپسيس در مشاهده شده كه 

نوري با حضور تريكودرما نزديك به شرايط تنش ايط رش
  Harman, 2005). ( نرمال بود

  محتوي آهن و نيتروژن برگ 
تروژن برگ لوبيا توانست تحت يمحتوي آهن و ن

و در سطح گرفت تاثير تيمارهاي اعمال شده قرار 
درصد اثرات اصلي و اثرات متقابل آن معني يك احتمال 
ميليگرم  6/265 با ميزان UTPF5تيمار باكتري. دار گردد

 بقيه تيمارها بر گرم داراي بيشترين ميزان آهن و با
توانست نسبت به  و نشان داد داريداراي اختلاف معني
ميزان .  درصدي داشته باشد55/37شاهد يك افزايش 

نيتروژن تيمار تركيبي پرايمينگ با سولفات روي به 
 در واحد 83/4همراه قارچ تريكودرما هارزيانوم به ميزان 

و نسبت به ساير ه درصد داراي بيشترين مقدار بود
 سولفات روي و تريكودرما بهتر يتيمارهابويژه ارها تيم
 از جمله دلايلي كه مي تواند اين ويژگي جذب مواد .بود

غذايي توسط اين قارچ را توجيه كرد به خاطر اين مي 
 گلوكونيك،:  تريكودرما اسيدهاي ارگانيك مثلباشد كه 

 خاك را كاهش مي PHسيتريك يا فوماريك اسيد كه 
مواد ريز مغذي و  ها،دهد فسفاتدهد و اجازه مي 

هاي معدني شبيه آهن، منگنز و منيزيوم كه براي كاتيون
 ,Harman ( توليد نمايندباشندميمتابوليسم گياه مهم 

2005.(   
  فعاليت آنزيم هاي آنتي اكسيدانتي 

ها و مقايسات ميانگين بين نتايج تجزيه واريانس
 قارچ تيمارهاي اعمال شده نشان داد كه تيمارهاي

تريكودرما، باكتري سودوموناس فلورسنس و تيمار 
پرايمينگ  واثرات متقابل اين تيمارها در سطح احتمال 

  ) 4(دول ـه در جــور كـهمانط.  شد درصد معني داريك
مشاهده مي شود در مورد آنزيم كاتالاز بيشترين فعاليت 

سيليك يآنزيم مربوط به تيمار تركيبي پرايمينگ با سال
، كه نسبت به شاهد بود  T.virens استفاده از قارچاسيد و
فعاليت آنزيم  .درصد افزايش فعاليت آنزيم بود 65داراي 
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نيز تحت تاثير تيمارهاي اعمال  آسكوربات پراكسيداز
شده بر لوبيا قرار گرفت به طوري كه اختلاف تيمارها در 

) 3(طبق جدول .درصد معني دار بوديك سطح احتمال 
 وپرايمينگ با UTPF5 باكتري تركيب تيماري

يت آنزيم لسيليك اسيد داراي بيشترين ميزان فعايسال
داشت  درصد افزايش 66/76نسبت به شاهد  بود  و

 (2010) نتايج ما در راستاي يافته هاي). 3جدول(

,Mastouri مي باشد كه به اين نتيجه رسيدند كه  
بذور با تريكودرما باعث افزايش آنتي آغشته كردن 

 ها را كاهش ميدهد ROSها گرديده و ميزان سيدانتاك
و اين همان خصوصيت القاي مقاومتي است كه توسط 

  .افتدمياتفاق اين آنتاگونيست 
  

   مقايسه ميانگين اثر متقابل تيمارهاي قارچ تريكودرما، باكتري سودوموناس و پرايمينگ بر روي صفات فيزيولوژيك لوبيا-4جدول 
فعاليت آسكوربات 

ميكرومول  (راكسيدازپ
آسكوربات بر دقيقه در 

 )ميليگرم پروتئين

ميكرومول  (فعاليت كاتالاز
پراكسيد هيدروژن بر دقيقه 

 )در ميليگرم پروتئين

محتوي 
 (%)نيتروژن

  محتوي آهن
ميلي گرم بر (

 )كيلوگرم برگ

 كلروفيل كل
گرم /گرم ميلي(

 )بافت

-ميلي( bكلروفيل 

  )گرم بافت/گرم
- ميلي( aكلروفيل

 )بافت گرم/گرم 
 پرايمينگسطح 

عامل 
 بيوپرايمينگ

45/8 fg 973/2 f 837/4 a 1/256 b 02/2 a 66/0 a 36/1 a سولفات روي  

14/12 c 267/4 c 547/3 c 5/212 e 795/1 c 585/0 c 21/1 c سيليك اسيديسال T.harzianum 

396/6 h 267/2 h 35/3 e 6/139 g 275/1 h 412/0 h 863/0 g بدون  پرايمينگ  

076/9 ef 5/3 de 883/3 c 225d 73/1 de 5637/0 de 167/1 cd سولفات روي  

58/15 b 6a 5/3 de 3/201 f 476/1 g 4787/0 g 997/0 f سيليك اسيديسال T.viren 

776/7 g 3f 36/3 e 187h 135/1 i 3497/0 j 7853/0 h بدون  پرايمينگ  

966/7 g 667/2 g 73/3 c 3/213 e 682/1 ef 5483/0 ef 134/1 de سولفات روي  

766/9 e 267/3 ef 527/3 d 198fg 636/1 f 5327/0 f 103/1 e سيليك اسيديسال T.atroviride 

766/7 g 6/2 g 353/3 e 3/185 h 141/1 i 3677/0 i 773/0 h بدون  پرايمينگ  

91/11 c 733/3 d 067/4 b 6/265 a 916/1 b 626/0 b 29/1 b سولفات روي  

14/17 a 367/5 b 84/3 c 8/236 c 769/1 cd 577/0 cd 192/1 c ك اسيدسيلييسال Utpf5 

85/10 d 4/3 e 543/3 d 4/217 e 294/1 h 4187/0 h 8753/0 g بدون  پرايمينگ  

03/6 h 433/2 gh 156/3 g 03/175 i 082/1 ij 3504/0 ij 7316/0 k شاهد سولفات روي  

1/4 i 2/2 hi 25/3 fg 66/184 h 089/1 ij 3527/0 ij 7363/0 jk سيليك اسيديسال 

عامل  بدون
 بيولوژيك 

4j 1/2 i 16/3 g 86/165 j 066/1 j 3454/0 j 721/0 k بدون پرايمينگ    
  .باشندنمي دارمعني درصد 5 سطح در دانكن ايدامنه چند آزمون برحسب آماري نظر از باشند مشترك حرف يك داراي كه ستون هر اعداد*

  
  شدت بيماري زايي
اختلاف بين تيمارهاي آزمايشي ) 5(براساس جدول

يك سطح احتمال  زايي در يبر روي صفت شدت بيمار
   . شددرصد معني دار

) 1(براساس مقايسه ميانگين ترسيم شده در شكل
مشاهده مي گردد كه تيمار ساليسيليك اسيد به همرا 

 درصد بيشترين كاهش را  در 33/77با  UTPF5باكتري 
بيماري داشت كه اين كاهش نسبت به شرايط بدون 

در  .د درصد بهبود نشان دا45پرايمينگ در اين باكتري 
همه تيمارها شرايط پرايمينگ با آنتاگونسيت هاي 

نتايج با  اين .موجود بهتر از شرايط بدون پرايمينگ بود
نگ ي كه از تيمار بيوپرايمBegum et al (2010)نتايج 

 بذر سويا با تريكودرما براي مقابله با بيمارگر

Colletotrichum truncatum همچنين و  Abuamsha 

et al (2011)براي كنترل  كه maculans 
Leptosphaeria  از بيوپرايمينگ با باكتري سودوموناس

عضي از گونه هاي ب.  استفاده كردند مطابقت دارد
 با T. harzianum وT. viride تريكودرما از جمله،

برخورداري توأم از خواصي مثل ميكوپارازيتيسم ، آنتي 
 قارچ بايوزيس و قابليت رقابت ساپروفيتي قادرند جمعيت

هاي بيماريزا را به ميزان قابل توجهي كاهش 
ولي در شرايط طبيعي به  )Soltani et al, 2005(دهند

دليل پايين بودن واحد هاي تكثيري آنها در خاك، به 
نحو موثري دركنترل بيماري هاي قارچي موثر نيستند 

)et al., 2008 Cavalcante.(   
تكثيري يكي از روشهايي كه باعث افزايش واحدهاي 

مي گردد استفاده از تيمارهاي پرايمينگ در تلفيق با 
  .آنتاگونيست ها مي باشد
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  تجزيه واريانس تيمار بيوپرايمينگ با تريكودرما و سودوموناس برشدت بيماري زايي لوبيا -5جدول

 شدت بيماري زايي

درجه 
 منابع تغييرات آزادي

5833/3  2  تكرار

25417/2198 ** 15  دتيمار با شاه

3833/10  30   اشتباه
20/13   %ضريب تغييرات 

ns ،*معني داري   نشان دهنده عدم اختلاف معني داري،**و
  .اشدبدرصد مي 1 و 5در سطح احتمال 

                         

  
   مقايسه ميانگين تيمار بيوپرايمينگ با تريكودرما و سودوموناس برشدت بيماري زايي لوبيا- 1شكل 

  
  كلي گيري نتيجه

ان داشت كه استفاده از بيبطور كلي مي توان 
 پرايمينگ شده هايتيمارهاي بيولوژيك به همراه بذر

مي تواند نسبت به شرايطي كه بذور بدون اين تركيب 
) حتي اگر يكي از اين تيمارها باشد(تيماري باشند 

  اي ـاليت هــكارايي مولفه هاي جوانه زني و همچنين فع

نتايج نشان داد كه . ا بهبود ببخشدفيزيولوژيكي گياه ر
ن پرايمينگ در تركيب با وتيمار پرايمينگ نسبت به بد

در رابطه با كنترل . مواد بيولوژيك كارايي بهتري داشتند
بيماري نيز تركيب هاي تيماري پرايمينگ با مواد 
بيولوژيك نسبت به ساير تركيب هاي تيماري توانست 

  .دــر قرار دهــت تاثيــشدت بيماري زايي را تح
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