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  چكيده

  Pythium aphanidermatum از جملـه  . باشـد  يكي از عوامل مهم پوسيدگي ريشه و طوقه خيار بخصوص در آب و هواي گرم و مرطوب مي
بـدين منظـور از   . باشـد  يا بعضي تركيبات شيميائي مـي  ها و هاي بيولوژيك و القاء مقاومت گياه بوسيله ميكروارگانيسم راه هاي مبارزه با اين بيماري روش

ابتدا بهترين زمان اسـتفاده از   .جهت القاء مقاومت در خيار بر عليه بيماري پوسيدگي ريشه و طوقه استفاده شد Trichoderma harzianum Biگونه 
ادند كـه  نتايج بدست آمده نشان د. انجام آزمايشي در قالب طرح كاملاً تصادفي در شرايط گلخانه مورد بررسي قرار گرفت قارچ مزبور در كنترل بيماري با

ــرين درصــد پوســيدگي ريشــه و بيشــترين وزن     ــاء شــده و در نتيجــه كمت ــر بيشــترين مقاومــت الق ــه  ت ــيريشــه درگياهچــه هــاي ماي ــا  زن شــده ب
P.aphanidermatum  ريشه بوسيله  تيماردر روز هفتم بعد ازT. harzianum Bi يـزوزايم  آپراكسيداز،   بررسي تغييرات فعاليت آنزيم. يدآ بوجود مي

بـا اسـتفاده از روش هـاي    درگياهچـه خيـار القـاء شـوند      T. harzianum Biكه مي تواننـد بوسـيله    آن و پروتئين هاي محلول در عصاره ريشههاي 
نشان  P. aphanidermatumبا  زنيقبل و بعد از مايه  ،T. harzianum Bi، در گياهچه هاي خيار تيمار شده با قارچ بومي كالريمتري و الكتروفورز

ازريـابي فعاليـت پراكسـيداز براسـاس     . باشـد  مـي  در ارتباط با حـداكثرفعاليت آنـزيم پراكسـيداز    T. harzianum Biه القاء مقاومت توسط جدايه داد ك
ر نـور د  اكسيداسيون گوئيكول در حضور پراكسيد هيدروژن و تغيير رنگ محلول به نارنجي متمايل به قرمز و با استفاده از انـدازه گيـري تغييـرات جـذب    

يك به تنهائي  در بررسي مشابهي مشخص شد كه قارچهاي تريكودرما و پيتيوم هر .دقيقه بر حسب ميلي گرم پروتئين محلول در عصاره ريشه انجام شد
 ني مدت تـر مـي  و طولا ر، پايدارترتبيش يكديگر به همراهولي مقاومت القاء شده توسط هر دو قارچ . توانند باعث القاء مقاومت در گياهچه خيار گردند مي
   .باشد

  
مبارزه بيولوژيك، مقاومـت   ي ريشه و طوقه،گ، پوسيدPythium aphanidermatum ،Trichoderma harzianum Bi :هاي كليدي واژه

  القائي، پراكسيداز
  
    1  مقدمه

از  Pythium aphanidermatumدر بين گونه هـاي پيتيـوم،   
، يشه و طوقه خيـار و عامل پوسيدگي ر جمله بيمارگرهاي مهم گياهي

با گسترشي جهاني و دامنه ميزباني وسيع بخصوص در مناطق گـرم و  
از جمله راه هاي مبارزه با اين بيماري، كنتـرل   ).1( مي باشدها  گلخانه

اخيراً تحقيقات بسياري پيرامـون مقاومـت القـايي    . بيولوژيك آن است

                                                            
گـروه گياهپزشـكي، دانشـكده     دانشـيار و  ارشـد دانشجوي سابق كارشناسـي   -2و1

  مشهد دانشگاه فردوسي كشاورزي،
  Email: asadeh_m@yahoo.com):نويسنده مسئول -(*
پــرديس ( دانشــگاه تهــران دانشــكده كشــاورزي، اســتاديار گــروه گياهپزشــكي، -3

   )ابوريحان

ت شـود، صـور   گياه كه توسط محرك هاي خارجي در گياه اعمال مـي 
يـا عوامـل غيـر    ( بطوركلي پس از شناسائي بيمـارگر . )7( گرفته است

توسط ميزبان، مكانيزم هاي دفاعي آن به صورت موضعي يـا  ) بيمارگر
تـاكنون عوامـل متعـددي در گياهـان بـه      . سيستميك، فعال مي شوند

از جملـه سـنتز و ترشـح    . عنوان مكانيزم هاي دفاعي شناخته شده اند
هاي  ها، پروتئين خارج سلول، سنتز فيتوالكسين تركيبات فنلي داخل و

هاي غني از اسيدهاي آمينه  مرتبط با بيماري زايي، سنتز گليكوپروتئين
يــا هيدروكســي ) HPRG(غيــر معمــول ماننــد هيدروكســي پــرولين 

  ).24و 23،17(وغيره ) HGRG(گليستين 
از جمله پروتئين هـاي مـرتبط بـا بيمـاري زايـي، مـي تـوان بـه         

براي اولـين بـار مكـو    ). 22( اشاره كرد)  PR-9خانواده ( ها پراكسيداز
ــنش  ) 1968( ــيداز را در واك ــزيم پراكس ــت آن ــاعي، و   دخال ــاي دف ه
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اثر بازدارندگي پراكسيداز را روي رشد عوامـل بيمـاري زا   ) 1969(لهِرر
آنزيم پراكسيداز در قسـمتهاي مختلـف سـلول از جملـه     . اثبات كردند

وم، ديـواره سـلولي و غشـاء سـلولي يافـت      هسته، ميتوكندري، ريبـوز 
 ).11( پراكسيداز شناخته شده است 1چندين آيزوزايم و تاكنون شود مي

هاي متابوليكي اوليه و ثانويه مختلـف   در شماري از عملكرد اين آنزيم
از جمله، در تنفس گياهان عالي، از طريق اكسيداسـيون متابوليتهـا بـا    

، تنظـيم  )11(پذيرنـده الكتـرون   واسطه پراكسيد هيدروژن بـه عنـوان   
 4مونومرهاي اگستنسين 3هاي عرضي ، ايجاد پل)14( 2كشيدگي سلول

، )27و 12(در ديـــواره ســـلولي  5و پلـــي ســـاكاريدهاي فرولويلاتـــه
و رسوب مواد ) 31و 27(، اكسيداسيون فنول )32و16،8(ليگنيفيكاسيون

، )15(هـاي مقاومـت    هاي سلولي در طي واكنش فنولي بر روي ديواره
بعلاوه پراكسـيدازها در مقاومـت   . نقش دارند)  9( 6ها التيام دادن زخم

و پراكسـيد  ) 20(گياه اثر مستقيم داشته و از طريق توليد راديكال آزاد 
، كه براي بعضي بيمارگرهـا سـمي هسـتند، منجـر بـه      )25(هيدروژن 

  .شوند مي) 18(مقاومت گياه در برابر بيمارگر 
كه پراكسيداز زودتـر از تركيبـات ديگـر در    رسد  اينطور به نظر مي

پراكسيداسيون مولكولهاي سوبسترا درگير شود و نهايتاً منجر به تجمع 
ماننــد ( بــالاي تركيبــات ســمي يعنــي تركيبــات فنلــي اكســيد شــده 

اين تركيبات در مقاومت گياه از طريق پتانسيل ضـد  . گردد) 7ها كينون
توجه اين است كه هميشه  نكته قابل). 33(كنند  قارچيشان شركت مي

افزايش فعاليت آنزيم پراكسيداز همراه با واكنش ناسازگار بـين گيـاه و   
، امــا در اغلــب مــوارد فعاليــت پراكســيداز در )34( بيمــارگرنمي باشــد

در اين ).  29و6،10(موقعيت ناسازگاري بيشتر از حالت سازگاري است 
ركي ارائـه دادنـد كـه    براي اولين بار مدا) 35(راستا يديديا و همكاران 

مي تواند بـه سيسـتم ريشـه گيـاه      T. harzianum (T-203)قارچ 
كنـد، و بـدون آنكـه خسـارت قابـل تـوجهي بـه گيـاه وارد          خيار نفوذ 

 -PRكند،باعث تحريك آن بـه توليـد تركيبـات ناپايـداري از جملـه      
هاي مرتبط با بيماري زايي مانند پراكسيداز و كيتيناز گردد، كه  پروتئين

هـاي دفـاعي ميزبـان بـه عهـده       اين تركيبات نقش مهمي در واكنش
هـاي   ساري، نيز افزايش فعاليـت آنـزيم پراكسـيداز را در گنـدم     .دارند
 Pseudomonasو Bacillus pumillus 7Kmكوبي شده با  مايه

fluorescens  )  جدايـهCHAO (    و نقـش آن را در مقاومـت عليـه
  ).2(بيماري پاخوره گندم گزارش كرد 

                                                            
1- Isozyme 
2- Regulation of cell elongation 
3- Cross-linking 
4- Extensin 
5- Feruloylated 
6- Wound-healing 
7- Quinones 

در اين تحقيق تغييرات فعاليت آنزيم پراكسيداز در گياهچـه هـاي   
، قبل و بعـد از  Trichoderma harzianum Biخيار تيمار شده با 

مـورد ارزيـابي قـرار     Pythium aphanidermatumبـا   زنيمايه 
  .گرفته است

  
  مواد و روش ها
   Pythium aphanidermatumتهيه مايه تلقيح

از  Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzpقـارچ  
. بخش گياهشناسي مؤسسه تحقيقات كشاورزي تهـران تهيـه گرديـد   

بـا كمـي   ) 26(جهت تهيه مايـه تلقـيح از روش رامرتـي و همكـاران     
سـانتي متـر مكعـب از خـاك      200در ايـن روش . تغييرات استفاده شد

سانتي متـر مكعـب ماسـه بـادي      200، )داراي بافت لوم شني (باغچه 
ميلي ليتر آب مقطـر، در يـك ارلـن     80گرم آرد ذرت و 40شسته شده،

ميلي ليتري به خوبي مخلوط شد، و دو مرتبه ، بـه فاصـله    1000ماير 
درجه سانتي گراد و فشار يـك اتمسـفر بـه     121ساعت، در دماي  24

سپس چهار قطعـه محـيط كشـت حـاوي     . دقيقه استريل شد 30مدت
، بـه  CMAروي  Pythium aphanidermatumكشت سه روزه 

قطر دو سانتي متر به ارلن مايراضافه شد و به مدت سه هفته در دماي 
كامـل قـارچ،    پـس از رشـد  . درجه سانتي گراد نگهـداري شـد   2±27

محتوي ارلن ماير به هم زده شد و به نسبت پـنج در صـد بـه عنـوان     
 200گـرم اينوكولـوم در   10(خاك گلدان ها مخلوط گرديد بااينوكولوم 

خاك مزرعه، پيت، پرليت و ماسـه بـه نسـبت     شامل نگرم خاك گلدا
2-2-1-1.(  

  
  Trichoderma harzianum Biتهيه مايه تلقيح

 ـ Trichoderma harzianum Biاسـترين   طـور آمـاده از   ه ب
گياهپزشكي ،دانشـكده كشـاورزي دانشـگاه فردوسـي      گروهبانك ژن 

قابليـت  (پس از تك اسپور و خالص كـردن، قـارچ   . دريافت شد مشهد
اثبات شده ) 3(ين استرين در تحريك مقاومت گياه قبلاً توسط ملكي ا

روز در دماي  10بعد از . كشت داده شد PDAروي محيط كشت ) بود
پـنج روزه، بـا    درجه سانتي گراد، سطح ظروف كشت حاوي اسـپور  27

ميلـي ليتـر آب مقطـر اسـتريل      50استفاده از پيپت پاستور خم شـده و 
به خوبي شسته و توسط پارچـه ملمـل    Tween 20حاوي يك قطره 

بـا اسـتفاده از لام هموسـيتومتر تعـداد اسـپورها      . استريل صـاف شـد  
عـدد در   1×107به  آنهابا استفاده از آب مقطر استريل رقت  شمارش و

 7/0جهـت افـزايش چسـبندگي آن بـه ميـزان      . ميلي ليتر رسانده شد
يون اضـافه  با غلظت بالا به سوسپانس ـ 8درصد كربوكسي متيل سلولاز

  .گرديد
                                                            
8- Carboxy Methyl Cellulose (CMC) 
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ــه    ــبت ب ــار نس ــه خي ــت گياهج ــرات مقاوم ــي تغي  Pبررس

. Aphanidermatum   بعــــد از تلقــــيح آن بوســــيله  
 T. harzianum Bi  

تكـرار در   3تيمـار و   8اين بررسي در قالب طرح كاملا تصادفي با 
تيمـار هـاي آزمـايش عبـارت     . به اجرا در آمد )27±2( شرايط گلخانه

 ـ  8بودند از  چ ررداري از گياهچـه هـائي كـه بوسـيله قـا     زمان نمونـه ب
T.harzianum Bi )ــت ــيله   )آنتاگونيســـ ــپس بوســـ و ســـ

P.aphanidermatum )براي ايـن  . آلوده شده بودند) عامل بيماري
 24در  )بـه پيتيـوم   متحمـل ( بدر خيار رقم سـوپردومينوس   96منظور 
گلدان ها بطور يـك  . ميلي ليتري حاوي پرليت كاشته شد 200گلدان 

. ميلي ليتر محلول غذائي هوگلند آبياري شدند 50در ميان بوسيله روز 
روز بعد كه گياهچه ها به مرحلـه سـه برگـي رسـيدند، بـه دقـت از        7

 2پرليت خارج و پس از شستشوي ريشه آنها با آب شهري، بـه مـدت   
كه به  T. harzianum Biاسپور  107دقيقه در سوسپانسيون حاوي 

بـراي  ( تيل سلولز به آن اضافه شده بود درصد كربوكسي م 7/0ميزان 
بـراي تيمـار   . قرار داده شـدند ) بالا بردن چسبندگي اسپورها به ريشه 

درصــد  7/0شــاهد بجــاي سوسپانســيون اســپور از آب مقطــر حــاوي 
گياهچه هـا بلافاصـله بـه گلـدان     . كربوكسي متيل سلولز استفاده شد

آبياري  ل و موردگرمي حاوي خاك اتوكلاو شده گلدان انتقا 200هاي 
بعد از آغشته سـازي ريشـه   روز  11و 9، 7، 5، 3، 1صفر، . قرار گرفتند

و انتقـال آنهـا    T. harzianum Biگياهچه ها بوسيله سوسپانسيون 
  گرم اينوكولوم 10گرمي، هر گلدان با اضافه كردن  200به گلدانهاي 

P. aphanidermatum  و مخلــوط كــردن آن بــا خــاك ســطحي
 8بـه ايـن ترتيـب    . گرديدو بلافاصله آبيـاري گرديـد   يه زنيماگلدانها 

 .Pشـده بـا    مايـه زنـي   ) C(تيمار شـاهد : تيمار به شرح زير تهيه شد
aphanidermatum  تيمار با و بدونT. harzianum Bi  تيمار ،

)T  (     ــا ــه هــ ــه گياهچــ ــازي ريشــ ــته ســ ــه در آن آغشــ كــ
آنهــــــا  مايــــــه زنــــــيو  T.harzianum Biبوســــــيله

در يك روز صورت گرفت،و بـالاخره   P.aphanidermatumبوسيله
ــاي  ــه بــه   dPt 11و dPt1، dPt 3dPt, 5،dPt 7،dPt 9تيماره ك
 ريشـه گياهچـه هـا    آغشـته سـازي  روز بعـد از   11تـا   1ترتيب بـين  

 مايه زني P. aphanidermatum ، بوسيله  T.harzianum Biبا
 .Pبوسـيله   )dPt 11تيمار( آخرين تيمار مايه زنيروز بعد از  7. شدند

aphanidermatum   گياهچه ها به آرامي از گلدانها خارج و پـس ،
از شتشوي ريشه آنها با آب شهري، از نظروزن تر ريشه و شدت علائم 

بـراي  . پوسيدگي در منطقه طوقه و ريشه مـورد ارزيـابي قـرار گرفتنـد    
. اسـتفاده شـد  ) 36(ارزيابي شدت پوسيدگي از روش ژانگ و همكاران 

براي گياهچه هائي كه به طور كامل سالم بوده و  1وش نمره در اين ر
كمتـر از  ( براي پوسـيدگي خفيـف ريشـه     2هيچ علائمي ندارند، نمره 

براي پوسيدگي متوسـط ريشـه    3، نمره .)يك سوم ريشه پوسيده باشد

بـراي پوسـيدگي    4، و نمره .)يا دو سوم ريشه پوسيده باشدسوم يك (
و يـا گيـاه از بـين رفتـه      )م ريشه پوسـيده بيشتر از دو سو(شديد ريشه 

براي محاسبات آماري و . در نظر گرفته مي شود )هچمرگ گياه( باشد
و  MINI TAB 13تجزيه و تحليل داده ها از دو برنامه نرم افزاري 

MSTATCI    و براي رسم نمودارها، از برنامـه نـرم افـزاري ،excel 
  .استفاده گرديد

  
پراكســيد از القــاء شــده  بررســي تغييــرات فعاليــت آنــزيم

  گياهچه خيار درT. harzianum Bi توسط قارچ
با توجه به نتايج آزمايش قبلي كـه نشـان داد بيشـترين مقاومـت     

درروز هفتم بعد از تيمار  P. aphanidermatumگياهچه ها مقابل 
آنها با قارچ تريكودرما بـروز ميكنـد، آزمايشـي در قالـب طـرح كـاملا       

تكراردر شـرايط   4تيمارو  24توريل در دو سطح، تصادفي با آرايش فاك
فاكتور اصلي شامل گياهچه هاي آغشته شده و . گلخانه به اجرا در آمد

تيمار مربوط  6آغشته نشده به تريكو درما ، و فاكتورهاي فرعي شامل 
روز پـي در پـي پـس از آغشـته      6نوبت نمونه برداري در مـدت   6به 

بـراي انجـام ايـن    . تريكودرما بود سازي ريشه گياهچه ها بوسيله قاچ
 48در ) بـه پيتيـوم   متحمـل ( بذر خيار رقم سوپر دومينوس  4آزمايش 

روز در ميان بوسـيله   گرمي حاوي پرليت كاشته شد و يك 200گلدان 
روز بعد گياهچـه   7. ميلي ايتر محلول غذائي  هوگلند آبياري شدند 50

، ) گلـدان  24ه هـاي  گياهچ ـ( ها از پرليت خارج وريشه نيمي از آنهـا  
دقيقـه در   2مانند آنچه در آزمـايش قبلـي توضـيح داده شـد، بمـدت      

در صد كربوكسي متيـل   7/0 اسپور تريكودرما حاوي107سوسپانسيون 
در صــد  7/0بــراي نيمــي ديگــر از محلــول . نــد ســلولزقرار داده شــد

كربوكسي متيل سلولز بدون سوسپانسـيون اسـپور تريكودرمـا  در آب    
 200گياهچه هاي تيمار شده بلافاصله به گلدانهاي . ده شدمقطراستفا

ماننـد روش  (گرمي حاوي خاك گلدان اتوكلاو شده انتقال داده شد ند 
ها در حد معمول بطور يك روز در ميان از كنـاره   آبياري گلدان). قبلي

اولين نمونه برداري جهت اندازه گيري فعاليت . گلدانها صورت پذيرفت
در روز دوم بعـد از آغشـتگي گياهچـه هـا بـا قـارچ        آنزيم پراكسـيداز 

گلـدان آغشـته نشـده     4گلدان آغشته شـده و   4شامل (تريكودرما بود
روز بعد از نمونه  6نمونه برداريهاي دوم تا هفتم يك تا ). بعنوان شاهد

 ـ     . برداري اول انجام شد ه پس از نمونـه بـرداري ريشـه گياهجـه هـا ب
 -oC20آنــزيم پراكســيداز در ملايمــت شســته وجهــت تعــين فعاليــت 

  . نگهداري شدند
  

 بررسي تغييرات فعاليت آنزيم پراكسيداز القاء شده توسط
 T. harzianum Bi  ،P. aphanidermatum  و مخلوط اين دو

  در گياهچه هاي خيار
اين بررسي در قالب طـرح كـاملا تصـادفي بـا آرايـش فاكتوريـل       
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تكـرار در شـرايط گلخانـه     4فاكتور فرعي با 6فاكتور اصلي و  4شامل 
گياهچه هـاي تيمـار    -1: فاكتور هاي اصلي عبارت بودند از.انجام شد

 -3گياهچه هاي تيمار شده با قارج پيتيـوم   -2شده با قارچ تريكودرما 
گياهچه هاي بـدون تيمـار    -4گياهچه هاي تيمار شده با هر دو قارج 

ونه برداري بـين  زمان نم 6: ت بودند ازرفاكتور هاي فرعي عبا). شاهد(
تا  2روز بعد از تيمار گياهچه ها با قارچ تريكودرما، مصادف با  14تا  9
بـذر   4براي اين منظـور  . چ پيتيومرروز بعد از تلقيح گياهچه ها با قا 7

 200گلـدان   96در ) بـه پيتيـوم   متحمـل ( خيار رقم سوپر دومينـوس  
ه كـه در  پس از يك هفته، ماننـد آنچ ـ . گرمي حاوي پرليت كاشته شد

آزمايش اول توضيح داده شد، گياهچـه هـا از پرليـت خـارج و بعـد از      
 107بوسيله سوسپانسـيون  )گلدان 48(آغشته سازي ريشه نيمي از آنها 

صد كربوكسـي  در 0.7اسپور در هر ميلي ليتر آب مقطر استريل حاوي 
درصد كربوكسي متيـل سـلولز    0.7متيل سلولز ونيمي ديگر با محلول 

گرمي حاوي خاك اتوكلاو شـده گلـدان    200به گلدانهاي ياهچه ها گ
 24گلـدان شـامل    48گرم اينوكولوم بـه   10روز  7بعد از .انتقال يافتند

گلـدان بـدون هـيچ تيمـار      24گلدان تيمار شده با قـارچ تريكودرمـا و   
اضافه شد وبلافاصله با خاك قسمت سطحي گلدانها مخلـوط و مـورد   

گرم بسـتر اينوكولـوم    10لدان باقي مانده گ 48به . آبياري قرار گرفتند
گياهچـه  نمونه بـرداري از . اضافه شد P.aphanidermatumبدون 

و 12، 10،11، 9، 8ن فعاليت آنزيم پراكسيداز در روزهـاي  يبراي تعي ها
آغشته سازي ريشه گياهچه ها بوسـيله تريكودرمـا صـورت    از بعد  14

 مايـه زنـي  روز بعـد از   8و  6، 5، 4، 3، 2اين روزها مصادف با . گرفت
براي اين كار گياهچه ها . بود P.aphanidermatumگياهچه ها با 

ها خارج و پش از شتشوي ريشه آنها با آب شهري، تا انـدازه   از گلدان
  . نگهداري شدند -oC20گيري فعاليت آنزيم پر اكسيداز در 

  
استخراج عصاره پروتئيني از ريشه جهت بررسـي فعاليـت   

  داز آنزيم پراكسي
ــه  هــا جهــت بررســي فعاليــت   اســتخراج عصــاره پروتئينــي نمون

بـا  ) 5(روش كن و همكـاران   به پراكسيدازهاي محلول در سيتوپلاسم
بـراي تهيـه بافرهـاي مـورد نيـاز در مراحـل       . تغييراتي صورت گرفت

  .استفاده شد) 30(مختلف تحقيق از روش استول و بلانچارد 
رداري شده پس از آب گيـري  هاي نمونه ب گرم از ريشه 5/0مقدار 

هاون چيني سرد با استفاده از ازت مايع   سطحي با دستمال كاغذي، در 
سپس يـك ميلـي ليتـر بـافر فسـفات      . بصورت پودر نرمي ساييده شد

. به آن اضافه و بخوبي يكنواخت گرديـد )  pH=  6(مولار  1/0سديم 
دقيقـه   20ميلي ليتر منتقل و به مدت  2عصاره حاصل به ميكروتيوب 

درجـه   4به وسيله ميكرو سانتريفوژ يخچالـدار در دمـاي    g15000در 
آن به عنـوان عصـاره پروتئينـي جـدا و      1ژ گرديد و رونشست سانتريفو

                                                            
1- Supernatant  

  .درجه سانتي گراد نگهداري گرديد -20در
  

  ارزيابي مقدار كل پروتئين محلول در عصاره ريشه 
ن موجـود در  جهت تعميم فعاليت آنزيم به واحد ميلي گرم پـروتئي 

بـا   هـا  كل موجـود در عصـاره ريشـه نمونـه    بافت گياه، ميزان پروتئين 
براي انجام اين كارابتـدا  . محاسبه گرديد) 4(استفاده از روش برادفورد 

) ميلـي ليتـري   5(لوله آزمـايش كوچـك   ) سه تكرار(گروه سه تايي  9
. آماده و در هر لوله مقدار سه ميلي ليتر محلول برادفـورد ريختـه شـد   

ميكروليتــر از محلــول   70و60،50،40،30،20،10،5 ســپس مقــادير 
به ترتيب و به طور جداگانه به هر گـروه از  )  BSA(پروتئين استاندارد 

هاي آزمايش اضافه شد و پس از اختلاط كامل، بلافاصـله ميـزان    لوله
با استفاده از دستگاه ) محدوده نور آبي( nm595  =λmaxجذب نور در 
لوله حاوي صفر ميكروليتر محلول پروتئين . قرائت شد 2اسپكتروفتومتر

ميانگين ارقام قرائـت  . استاندارد جهت صفر كردن دستگاه استفاده شد
شده براي هر مقدار پروتئين استاندارد، بـراي تهيـه منحنـي اسـتاندارد     

 . استفاده شد
جهت تعيين مقدار كل پروتئين محلول نمونه هاي گياهي، مطابق 

ميكروليتر عصاره پروتئينـي، ميـانگين    10با استفاده از روش مذكور و 
جذب نور عصاره محاسبه و به كمـك منحنـي اسـتاندارد، مقـدار كـل      
پروتئين محلول در هر نمونه گياهي بصورت ميلي گرم پروتئين در هر 

  . گرم بافت تازه ريشه گياه محاسبه گرديد
  

   عصاره ريشه گياه درارزيابي فعاليت پراكسيداز 
بر اساس اكسيداسيون گوئيكول و تغييـر  يابي فعاليت پراكسيداز ارز

و بـه روش جنينگـز و   رنگ محلول به رنگ نارنجي متمايل بـه قرمـز  
دو ميلي ليتر محلول واكنش . با كمي تغييرات انجام شد) 19(همكاران 

، )=pH 4/5(ميلـي مـول    25شامل مقدار كافي بافر سيترات فسـفات  
ميكروگرم پروتئين باشـد   30ي گياه كه حاويمقداري از عصاره پروتئين

ميلي مـول، پـس از اخـتلاط كامـل در      3200ميكروليتر گوئيكول 30و
كيووت اسپكتروفتومتر ريخته و بر اساس آن دستگاه مزبور روي صـفر  

تنظـيم   4دستگاه اسپكتروفتومتر براي يك برنامه كينتيـك . تنظيم شد
نيـه، تغييـر در ميـزان    ثا 10گرديد كه به مدت يك دقيقه و در فواصـل 

ســپس پــنج ميكروليتــر پراكســيد . جــذب نــور محلــول را ثبــت كنــد
به محلول درون كيووت اضافه شـد، پـس از اخـتلاط    % 30 5هيدروژن

مختصر بلافاصله در دستگاه اسپكتروفتومتر به مدت يـك دقيقـه و در   
                                                            
2- UV\Visible 160-A Shimadzu 
3- Guaiacol 
4- Kinetic program 
5- H2O2 
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 475ثانيه، تغيير ميـزان جـذب نـور در طـول مـوج حـداكثر       10فواصل
سپس معادله رگرسيون بين تغيير جذب نـور و زمـان   . شدنانومتر ثبت 

محاسبه و شيب تغيير ميزان جذب براي هر ميلي گرم پـروتئين و هـر   
  .گرم بافت تازه ريشه گياه محاسبه گرديد

  
هــاي پراكســيداز بــه روش الكتروفــورز  بررســي آيــزوزايم

  ) Native-PAGE(بومي 
ي محلـول بـه   هـاي پراكسـيدازها   در اين تحقيق بررسي آيزوزايم

درصـد و   12با استفاده از ژل جداكننده ) 15(روش گارفين و همكاران 
همچنين بـراي بارگـذاري،   . درصد، صورت گرفت 6ژل متراكم كننده 

ميكروگرم پروتئين، تهيـه و   20مقداري از عصاره پروتئيني گياه حاوي 
ميكروليتر رسانده شـد   80به 1حجم آن با افزودن بافر نمونه ناواسرشت

و پس از اختلاط كامل توسط سوزن هميلتون در چاهـك مـورد نظـر    
ولـت و در ژل   75شدت جريان در ژل متراكم كننـده برابـر  . تخليه شد

ميلـي   21شدت جريـان ابتـدا   . ولت تنظيم گرديد 100جدا كننده برابر
شـدن ژل،    Runدر تمام مدت. ميلي آمپر رسيد 9آمپر و به تدريج به 

  .داشته شد سيستم در حالت سرد نگه
تغييـر يافتـه   ) 19(رنگ آميزي ژل به روش جنينگـز و همكـاران   

شده از بـين صـفحات    Runابتدا ژل . انجام شد) 21(توسط محمدي 
شيشه اي خارج و چندين بار با آب مقطر شستشو داده شـد، سـپس در   

حـاوي گوئيكـول بـا     =4/5pHميلـي مـول    25بافر سيترات فسـفات  
. دقيقه روي شيكر قرار گرفت 30به مدتغلظت نهايي پنج ميلي مول 

به غلظت نهـايي يـك درصـد بـه بـافر      % 30سپس پراكسيد هيدروژن
ثانيـه   30ظـرف كمتـر از  . اضافه گرديد تا جايي كه باندها ديده شـوند 

هـاي   نوارهاي قرمز قهوه اي ظاهر شدند كـه نشـان دهنـده آيـزوزايم    
. طـر شستشـو شـد   آنگاه ژل از بافر خارج و بـا آب مق . پراكسيداز بودند

هـا تعيـين و    آيـزوزايم  2Rmبلافاصله پس از شستشوي ژل شـاخص  
لازم به ذكر است كه . محاسبه شد و از ژل عكس برداري به عمل آمد

ژل مربوطه را مي توان بين دو عدد تلق همراه با آب مقطـر در دمـاي   
تا زمـان عكـس بـرداري نگهـداري     ) يخچال(چهار درجه سانتي گراد 

  .كرد
درجـه   20و حداقل 30مايش ها در گلخانه با دماي حداكثر كليه آز

ســانتيگراد و در آزمايشــگاه تحقيقــاتي دانشــكده كشــاورزي دانشــگاه 
در تمام موارد براي محاسـبات آمـاري و   . فردوسي مشهد انجام گرفت

و  MINI TAB 13تجزيه و تحليل داده ها از دو برنامه نرم افزاري 
MSTATCIاز برنامـه نـرم افـزاري    ، و براي رسم نمودارها ،excel 
  .استفاده گرديد

                                                            
1- Native sample buffer  
2- Rate of mobility 

  ايج و بحثتن
ــه      ــبت ب ــار نس ــه خي ــت گياهج ــرات مقاوم ــي تغيي بررس

P.aphanidermatum  ــيله ــيح آن بوســـ ــد از تلقـــ  بعـــ
T.harzianum Bi  

به اين منظور دو شاخص وزن تر ريشه و درصد پوسـيدگي ريشـه   
تيمارهـاي  بـين  . هاي خيار به ترتيب مورد بررسي قرار گرفـت  گياهچه

مختلف اين آزمايش در شـاخص وزن تـر ريشـه گيـاه از نظـر آمـاري       
مشـاهده   1نتـايج در شـكل  . مشاهده شد) P>0.01(تفاوت معني دار 

. بيشـترين مقـدار را دارا بـود    Cو Tوزن تر ريشه در دو تيمار . شود مي
بيشترين مقدار وزن تر ريشـه را  ) روز هفتم(پس از اين دو تيمار، تيمار 

اگرچه اين ميزان اختلاف معني داري با مقدار وزن تر ريشه . نشان داد
در روزهاي  P. aphanidermatumكوبي شده با  هاي مايه گياهچه

نكتـه  . نشان نداد T. harzianum Bi نهم و يازدهم پس از تيمار با 
قابــل توجــه در ايــن آزمــايش اخــتلاف معنــي دار در وزن تــر ريشــه 

در روزهاي  P. aphanidermatumكوبي شده با  هاي مايه گياهچه
، با روز هفتم پس ازتيمـار  T. harzianum Biپنجم پس از تيمار با 

  .بود T. harzianum Biبا 
د پوسـيدگي  بين تيمارهاي مختلف اين آزمايش در شاخص درص ـ 

. مشـاهده شـد  )  P>0.01(ريشه گياه از نظر آماري تفاوت معنـي دار  
شاخص درصد پوسـيدگي ريشـه در   . شود مشاهده مي 2شكل در نتايج

پس از اين دو تيمـار، تيمـار   . كمترين مقدار را دارا بود Cو Tدو تيمار 
اگرچـه ايـن ميـزان    . كمترين درصد پوسيدگي را نشان داد) روز هفتم(

كوبي  هاي مايه معني داري را با درصد پوسيدگي ريشه گياهچه اختلاف
ــا   ــده ب ــار    P. aphanidermatumش ــس از تيم ــم پ در روز نه

بيشترين ميـزان خسـارت و درصـد    . نشان نداد T.harzianum Biبا
ــيدگي ــو پوسـ ــه مربـ ــه گياهچـ ــه  ط بـ ــاي مايـ ــده   هـ ــوبي شـ كـ

در روزهاي اول، سـوم، پـنجم و يـازدهم     P.aphanidermatumبا
  . بود T. harzianum Biاز تيمار با  پس

از نظر آماري، به نظـر   2و  1بنابراين با توجه به تشابه شكل هاي 
بهتـرين   T. harzianum Biمي رسد كه روز هفتم پس از تيمار بـا  

جهـت   P. aphanidermatumها بـا   كوبي گياهچه زمان براي مايه
آزمـايش   كاهش معني دار ميزان بيماري نسـبت بـه ديگـر تيمارهـاي    

)  5(كه اين نتايج با نتايج بدست آمده توسط چن و همكـاران   باشد مي
 Pythiumهــاي مختلــف بــر كنتــرل  اثــر ريزوبــاكتري در بررســي

aphanidermatum رسـد كـه    به نظر مـي . در خيار، همخواني دارد
، T. harzianum Bi  القاء صورت گرفتـه در گياهچـه خيـار توسـط    

ت روز بهتـرين اثـر خـود را در كنتـرل     ها، پس از هف ـ PGPRهمانند 
  . دهد عامل مرگ گياهچه خيار بروز مي
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  تيمارهاي آزمايش
،توسط  T. harzianum Biوزن تر ريشه گياهچه هاي خيار كه در روزهاي مختلف پس از آغشته سازي ريشه آنها بوسيله   مقايسه ميانگين - 1شكل

P.aphanidermatum مايه كوبي شده اند .C :ا شاهد بدون تريكودرمT :1). روز صفر(ها بوسيله هر دو قارچ  مايه كوبي همزمان گياهچهdpt  11 : تاdpt  مايه كوبي
تيمارهايي كه با حروف مختلف نشان داده شده . باشد هرعدد، ميانگين سه تكرار مي. روز بعد از آغشتگي ريشه آنها به تريكودرما 11تا 1گياهجه ها بوسيله پيتيوم در فاصله هاي 

  .داراي اختلاف معني دار با يكديگر هستند P=0.05آزمون دانكن با احتمال اند، در 
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  تيمارهاي آزمايش
 .Tهاي خيار كه در روزهاي مختلف پس از آغشته سازي ريشه آنها بوسيله  هاي شاخص درصد پوسيدگي ريشه گياهچه مقايسه ميانگين - 2شكل

harzianumBi ط س،توP.aphanidermatum مايه كوبي شده اند .C :ن تريكودرما شاهد بدوT :1). روز صفر(ها بوسيله هر دو قارچ  مايه كوبي همزمان گياهچهdpt 
تيمارهايي كه با حروف . باشد هرعدد، ميانگين سه تكرار مي. روز بعد از آغشتگي ريشه آنها به تريكودرما 11تا 1مايه كوبي گياهجه ها بوسيله پيتيوم در فاصله هاي  11dpt : تا 

  .داراي اختلاف معني دار با يكديگر هستند P=0.05ه اند، در آزمون دانكن با احتمال مختلف نشان داده شد
  

بررسي تغييـرات فعاليـت آنـزيم  پراكسـيد از القـاء شـده       
  توسط قارچ تريكودرما در گياهچه خيار

، بين تيمارهـا، بـين   Fنتايج بدست آمده نشان دادند كه در آزمون 
آنهـا در فعاليـت پراكسـيدازهاي    روزهاي نمونه برداري و اثـر متقابـل   

فعاليـت  ). 3شـكل  (وجـود دارد  ) P>0.01(محلول اختلاف معني دار 
 T. harzianum آنزيم پراكسيداز از روز سوم بعد از تيمار ريشـه بـا   

Bi  اين افزايش در روز پنجم . نسبت به شاهد سالم افزايش نشان داد
اما همچنان  به حداكثر ميزان خود رسيد و سپس رو به كاهش گذاشت

  . نسبت به شاهد سالم در روزهاي بعدي داراي اختلاف معني دار بود



  1389 پاييز، 3شماره، 24، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(ت گياهان نشريه حفاظ     264

نشان مـي دهـد كـه آنـزيم     )  35(بررسي هاي يديديا و همكاران 
 T.harzianumكـوبي بـا جدايـه     پراكسيداز در روز دوم پس از مايه

(T-203)   به حداكثر ميزان خود رسيده است كه با نتايج اين تحقيـق
ــر ) 5(در حــالي كــه مطالعــات چــن وهمكــاران   .تفــاوت دارد روي اث

ــاكتري ــرل    ريزوبــ ــر كنتــ ــف بــ ــاي مختلــ  Pythiumهــ
aphanidermatum   و اثر آن ها در القاء آنزيم پراكسـيداز و زمـان ،

بدين . به حداكثر رسيدن ميزان آن با نتايج اين تحقيق هماهنگ است
دار آنـزيم   هاي مختلف ريزو باكترها، افزايش معني ترتيب كه در جدايه

كوبي باكتري صورت گرفـت كـه در    روز پس از مايه 5تا  2پراكسيداز 
ــين،  ــن ب ــه  Pseudomonas corrugataاي ، در روز 6328جداي

  .باشد پنجم، داراي حداكثر ميزان مي
  

بررسي تغييرات فعاليت آنزيم پراكسيداز القاء شده توسط 
T. harzianum Bi  ،P. aphanidermatum  دو و مخلوط اين

  در گياهچه هاي خيار
شود، نمونه برداري ها وآنـاليز   مشاهده مي 4همانطور كه در شكل 

و يـك روز   T. harzianum Biدادها از روز هشتم پس از تيمار بـا  
. صورت گرفتـه اسـت   P. aphanidermatumكوبي با  پس از مايه

نتايج بدست آمده نشـان داد كـه بـين تيمارهـا، بـين روزهـاي نمونـه        
 P> (و اثر متقابل آنها در فعاليت پراكسيداز اختلاف معني دار  برداري
فعاليت پراكسيداز با مقاومـت در برابـر بيمـاري در    . وجود دارد)  0.01

كـوبي بيمـارگر در گياهـان     و به دنبـال مايـه  ) 18(گياهان مرتبط بوده 
در تأييد اين اظهارات و باتوجه بـه نتـايج    ).28( يابد ميزبان افزايش مي

 Pythiumكـوبي   دسـت آمـده در آزمـايش قبلـي، پـس از مايـه      بـه  
aphanidermatum    بطور كلي در دو تيمار گياهچـه هـاي تيمـار ،

، ميـزان فعاليـت آنـزيم    T .harzianum Biشده و تيمـار نشـده بـا    
ــه   ــس از ماي ــنجم پ ــه و در روز پ ــزايش يافت ــوبي اف  Pythium ك

aphanidermatumتأييـد ايـن    در. باشـد  ، داراي حداكثر ميزان مي
 6نيز حداكثر ميـزان فعاليـت پراكسـيداز را    ) 5(نتيجه چن و همكاران 

ــه ــوبي  روز پــس از ماي ــاي  P. aphanidermatumك ــه تيماره ب
كوبي  بطور كلي گياهان مايه. ها، دانستند كوبي شده با ريزوباكتري مايه

 P. aphanidermatum، كه بـا  T. harzianum Biشده توسط 
ه انـــد، نســـبت بـــه گياهـــاني كـــه تنهـــا كـــوبي شـــد نيـــز مايـــه

كوبي شده اند رونـد پايـدارتري را در    مايه P.aphanidermatumبا
بالا نگاه داشتن ميزان پراكسيداز نشان دادند كه اين نشـان از كنتـرل   

اين روند مشابه با روند فعاليت . قابل ملاحظه بيماري در اين تيمار دارد
از ريزوبـاكتري   CH33ا جدايـه  كوبي شده ب پراكسيداز در گياهان مايه

Pseudomonas corrugate  و P. aphanidermatum در
از نظـر مورفولـوژي نيـز ايـن     . باشـد  مـي ) 5(تحقيق چن و همكـاران  

گياهان از سلامت بيشتري برخوردار بودند و تا روز آخر علائم بيمـاري  
كـاهش قابـل ملاحظـه در ميـزان     . هاي هوائي كمتر ديده شد در اندام

شـده بـا    زنـي هـاي گياهـان مايـه     يت آنزيم پراكسـيداز در ريشـه  فعال
P.aphanidermatum    رسـد كـه بيـانگر     به تنهايي، بـه نظـر مـي

همچنـين در  . باشـند  هـا مـي   ها و از بين رفتن بوته مسدود شدن ريشه
و  T. harzianum Biكـــوبي شـــده بـــا    گياهـــان مايـــه 

P.aphanidermatum كــاهش مشــاهده شــده در ميــزان فعاليــت 
آنزيم كه البته همچنان داراي اختلاف معنـي دار بـا تيمـار تريكودرمـا     

رسد نشان از شروع زوال در القاء صورت گرفته در  تنها بود، به نظر مي
بايد توجه داشت كه روال ثابت شكل شاهد سالم نشان . اين تيمار دارد

  .از صورت نگرفتن القاء در اين تيمار نسبت به تيمارهاي ديگر دارد
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اعداد مربوط . در مقايسه با گياه شاهد سالم، روي فعاليت آنزيم پراكسيداز محلول در ريشه خيار Trichoderma harzianum Biاثر قارچ  -3شكل

در آزمون دانكن با تيمارهايي كه با حروف مختلف نشان داده شده اند،  .باشد مي)  ±  SE(ها خطاي استاندارد  به شكل، ميانگين چهار تكرار و خطوط روي ستون
  .نانومتر در دقيقه در ميلي گرم پروتئين نشان داده شده است 475فعاليت آنزيم به صورت تغييرات جذب نور در . داراي اختلاف معني دار با يكديگر هستند P = 0.05احتمال 
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اعداد . ت آنزيم پراكسيداز محلول در ريشه خيارو مخلوط آنهاروي فعالي Trichoderma harzianum Bi  ،Pythium aphanidermatumاثر  - 4شكل

تيمارهايي كه با حروف مختلف نشان داده شده اند، در آزمون  .باشد مي )± SE(ها خطاي استاندارد  مربوط به شكل، ميانگين چهار تكرار و خطوط روي ستون
نانومتر در دقيقه در ميلي گرم پروتئين نشان داده شده  475يم به صورت تغييرات جذب نور در فعاليت آنز. داراي اختلاف معني دار با يكديگر هستند P = 0.05دانكن با احتمال 

  .است
  
نتايج مربوط به بررسـي الگـوي آيزوزايمـي آنـزيم پراكسـيداز در       

، مايـه   T. harzianum Biريشه گياهان شاهد سالم، تيمار شده بـا  
و  عامـل مـرگ گياهچـه خيـار     P.aphanidermatumشده با  زني

كه فعاليـت   دادكوبي شده با هر دو ميكروارگانيسم، نشان  گياهان مايه
 روز پـنجم پـس از تيمـار    در عصـاره ريشـه در  هاي محلول  پراكسيداز
و در روز دوازدهم پـس از  به تنهايي  T. harzianum Biبا  گياهچه
ــار ــا گياهچــه  تيم ــي   T. harzianum Biب ــه زن ــه اضــافه ماي ب

كـوبي   صادف با روز پنجم پس از مايـه م(  P.aphanidermatumبا
مورد  Native-PAGE استفاده از  ، با)P. aphanidermatumبا 

هـاي خيـار حـاوي هفـت آيـزوزايم       عصاره ريشـه . ارزيابي قرار گرفتند
 =Rm( A1شامل) اسيدي(باند آنيوني  7پراكسيداز بودند كه بصورت 

0.27( ،A2 )Rm= 0.31( ،A3 )Rm= 0.36( ،A4 )Rm= 
0.42( ،A5 )Rm= 0.44( ،A6 )Rm= 0.48( ،A7 )Rm= 
در اين آزمون هيچ گونه . در ژل جداكننده از هم تفكيك شدند) 0.50

هـاي خيـار در ژل متـراكم     آيزوزايم بازي پراكسيداز در عصـاره ريشـه  
  .كننده مشاهده نشد

ــيله    ــده بوس ــاء ش ــيدهاي الق  T. harzianum Biايزوپراكس
هـاي   اه خيار از نـوع آيـزوزايم  گي  در ريشه P.aphanidermatumو

اين نتيجه مطابق با نتيجه تحقيق صورت گرفته توسط . آنيوني هستند
هــاي مختلــف بــر  در بررســي اثــر ريزوبــاكتري) 5(چــن و همكــاران 

همچنين بانـدهاي ايجـاد   . باشد ، ميP. aphanidermatumكنترل
بـا بانـدهاي مشـاهده شـده      P. aphanidermatumشده در مورد 

در  A7و  A6هـاي   آيـزوزايم . و همكاران مشابهت داشتند توسط چن
بـه   P. aphanidermatum شـده بـه وسـيله     زنـي گياهـان مايـه   

ــايي  ــه ) P(تنهــ ــيو مايــ ــر دو    زنــ ــيله هــ ــه وســ ــده بــ شــ
در ) T. harzianum Bi)T+P و  P.aphanidermatumقـارچ 

، )T(بـه تنهـايي   T. harzianum Bi مقايسه با گياهان تيمار شده با
ان بيشتر در روز دوازدهم القاء شده است و مي توان پذيرفت كه به ميز

القـــاء ايـــن دو آيـــزوزايم بيشـــتر تحـــت تـــأثير عامـــل بيمـــارگر 
P.aphanidermatum  ــت ــوده اسـ ــي  . بـ ــر مـ ــه نظـ ــد  بـ رسـ

داراي فعاليت مشابهي در سيستم دفاعي  A7و  A5 ،A6هاي آيزوزايم
ا كـه آيـزوزايم   مي باشند و از آنج ـT+P و Pشده با  زنيگياهان مايه 

A5  در شاهد سالم)C (  نيز با تراكم زيادي ظاهر شده است مي تـوان
. نتيجه گرفت كه اين آيزوزايم در فرايند القاء نقش مؤثري نداشته باشد

 Pشـده بـا    زنـي در گياهـان مايـه    A4همچنين عدم وجود آيـزوزايم  
ي تواند بيانگر اين مطلب باشد كه پس از ورود عامل بيمار ، ميT+Pو

يابد، يعنـي ممكـن اسـت در سيسـتم      به گياه، اين آيزوزايم كاهش مي
گياهي به طور طبيعي و نيز در حضور قارچ آنتاگونيست و غياب عامـل  
بيمارگر، آيزوزايمي ساخته شود كه پس از ورود عامـل بيمـاري مـرگ    

از طرفـي  . گياهچه ساخت اين آيزوزايم در گيـاه متوقـف شـده اسـت    
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مشابه بـوده و بـه   T+P و P ، Tشده در تيمارهاي هاي القاء  آيزوزايم
رسد تنها در ميزان و تراكم بين سه تيمار با يكـديگر متفـاوت    نظر مي
توان فرض كرد كه مقاومت القاء شده در هـر سـه    در نتيجه مي. باشند

كننـد و آن   تيمار، از مكانيزم مشابهي در ريشه گيـاه خيـار تبعيـت مـي    
شـود و بـه مقاومـت     بيمـارگر القـاء مـي    باشد كه در برابر مقاومتي مي

  .اكتسابي معروف است
  

  سپاسگزاري
به اين وسيله از حمايت هاي بخش گياهشناسي موسسه تحقيقات 
كشاورزي تهران و گروه هاي صنايع غذايي، علـوم دامـي و بـه ويـژه     
گروه محترم بيوتكنولوژي دانشگاه فردوسي مشهد كه بخشي از هزينه 

  .بل شده است تشكر و قدرداني مي گرددهاي اين تحقيق را متق

  

  
و  Trichoderma harzianum Biهاي خيار در روز پنجم پس از تيمار با  بررسي الگوي آيزوزايمي آنزيم پراكسيداز محلول در عصاره ريشه - 5شكل

گياه : Pythium aphanidermatum (Cبا  كوبي مصادف با روز پنجم پس از مايه(  Trichoderma harzianum Biدر روز دوازدهم پس از تيمار با 
: T+Pمايه كوبي شده اند،  P. aphanidermatumگياهاني كه تنها با :  Pتيمار شده اند، T. harzianum Biگياهاني كه تنها با : Tشاهد سالم، 

تقسيم بر مسافت طي شده مسافت طي شده بوسيله آيزوزايم =  Rmشاخص  P. aphanidermatumو  T. harzianum Biگياهان تحت تيمار 
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