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08/11/99تاریخپذیرش:21/07/99تاریخدریافت:  

 چکیده

ترین  ترین و مخرب یکی از مهم Fusarium oxysporum f.sp. cicerisپژمردگی فوزاریومی ناشی از 

ریشه در القا مقاومت -ر این تحقیق اثر کودهای زیستی نیتروکسین و قارچباشد. د های نخود در ایران می بیماری

. تغییرات در میزان تعدادی شدکننده پژمردگی بررسی  ( تحت تنش با بیمارگر ایجادILC482نخود ایرانی )رقم 

های کیتیناز و سوپراکسیددیسموتاز به ترتیب با استفاده از  تحلیل بیان ژن و  تجزیه اکسیدانی و های آنتی از آنزیم

گرم  میلی  ۹۱/۳های طیف سنجی و بیان ژن در زمان واقعی مورد بررسی قرار گرفت. بیشترین میزان فنل ) روش

وکسین و قارچ ریشه مشاهده لیتر( به ترتیب در تیمارهای نیتر گرم بر میلی میلی ۲۹/۵۰بر وزن ترَ( و پروتئین کل )

ساعت بعد از آلودگی  ۷۲ریشه در بازه زمانی -گردید. بیشترین میزان تغییرات هر سه آنزیم مربوط به تیمار قارچ

 ۷۲برداری هر دو ژن را در بازه زمانی  های بیان ژن، افزایش حداکثری نسخه بود. همچنین، مقایسه میانگین داده 

مقاومت گیاه به  ،شود که کودهای زیستی گیری می د. با توجه به نتایج حاصل، نتیجهساعت بعد از آلودگی نشان دا

های درگیر مقاومت، افزایش  سطح بیان ژندر های بیوشیمیایی و تغییر   تغییر در میزان فعالیت از طریقبیماری را 

 .دهد می

 اکسیدانی ان ژن، آنزیم های آنتیریشه، نیتروکسین، کیتیناز، سوپراکسید دیسموتاز، بی -ها: قارچ کلیدواژه 




 مقدمه

بهبشرییغذامنبعنیدومّغلاتازپسحبوبات

رتبهنیسومنخود،حبوباتنیبدرودیآیمحساب

 Joshi)استدادهاختصاصخودبهراکشتریزسطح

et al., 2010) نیترمهمازیکییزراعمحصولنیا.

ازیاریبسییغذامیرژدریاهیگنیپروتئدیتولمنابع

یهانظامدرعمدتاًواستتوسعهحالدریکشورها

دکترمهدیمهرابیکوشکیدبیرتخصصی:



.شودیمکشتحشکمهینوخشکمناطقیکشاورز

ازموثراستفادهوقیعمیدهشهیرازت،تیتثبییتوانا

دریمهمنقشاهیگنیاکهشدهسببیجونزولات

  (Varshney etکندفایایزراعیهانظامتوسعهثبات

(al., 2013.معتدلمناطقدرژهیوبهمحصولنیاکشت

عواملازیناشیهاتیمحدودباهموارهمرطوبو

mailto:sksabbagh@yazd.ac.ir
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عواملانیمنیادرکهاستبودههمراهزایماریب

محصولکاهشدرراییبسزاسهمخاکزادیزایماریب

دهندیماختصاصخودبه یپژمردگرانیادر.

 .Fusarium oxysporum fsp ازیناشیومیفوزار

cicerisیزراعنخودرشدکنندهمحدودعواملازیکی

است کهاستیکیولوژیزیفنژادششیداراقارچنیا.

راییایمیشسمومازاستفادهژهیوبهآنبامبارزههمواره

استنمودهمشکلدچار مقاومتشیافزاراستانیادر.

یکیزندهریغوزندهیالقاگرهاازاستفادهبااهیگییالقا

.استحساسارقامدریماریبزانیمکاهشیهاراهاز

باعثرزندهیغوزندهیهامحرکبااهانیگماریت

ریسادرکیستمیسطوربهکهشودیمییالقامقاومت

 (Hammerschmidtابدییمگسترشسالمیهابخش

(et al., 2000 وازتوباکتریهایباکترازاستفاده.

نیتروکسین)ومیلیآزوسپر کنترلدرآنهاییتواناو(

باعثمختلفمحصولاتدریقارچیهایماریب

 استشدهاهیگعملکردزانیمشیافزاویماریبکاهش

Chen, 2006; Tilak et al., 2005; Bahrani et) 

(al., 2010 یداخلنوعازژهیوبههاشهیر-قارچ.

80ازشیببایستیهمزبهقادر،(آربسکولارکولاریوز)

ویزراعاهانیگاغلبجملهاز،یخاکزاهانیگدرصد

یهاستیهمزهاسمیکروارگانیمنیا.هستندوهیمدرختان

اهیگبهازینشانیزندگچرخهلیتکمیبراکهاندیاجبار

 دازیپراکس .(Smith et al., 2009) دارندزبانیم

(PR9) ،نازیتیک (PR3) گلوکاناز3و1-بتاو (PR2) 

.هستندییزایماریببامرتبطیهانیپروتئازجمله

قیطرازوداشتهمقاومتدرمیمستقاثردازهایپراکس

یبعضیبراکهدروژن،یدهیپراکسوآزادکالیراددیتول

مارگرهایببرابردردفاعمنجربههستند،یسممارگرهایب

 (;Liu and Ekramoddoullah, 2006شوندیم

(Yedidia et al., 1999 ییهامیآنزسطحشیافزا.

فنلودازیاکسفنلیپلداز،یپراکسناز،یتیکهمچون

تحتمختلفاهانیگدرهانیتوالکسیفزانیموازیالیآمون

.(Karimzadeh et al., 2019)استشدهگزارشتنش

دییکلمیآنز (SOD) سموتازیدازدیسوپراکسمیآنز

برابردراهانیگیدفاعخطنیاولعنوانبهکهاست

هیتجزآنفهیوظورودیمشماربهژنیاکستیّمسموم

وژنیاکسمولکولبه (-O2) دیسوپراکسهایونیآن

(.Gill et al., 2005)استدروژنیهدیپراکس

هیتجزندیفرآکهاستآندیمؤمختلفهایگزارش

سطحنیادر SOD میآنزتوسطآزادهایکالیراد

جملهازموجودیهامیآنزریساتوسطبلکهنشدهمتوقف

آنیطتاابد،ییمادامهدازیپراکسآسکورباتوکاتالاز

 گرددلیتبدژنیاکسوآببهدروژنیهدیپراکس

(Blokhina et al., 2003). یدانیاکُسیآنتیهامیآنز

یهاتنشطیشرادرآنهاسنتزمسئولیهاژنهمراهبه

اهانیگدریاکتسابمقاومتجادیاباعثمختلف

 .شوندیم
مقاومتالقادریستیزکوددونقشقیتحقنیادر

یومیفوزاریپژمردگمارگریبباتنشتحتیرانیانخود

ییایمیوشیبیهاسمیمکانشدنفعالبرآنهاریتأثویبررس

راتییتغسنجشبااهیگمقاومتدرریدرگیمولکولو

.شدیابیارز،یواقعزماندرژنانیبنیهمچنویمیآنز



 ها روش و مواد

  یستیز یکودها و یا گلخانه کاشت

بهحساس) ILC482 رقمنخودازقیتحقنیادر

یعیطبمنابعویکشاورزقاتیتحقمرکزازکه(یماریب

دیگرداستفادهبود،شدههیتهکردستاناستان کود.

 Glomus intraradisis شهیر-قارچهیمایحاویستیز

کیولوژیبکودوتورانفناورستیزشرکتاز

  یهاجنسازییایباکتریهاهیمازادیحاوتروکسنین

Azotobacter و  Azospirillum گلبرگفروشگاهاز

دیگردهیتهمشهد کودییایباکتریمحتوابهتوجهبا.

یسیس۵00ازسازنده،شرکتشنهادیپونیتروکسین

بهنخودبذرلوگرمیککییازابه (cfu 107)عیماکود

شهیر-قارچحیتلقهیمااز.دیگرداستفادهمالبذرصورت

٪۵)گرم7۵زانیمبهاسپوریحاوماسهفرمبه به(
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شداستفادهگلدانخاکبامخلوطصورت سهتعداد.

در%3نیکلرآممحلولباشدهیضدعفونبذرعدد

ماسهوبکرخاکمخلوطیحاوییلویک۵/1یهاگلدان

 .شدندکشتستروندوبار(1:1)شدهشسته

  اهانیگ یزن هیما و مارگریب هیما زاد هیته

از F. oxysporum f.sp. ciceris قارچهیجدا

شدندهیتهکردستاندانشگاهیپزشکاهیگگروه جهت.

یهابوتهابتدادر،ییزایماریبدرقارچقدرتاثبات

ومیعلاظهورازپسوشدهآلودهفوق،هیجداباحساس

استفادهموردهیزادماهیتهجهتقارچ،مجددیجداساز

گرفتقرار -ینیزمبیسطیمحیحاویهاتشتک.

مارگریبقارچباشدهیزنهیما (PDA) آگار-دکستروز

قرار2۵±2یدماباانکوباتورداخلبهپرگنهدیتولجهت

رشدتازهپرگنهازروزهفتگذشتازبعدوشدداده

رشدتازهیهااهچهیازگ.شدهیتهاسپورونیسوسپانسکرده

دیگرداستفادهکیولوژیبیکودهاماریتتحتکرده با.

هیناحدرزخمیتعدادسترونیجراحغیتکیازاستفاده

غلظتبا)اسپورتریلیلیمکیوجادیاشهیرطرفبهطوقه

ختهیرزخممحلدربوتهیپابه(تریلیلیمدراسپور106

 (Bao and Lazarovits, 2001). شد

 یشیآزما طرح

کاملاًبلوکطرحکیقالبدرشیآزمانیا

ازاستفادهبایقاتیتحقگلخانهطیشرادرویتصادف

شاملریزیمارهایت ؛(Gi)سالماهیگوشهیر-قارچ:

ونیتروکسینشه،یر-قارچ؛(N) سالماهیگونیتروکسین

؛(Gi-Foc)ماریباهیگوشهیر-قارچ،(Gi-N)سالماهیگ

شه،یر-قارچ؛(N-Foc)ماریباهیگونیتروکسین

بدونماریباهیگ؛(Gi-N-Foc) ماریباهیگونیتروکسین

 یماریتچیهبدونسالمنخوداهیگو (Foc) یکودماریت

(Sh)دیگردانجام ازمستقلتکرارسهماریتهریبرا.

.شدگرفتهنظردرهم

  کل فنل زانیم یابیارز

یمارهایتتازهبرگازیفنلمواداستخراجیبرا

ها،برگکردنلهودنییساازپس.شداستفادهمختلف

درصد80متانولباهیلادوململپارچهازحاصلعصاره

دیگردصافوعبور پنجمدتبهشدهصافعصاره.

وشدهوژیفیسانترقهیدقدردور1000سرعتباقهیدق

یبراییرومحلولازوحذفحاصلرسوبسپس

ومیسدکربناتمعرفازاستفادهبافنلیریگاندازه

(Chérif et al., 2007). دیگرداستفادهنیفول

 کل نیپروتئ سنجش

کلنیپروتئزانیمیریگاندازهیبراورهیبمحلولاز

شداستفاده  مسسولفاتگرم۵/1مقداربیترتنیبد.

(CuSO4.5H2O) تارتاراتمیپتاسمیسدگرم6/0و

.شدحلوبیترکسترونمقطرترآبیلیلیم۵00در

محلولبه(%10)دیدروکسیهمیسدتریلیلیم300مقدار

شدرساندهتریلکیبهآنحجمواضافه گرمکیاز.

.دیگرداستفادهمسیایاحازممانعتیبرامیپتاسدیدی

 یدانیاکس یآنت یها میآنز سنجش

عصارههیتهیبراتازهاهگیبافتگرم2/0مقدار

نیبد.گرفتقراراستفادهموردیمیآنزسنجشویاهیگ

عیماازتیمحتوینیچهاوندربرگبافتمنظور

تریکرولیم1600]یرگیعصارهمحلولباوشدهدهیسائ

 EDTA تریکرولیم8/6،20تهیدیاسبامیپتاسفسفاتبافر

مولار 1/0) مقطرآبتریکرولیم380و( کیبصورت[

سرعتباقهیدق2۵مدتبهسپس.شدکنواختیمخلوط

وسیسلسدرجهچهاریدمادرقهیدقدردور14000

بعنوان)ییروفازازوژ،یفیسانترازپس.شدندوژیفیسانتر

عصاره  شداستفادههامیآنزتیفعالیریگاندازهیبرا(

.(Elavarthi and Martin, 2010)

 کاتالاز میآنز تیفعال نییتع

تریلیلیم3حجمبه)واکنشمحلول 30یحاو(

فسفاتبافرتریکرولیم7۵0،یمیآنزعصارهتریکرولیم

تریکرولیم720،(7تهیدیاسبامولاریلیم۵0)میپتاس

مولاریلیم۵0)دروژنیهدیپراکس تریلکرویم1۵00و(

زمانمدّتدرکاتالازمیآنزتیفعال.شدهیتهمقطرآب

240موجطولدرجذبزانیمحسببروهیثان180

شدیریگاندازهنانومتر یمیآنزتیفعالزانیمتینهادر.
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درشدهمصرفدروژنیهدیپراکسکرومولیمحسببر

.دیگردمحاسبه(اهیگتروزنگرمواحددر)قهیدق

 اکولیگا و دازیاکس فنل یپل میآنز تیفعال نییتع

 دازیپراکس

واکسیدازفنلپلییهاآنزیمفعالیتسنجشجهت

 (Taranto etپیروگالولمعرفازبیترتبهدازیپراکس

(al., 2017،اکولیوگاGonçalves-Soares et al.,) 

بربیترتبههاآنزیمنیافعالیت.شداستفاده2012)

نانومتر470و420موجطولدردرجذبزانیماساس

 .شدگیریاندازه

 ژن چند انیب لیتحل  و  هیتجز و RNA استخراج

ونازیتیکیهاژنیبردارنسخهسطحراتییتغ

SOD)سموتازیددیسوپراکس ازاستفادهبا( روش

qRT-PCR)ینسبیسنجتیکم شدسنجش( استخراج.

RNA  ,Qiagene)یتجارتیکازاستفادهبا

Germany سازندهشرکتدستورالعملبامطابقو(

شدانجام تحتشدهاستخراجآانآریهامولکول.

Fermentas, France)آزانیدمیآنزماریت  قرار(

cDNAسنتزجهتوداده  2Step)یتجارتیکاز

RT-PCR kit, Vivantis, Cinngene .شداستفاده(

تریکرولیمدوشاملqRT-PCRواکنشمخلوط

cDNA (50 ng/µl)،دومخلوطازتریلکرویمدو

 Mastermixتریکرولیمچهار،(کرومولاریم20)آغازگر

 (Hot Tag EvaGreen, Cinnagene, Iran)آبو

بودتریکرولیم20حجمتامقطر تکرارسهباواکنش.

دستگاهازاستفادهبایکیتکنتکراردووکیولوژیب

Curbet 3000, Australia)کلریترموسا برنامهباو(

شدانجاملیذییدما ۵مدتبهوسیسلسدرجه9۵:

3۵آندنبالبهوهیاولیسازواسرشتجهتقهیدق

ه،یثان30مدتبهوسیسلسدرجه9۵شاملیحرارتچرخه

وسیسلسدرجه72وهیثان30یبراوسیسلسدرجه۵9

شدانجامهیثان30مدتبه ژنعنوانبهنیاکتژن.

گرفتقراراستفادهموردرفرانس موردیآغازگرها.

اندشدهدرج1جدولدرمطالعهنیادراستفاده

(Tarafdar et al., 2018.)

 یآمار لیتحل  و  هیتجز  و اطلاعات پردازش

 افزارنرمازاستفادهباآزموننیاازحاصلیهاداده

SAS ver9  (SAS institute 1999) شدیواکاو.

یادامنهچندآزمونروشباهادادهنیانگیمسهیمقا

انجامدرصد0۵/0و01/0احتمالسطوحدرودانکن

دیگرد یهادادهلیتحلوهیتجزیبرا ΔΔCt روشاز.

 (Pfaffl, 2001). دیگرداستفادههاژنیبردارنسخه


  qRT-PCR مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در -۱جدول 

Table1. The charactristics of the primers used in qRT-PCR 

Reverse primer 5'-3' Forward primer 5'-3' Gene 

TGCAGCCATTTGTGGTGTCC GGGAGACGGTCCAACCAC Cu/zn sod 

TCTTGAAGTTGACGTGCCAC GGCCATTGTGATCCATCCAC Chitinase 

CCTCCTGAAAGGACGATGTT CTACGAATTGCCTGATGGAC Actin  



 جینتا

 کل فنل ریمقاد بر یستیز یکودها اثر

ماریتاثرکهدهدیمنشانانسیوارهیتجزجینتا

(p≤0.01)یزمانبازهو(p≤0.01)وماریتمتقابلاثرو

p≤0.05)یزمانبازه اهیگکلفنلبریداریمعنریتأث(

دادنشانیزمانیهابازهسهیمقا(.2جدول)استداشته



یپلودازیپراکسیهامیآنزیبراراتییتغنیشتریبکه

ازبعدساعت120یزمانبازهبهمربوطدازیاکسفنل

نیپروتئوکاتالازمیآنزیبراکهیدرحالبودهیآلودگ

ازبعدساعت72یزمانبازهبهمربوطزانیمنیشتریبکل

(.3جدول)استیآلودگ



 1399،پاییز3شماره43پزشکی)مجلهعلمیکشاورزی(،جلدگیاه

 

6۵ 

 ( گیاه در کل فنل میزان برمیلی9/3بیشترین گرم

زمانی بازه نیتروکسیندر تیمار مربوطبه تر( وزن گرم

ساعتبعدازآلودگیوکمترینمیزانتغییراتفنل168

( تیمارمیلی87/1کل به مربوط تر( وزن گرم بر گرم

ساعتبعداز24ریشهوگیاهبیماردربازهزمانی-قارچ

ث گذشتبیماری با تغییراتفنلکل میزان بتگردید.

دهدزماندرتیماربیماریتنهاتغییراتکمیرانشانمی

(.4باشد)جدولکهنشانازواکنشگیاهبهتنشمی
 

فنل اکسیداز و  الاز، پلیهای کات تجزیه واریانس اثر کودهای زیستی بر مقادیر فنل و پروتئین کل و آنزیم -۲جدول 

های زمانی مختلف. در بازه F. oxysporum fsp. ciceris پراکسیداز درگیاه نخود ایرانی سالم غیرآلوده و آلوده به قارچ
Table2. Analysis of variance of bio-fertilizers effect on total phenol and protein, catalase, 

polyphenoloxidase, and peroxidase in chickpea plants infected with F. oxysporum fsp. ciceris and 

healthy plants at different time periods. 

Mean of Square 

Proxidase 
Polyphenol 

oxidase 
Catalase Total protein Total phenol Df 

Sources of 

variance 

0.01000542
**

 0.000000091
 ns

 0.0029* 203.602871
**

 3.444880
**

 3 period 

0.05035391
**

 0.00000474
**

 0.0113616
**

 213.154845
**

 1.028667349
**

 7 Treatment 

0.0021488
 ns

 0.00000036
 ns

 30.940597
*
 30.940597

*
 0.15887164

*
 21 Treatment×period 

0.001636 0.00000067 0.00054543 14.461440 0.07489918 - Error 

11.03 8.98 6.80 10.41 10.79 - CV 

*،**،nباشندداروغیرمعنیدارمیدرصدمعنی۵و1وبهترتیبدرسطح.

* and ** showing data that are significant at 5% and 1% levels, resepectively. ns showing data that are not significant.  
 

 

فنل اکسیداز و  های کاتالاز، پلی مقایسه میانگین اثر کودهای زیستی و زمان بر مقادیر فنل و پروتئین کل، آنزیم -۳جدول 

  F. oxysporum fsp. ciceris انی سالم و آلوده به قارچ پراکسیداز درگیاه نخود ایر
Table 3. Mean of variance of bio-fertilizers and time period effect on total phenol and protein, 

catalase, polyphenoloxidase, and peroxidase in chickpea plants infected with F. oxysporum fsp. 

ciceris and healthy plants 

In each column, means followed by same letters are not significantly different at the level of 0.05. 

Total phenol 
Phenol(mg/Fw) 

Total 

protein 
(mg/Fw) 

Catalase 
(Unit/ 

Fw.min) 

Polyphenoloxidase 
(Unit/ Fw.min) 

Peroxidase 
(Unit/ 

Fw.min) 

   

 Time periods 

2.21
c
 34.4

c
 0.32

b
 0.88

a
 0.34

c
 24 

2.25 
c
 34.8

c
 0.35

a
 0.99

a
 0.37

ab
 72 

2.65
b
 36.2

b
 0.34

a
 0.93

a
 0.38

a
 120 

3.02
a
 35.19

b
 0.34

ab
 0.91

a
 0.36

bc
 168 

     Treatments 

2.17
c
 31.31

c
 0.31

c
 0.80

d
 0.27

e
 sh 

2.51
b
 35.25

b
 0.35

b
 0.90

cd
 0.35

c
 F 

2.37
bc

 34.32
bc

 0.32
c
 0.88

c
 0.33

cd
 Gi 

2.80
a
 42.78

a
 0.38

a
 0.99

a
 0.46

a
 Gi-Foc 

2.50
b
 34.26

bc
 0.31

c
 0.86

cd
 0.33

cd
 N 

2.99
a
 39.73

a
 0.37

ab
 0.96

ab
 0.41

b
 N-Foc 

2.18
c
 33.12

c
 0.31

c
 0.88

c
 0.32

d
 Gi-N 

2.77
a
 41.38

a
 0.37

ab
 0.97

a
 0.41

b
 

Gi-N-F 
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 Fusarium های کاتالاز، پلی فنل اکسیداز و پراکسیداز درگیاه نخود ایرانی سالم و آلوده به قارچ مقایسه اثر تیمارهای کودهای بیولوژیک بر مقادیر فنل کل، پروتئین کل، تغییرات آنزیم -۴جدول 

oxysporum fsp ciceris های مختلف زمانی مختلف در بازه  
Table 4- Mean comparasion of bio-fertilizers effect on total phenol, total protein and catalase, polyphenoloxidase and peroxidase in in chickpea plants infected 

with F. oxysporum fsp. ciceris and healthy plants at different time periods 

In each column, means followed by same letters are not significantly different at the level of 0.05. 

 
 

 



 Sampling time periods (hours) 

 24 72 120 168 24 72 120 168 24 72 120 168 24 72 120 168 24 72 120 168 

Treatments Phenol(mg/Fw) Total Protein (mg/Fw) Catalase (Unit/ Fw.min) Polyphenoloxidase (Unit/Fw.min) Proxidase (Unit/ Fw.min) 

Sh 
2.7 hj 2.1 hij 1.9J 2.5de 23j 24bc 34 ef 35 ij 0.31ijk 0.31gh 0.32ijk 0.2k 0. 80ef 0. 80de 0.81f 0.78ef 0.23de 0.27d 0.30 bc 0.25d 

Foc 
2.1 hij 2.2ghij 2.8bc 2.9bc 30hi 41 bc 36 cd 31gh 0.33de 0.35bc 0.35ab 0.37ab 0. 86bc 0. 08bc 0.92ab 0.93bc 0.33cd 0.36c 0.30b 0.37 b 

Gi 
2.1 hij 2.1hij 2.3ghij 2.6bc 31ghi 35 bc 38ef 38ghi 0.29k 0.31efg 0.33ij 0.34cd 0. 87bc 0. 08bc 0.91bc 0.87bc 0.31c 0.33c 0.30b 0.34 bc 

Gi-Foc 
2.3ghij 2.4ghij 2.8bc 3.6a 38bf 50a 44ab 38 bc 0.36ab 0.40a 0.38ab 0.38abc 0. 92ab 0. 97ab 0.01a 0.98ab 0.41bc 0.51a 0.40b 0.45b 

N 
2.1 hhij 2.3ghij 2.5cd 2.8bc 32 ghi 33de 34 ef 36 gh 0.29k 0.41hi 0.33ef 0.29k 0. 84cd 0. 88b 0.89bc 0.86bcd 0.31c 0.32cd 0.30 c 0.34b 

N-Foc 
2.4bfghi 2.2efghi 3.06 bc 3.9a 37 dc 42bcd 36de 42bc 0.34bc 0.49ab 0.37ab 0.36abc 0. 92ab 0. 95bc 0.01ab 0.96abc 0.41bc 0.45b 0.40b 0.38 b 

Gi-N 
1.8j 1.8j 2.4bf 2.5cde 31ghi 32 ghi 36cd 31 f 0.31hi 0.41jk 0.31ijk 0.32fg 0. 87bc 0. 88bc 0. 89bc 0.89bc 0.30c 0.31c 0.37bc 0.38bc 

Gi-N-foc 
2.3ghi 2.6cdefgh 3.1b 3.03bc 23j 40bf 42bc 44 ab 0.37ab 0.47ab 0.38abc 0.37ab 0. 89bc 0. 99ab 0. 01ab 0.99ab 0.38bc 0.43bc 0.4b 0.37b 
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بررسیتغییراتپروتئینیدر از نتایجبهدستآمده

می نشان شده اعمال میزانتیمارهای بیشترین که دهد

( گیاه در کل میلیمیلی292/۵0پروتئین لیتر(گرم/

ساعتبعد72دربازهزمانیریشه-مربوطبهتیمارقارچ

 آلودگی دراز پروتئین تغییرات میزان کمترین است.

تیمار به مربوط شاهد گرفتن نظر در بدون تیمارها

( گردید مشاهده کود بدون و تنها 827/30فوزاریوم

میلی کل پروتئین میزان تر(. وزن گرم ساعت72گرم/

از نشان که داشته بالایی جهش بیماری از بعد

بیماریعکس العملذاتیگیاهدرساعاتاولیهمواجهبا

(.4است)جدول

 آنزیم کاتالاز

مقادیر کودهایزیستیبر اثر میانگین نتایجمقایسه

کاتالازنشاندادکهبیشترینمیزانفعالیتآنزیمکاتالاز

ساعتبعدازآلودگیو72(مربوطبهبازهزمانی40/0)

فعالیتآنز میزان تیمارهایکودیکمترین بین در یمی

(29/0 زمانی بازه به مربوط از168( بعد ساعت

)جدولنمونه است زمان4برداری گذشت با .)

ونمونه کاهشیافته آنزیم بیماریمیزان از برداریبعد

به بیشترینکاهشمربوطبهمراحلاولیهبیماریاست.

 زمانی بازه کلیدر آلودگیدر72طور از ساعتبعد

اغلبتیمارهامیزانآنزیمباافزایشروبروبودهاستکه

قارچ تیمار در هم زمان-باز با افزایشآنزیم این ریشه

مشهودتراست.

 آنزیم پُلی فنل اکسیداز 

میزان بیشترین که داد نشان میانگین مقایسه نتایج

( پلیفنلاکسیداز تیمار99/0فعالیتآنزیم مربوطبه )

ب-قارچ در و زمانیریشه بیماری120ازه از ساعتبعد

کمترینمیزانفعالیتآنزیمپلیفنلاکسیدازدر است.

(مربوطبهتیمارنیتروکسینتنها84/0تیمارهایکودی)

(.افزایشنسبیمیزانآنزیمدربازهزمانی4است)جدول

این168 تأخیری فاز از نشان آلودگی، از بعد ساعت

القاء و ایجاد در بیماریآنزیم تنش به گیاه مقاومت

است.

 آنزیم پراکسیداز

بازه در که داد نشان میانگین مقایسه هاینتایج

ساعتبعدازآلودگیدراغلبتیمارها72تا24زمانی

می مشاهده آنزیم تولید افزایشافزایش با ولی شود

 )جدول است یافته کاهش آنزیم مقدار (.4زمان،

فعالیتا میزان زمانیبیشترین بازه به مربوط آنزیم ین

قارچ72 تیمار در آلودگیو از در-ساعتبعد ریشه

است.گیاهبیمار

های کیتیناز و  برداری ژن تغییرات سطح نسخه

 سوپراکسید دیسموتاز 

نتایجبهدستآمدهازتجزیهواریانسنشاندادکه

تیمار )p≤0.01) اثر زمانی بازه و )p≤0.01تأثیر )

نسخهمعنی میزان بر ژنداری وبرداری کیتیناز های

و متقابلتیمار اثر استاما داشته سوپراکُسیددیسموتاز

نسخه میزان بر زمانی معنیبازه کیتیناز ژن داربرداری

 (.۵نبودهاست)جدول

نشاندادqRT-PCRبررسیمحصولاتواکنش

تخص صورت به استفاده مورد آغازگرهای صیکه

هیچ و بوده نظر مورد قطعات سنتز به گونهقادر

پدیده یا استو نشده تولید اختصاصی غیر محصول

هایاتصالآغازگره)دایمر(اتفاقنیافتادهاست)شکل

(.2و1

داده میانگین مقایسه نسخهنتایج درهای برداری

ژنبازه بیان میزان بیشترین که داد نشان زمانی های

(وهمچنینژنسوپراکسیددیسموتاز7۵96/8کیتیناز)

ساعتبعدازآلودگی72(مربوطبهبازهزمانی43/8)

معنی اختلاف آماری لحاظ از و بازهبوده با داری

 24زمانی نمونه120و از بعد داردساعت برداری

 (.6)جدول

بیشترین نشاندادکه میانگینتیمارها نتایجمقایسه

( کیتیناز ژن قارچ1۵۵/10بیان تیمار مربوطبه ریشه-(

کیتیناز ژن بیان میزان کمترین و بوده بیمار گیاه در

تیمارشاهدسالممی26۵6/7) مربوطبه باشد)جدول(

6.)
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B

Chitinase
SOD

A B

C D

B

Chitinase
SOD

A B

C D
250b

p 
215b

p 

نخود ایرانی سالم و های کیتیناز و سوپراکسید دسموتاز درگیاه  تجزیه واریانس اثر کودهای زیستی بر بیان ژن -۵جدول 

 های مختلف زمانی مختلف در بازهF. oxysporum fsp ciceris  آلوده به قارچ

Table 5. Analysis of variance of bio-fertilizers effect on expression level of the superoxidase 

dismutase and chitinase genes in chickpea plants infected with F. oxysporum fsp. ciceris and healthy 

plants at different time periods 

  Mean of square 

Sources of variance DF Superoxide dismutase Chitinase 

Time period 2 2.80291
*
 3.7594** 

Treatment 7 5.49617
**

 9.0834** 

Treatment× Time periods 14 0.37259
ns

 1.0852
 ns

 

Error - 0.80694 0.7625 

CV - 10.96 48.10 

* and ** showing data that are significant at 0.05 and 0.01 levels, resepectively. ns showing data that are not 

significant.  

 

 





 

 (D)و ژن سوپراکسید دیسموتاز  (C)کیتیناز  های مراز ژن ای پلی نتایج الکتروفورز محصولات واکنش زنجیره -۱شکل 
Figure 1. Electrophoresis results of PCR products of Chitinase (C) and Superoxidismutase genes (D) 

 

 

 
 qRT-PCRشده در واکنش  های ذوب قطعات تکثیری تولید منحنی - ۲شکل 

Figure 2. Thermal melting curve of amplified fragments produced in Real time-PCR reaction 

B :منحنی پیشرفت منحنی تکثیر ژن  سوپراکسید دسموتاز و اکتین
A : منحنی پیشرفت منحنی تکثیر ژن کیتیناز و اکتین در طول هر سیکل

D : منحنی تغییرات ذوب بر حسب دمای ژن سوپراکسید دسموتاز و اکتین
C : منحنی تغییرات ذوب بر حسب دمای ژن کیتیناز و اکتین

A
B

C D

B :منحنی پیشرفت منحنی تکثیر ژن  سوپراکسید دسموتاز و اکتین
A : منحنی پیشرفت منحنی تکثیر ژن کیتیناز و اکتین در طول هر سیکل

D : منحنی تغییرات ذوب بر حسب دمای ژن سوپراکسید دسموتاز و اکتین
C : منحنی تغییرات ذوب بر حسب دمای ژن کیتیناز و اکتین

A
B

C D
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های سوپراکسید دیسموتاز و کیتیناز در گیاه نخود  مقایسه میانگین اثر کودهای زیستی و زمان بر میزان بیان ژن-۶جدول 

  Fusarium oxysporum fsp. cicerisایرانی سالم غیر آلوده و آلوده به قارچ 
Table 6. Mean of variance of bio-fertilizers and time period effect on expression level of superoxidase 

dismutase and chitinase genes in chickpea plants infected with Fusarium oxysporum fsp. Ciceris and 

healthy plants.  

 Superoxide dismutase Chitinase 

Sampling time periods 

(hours) 
 

24 7.80
b
 7.95

b
 

72 8.43
a
 8.75

a
 

120 8.35
a
 8.22

b
 

Treatments  

Sh 7.18
d
 7.26

c
 

FO 8.40
bc

 8.55
b
 

Gi 7.77
bcd

 7.58
c
 

Gi-Fo 9.67
a
 10.15

a
 

N 7.78
bcd

 7.55
c
 

N-Fo 5.11
dc

 8.77
b
 

Gi-N 5.57
cb

 7.62
c
 

N-Gi-Fo 8.64
b
 9.15

b
 

In each column, means followed by same letters are not significantly different at the 

level of 0.05. 

 

 

 

 

 بحث

کنترل زیستی عوامل از بیماریاستفاده هایکننده

اثرات شیمیایی سموم کاربرد نسبتبه اگرچه گیاهی

سریعندارندولیعلاوهبرتولیدگیاهانسالموعاریاز

ماندهسموم،دردرازمدتدرحفظمحیطزیستباقی

 و آبی بسترهای میو موثر ازخاکی استفاده باشند.

نخودMesorhizobium cicero باکتری گیاه در

افزایش باعث فوزاریومی پژمردگی بیماری به آلوده

هایرشدیومقاومتگیاهبهبیماریوافزایششاخص

گره تعداد افزایش تثبیتهمچنین باکتری حاوی های

است نیتروژنشده (Jahan et al., 2020)کننده در.

استکه شده نشانداده یکیازجدیدترینمطالعات،

افزایشباکتری بر علاوه رشد کننده تقویت های

توانستهآنزیم نخود، گیاه در دفاعی باعثهای اند

قارچفوزاریومدرداخل بازدارندگیازرشدوتوسعه

 شوند نخود این(Nagpal et al., 2020)گیاه که

آنزیمیمی ابعاد رانتایجدر حاضر تحقیق نتایج تواند

نماید افزایشتأیید و. فنلی ترکیبات توجه قابل

پلیآنزیم درهای هماهنگ طور به اکسیداز فنول

 ,Mayer)مقاومتبسیاریازگیاهانمشاهدهشدهاست

ارقام(2006 در اکسیداز فنل پلی آنزیم فعالیت .

قارچبعدازمایهمختلفخیار  F. oxysporumزنیبا

f.sp. cucumerinumموردبررسیقرارگرفتهونشان

فعالیتآنزیمافزایشو دادهشدکهدرهمهارقامابتدا

سپسکاهشودرپایانمجدداًافزایشیافتهکهبانتایج

 دارد مطابقت تحقیق (Shouwei et al., 2009)این

افزایشمیزانترکیباتفنلهوپروتئینکلدرگیاهخیار

 پیتیومی مرگگیاهچه بیماری به  Sabbagh)آلوده

and Valizadeh, 2016)گند بیماری، به آلوده م

 گندم  Sabbagh et al., 2016; Sabbagh)اسکب

et al., 2017a) بیماری به آلوده فرنگی گوجه و

 (Naing et al., 2015; Lamiaپژمردگیفوزاریومی

(et al., 2017نشان همگی که رسیده اثبات دهندهبه

به مقاومتگیاهان القاء در مثبتکودهایزیستی اثر

بیماری میهای شده چنین.باشدایجاد کاربرد با

و سازگار گیاهی ارقام غربالگری امکان القاگرهایی،
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امکان زیستی زنده عوامل از میتأثیرپذیر شود.پذیر

نتایجحاصلهحاکیازآناستکهوقتیگیاهنخوددر

تنشبابیماریقرارگرفتمیزانفعالیتآنزیمیکاتالاز

 رسید خود سطح بالاترین آنزیمیبه افزایش این و

باشد.می سلولی دیواره تخریب عدم بر دلیلی تواند

هاسببالقاءمقاومتدرگیاهوبسیاریازآنتاگونیست

آنزیم میزان در تغییر سوپراکسید نظیر دیسموتاز،هایی

پلی و پراکسیداز، ترکیباتفنلکاتالاز، و اکسیداز

می گیاه در فنل نظیر دیگری  (Salehpour etشوند

(al., 2005هایآنتیاکسیدانیدرگیاهان.نقشآنزیم

 و ترمیم برای تنش تجمعتحت برابر در مقاومت

 Kapoor)هایاکسیژنفعالبهاثباترسیدهاستگونه

et al., 2019; Gupta et al., 2018). حالت در

هایآنتیاکسیدانیباعثتنش،گیاهانباافزایشآنزیم

نبهکاهشمیزانپراکسیدهیدروژنازطریقتجزیهآ

می هیدرواکسید مانعیون انفعالات و فعل این شوند.

تخریبغشاءسلولیوتوقفچرخهانتقالالکتروندر

تخریب از و شده میتوکندری و کلروپلاست

 نمایدهاجلوگیریمیهایدیانآوپروتئینمولکول

(Kong et al., 2018; Ziv et al., 2018)کاهش .

افزایشمیزان به منجر تنش تحت سلول در کاتالاز

مییون و شده هیدروژن پراکسید سمیهای با تواند

کردنمحیطسلولیمنجربهمرگسلولشدهوواکنش

اینفعلوانفعالات فعالنماید. را فوقحساسیتگیاه

گیردودرگیاهانحساسدرگیاهانمقاومصورتمی

واکنش مقاوم نیمه مقاومیا افزایشهای با تی

بارادیکال همراه استکه هایآزاد بوده بیمارگر مهار

افزایش برای شاخصی آنزیمی فعالیت افزایش این

شود.باتوجهبهنوساناتمقاومتگیاهدرنظرگرفتهمی

بازه چنینبرمیفعالیتآنزیمیدر کههایزمانی، آید

فعالیت تغییر به قادر کودی بیوشیمیاتیمارهای ییهای

شده مقاومت القاء و ایجاد جهت در نتایجگیاه اند.

وقتی که است این از حاکی تیمارها میانگین مقایسه

زنیشدبیانژنکیتینازدرساعاتیگیاهبابیمارگرمایه

رسید. خود میزان بیشترین به برداری ازنمونه بعد

مطالعاتگذشتهنشاندادهکهبابیانژنکیتینازافزایش

افزایشیافته استکه داده نشان مطالعاتاخیر است.

هایآنتیاکسیدانیوهمچنینتعدادیازمیزانآنزیم

ریشهیون قارچ حضور در آهن نظیر برها، علاوه ها

بهتنش هایزیستیباعثاقزایشقدرتمقاومتگیاه

گونه بوسیله ریشه شدن شده-هایقارچکلونیزه ریشه

ریشه قارچ حضور با مکانیسماستو سازشها های

پذیریگیاهدرتقابلباتنشزیستیافزایشیافتهاست

(Diagne et al., 2020).باعثتخریبدیواره کیتیناز

می بیمارگر قارچ نوعیسلولی ژن بیان این و شود

باعثکاهش که کرده ایجاد گیاه مقاومتالقاییدر

می بیمارگر خسارت  ,.El-Katatny et al)گردد

2000; Shih et al., 2001)مطالعه در روی. که ای

 به مقاوم سویای مختلف  Meloidogyneارقام

incogntiaژن بیان که گردید مشخص شد انجام

ادهاستکیتینازبهمیزانسهتاچهاربرابرافزایشنشاند

(Cao et al., 1997)به کیتیناز قارچی ضد فعالیت .

اپسوسیلهمحققاناثباتشدهاست،بهطوریکهآنه

خالص محیطاز در پروتئین این دادن قرار و سازی

بیمار حاوی قارچیگرکشت کههای کردند مشاهده

قارچ این حضوررشد پروتئین این که نواحی در ها

توانددلیلخوبیبرایشودکهاینمیدارد،محدودمی

پروتئین مستقیم )تأثیر بیماریزایی با مرتبط (PRهای

بیمارگر باشروی ها گیاهان(Saikia et al., 2005)د .

گونه با مقابله فعالبرای اکسیژن دارای (ROS) های

سیستمدفاعیآنتیاکسیدانیهستندودرشرایططبیعی

 میزان مکانیسم ROS تولیدبین فعالیت بینو از های

هایمحیطیتعادلوجوددارد،امادرتنش ROS برنده

می هم به تعادل این زنده تنشو موجب و خورد

می گیاهان در  ,.Baxter et al)  گردداکسایشی

2014; Singh, 2019)ن تایجاینتحقیقنشاندادکه.

هایآنتیاستفادهازنشانگرهایبیوشیمیاییمانندآنزیم

توانددرتعییننقشوکاراییالقاکنندگاناکسیدانیمی
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ژن بیان بررسی شوند. واقع مفید گیاهی هایمقاومت

هایاکسیدانییکیازشاخصههایآنتیمربوطبهآنزیم

 و تنش حالت در مقاومت محرکالقاء با هاتیمار

تمی بهأباشد. مقاومتگندم القاء در کیتوزان ماده ثیر

 که داد بیماری24بیماریبلاستنشان از ساعتبعد

هایموردمطالعهافزایشنشاندادههاوژنمیزانآنزیم

 در(Gazimohseni and Sabbagh, 2016)است .

زمانی بازه این گیاهچه مرگ بیماری به آلوده خیار

افزایششاخصه برای مقاومتی از48های بعد ساعت

 است شده ثبت .(Sabbagh et al., 2018)بیماری

بازه مقاومتمیتفاوتدر القا در زمانی بههای تواند

گیا رقم بیماری، مقاومتعامل کننده القا عامل و ه

القا در قارچی زیستی عوامل از استفاده باشد. وابسته

افزایش و گیاهچه مرگ بیماری به خیار مقاومت

هایمرتبطبامقاومتگزارششدهاستهاوژنآنزیم

(Sabbagh et al., 2017b)تحقیق این نتایج با که

همکاری مستلزم بهتر نتایج به دستیابی دارد. مطابقت

حوزه در دانشمندان نظیرگروهی مختلفزیستی های

باشد.میکروبیولوژی،ژنتیکوبیوتکنولوژیگیاهیمی

همکاری مشترکمیاین شناساییهای به منجر تواند

دگونه قارچی و باکتریایی موثر و مفید رهای

هایکشاورزیمختلفگردد.سیستم

 

نتیجه گیری کلی
ازتجزیه بربیانژنمیتحلیلواستفاده تواندعلاوه

تحتتنش، گیاهان در تغییراتمولکولی درکبهتر

بهاثباتبرساند. نتایجحاصلازتغییراتبیوشیمیاییرا

آنزیم میزان آنتیافزایش همچنینهای و اکسیدانی

میژن گیاه در مقاومت مسئول نقشتعیینهای تواند

ب نماید. تر برجسته کودهایزیستیرا بهکننده توجه ا

هایاعمالشدهدراینآزمایشونتایجمثبتبهروش

مادهسازیوشودکهآگیریمیدستآمدهچنیننتیجه

ویامحافظتابتداییازطریقتقویتبسترکشتگیاه

تواندمقاومتاکتسابیگیاهرابذرمالکردنبذرهامی

نماید. فراهم رشدی مرحله اوایل در بیمارگرها علیه

توانددرانتخابارقامگیاهیمقاومونمطالعاتیمیچنی

تأثیر که تنشبیماری به حساس محصول پر ارقام یا

مورد دارند مقاومت القاءکنندگان از بالایی پذیری

توجهوبهرهبرداریقرارگیرد.



 گزاری سپاس

زیست پژوهشکده در تحقیق دانشگاهاین فناوری

اینج در که گردید انجام وزابل کارشناسان تمام از ا

اجرایاین در را ما تحقیقاتیکه اینواحد همکاران

آید.پژوهشیارینمودندتقدیروتشکربهعملمی
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Abstract 

Background and Objectives 
Chickpea is an important grain legume in Asia, and makes a significant contribution to the food 

and nutrition security of the people. Fusarium wilt is an important disease of chickpea, causing 

significant yield loss. This malady is the most important and destructive soil-borne disease of 

chickpea in Iran. Excessive use of chemical fungicides to control this soil-born pathogen can 

have adverse effects on human health and environment, and can lead to fungal resistance to 

fungicides. Increasing induced resistance using resistance inducers as bio-fertilizers can be 

considered as an alternative method to plant disease control. The use of nitroxine a bio-fertilizer 

containing Azosprillium and Azotobacter species as well as mycorrhizal fungi to induce systemic 

resistance mechanisms has been demonstrated in different plants under biotic stress. The aim of 

this study was to investigate the effect of bio-fertilizers to induce acquired resistance in chickpea 

plant under pathogen stress as compared to non-infected plants. 

Materials and Methods 
The change of some antioxidant enzymes and gene expression analysis was examined to evaluate 

the effect of biofertilizers on increasing resistance in chickpea plants infected with Fusarium 

oxysporum fsp. ciceri. A factorial experiment based on complete randomized block design with 

three replications was conducted under greenhouse conditions in 2014. The eight treatments 

included :1) Plant control without infection (sh), 2) Fusarium oxysporum (Foc), 3) Mycorrhiza 

(Gi), 4) Nitroxin (N), 5) Mycorrhiza+Nitroxin+Infection (GI+N+F), 6) Mycorrhiza+Nitroxin 

(GI+N), 6) Mycorrhiza + Fusarium oxysporum (Gi+F) and 8) Nitroxin+Fusarium (N+F). 

Mycorrhiza, Fusarium oxysporum and Nitroxin+Fusarium (M+F+N) were used in this study. 

Catalase, Proxidase, and Polyphenoloxidase activity was assessed by spectrophotometer with 

corresponding wavelengths. Total RNA was isolated using an extraction kit, according to the 

manufacturer’s protocol. Real-time RT-PCR was performed in a thermocycler using the 

following program: 5 min at 94 °C, followed by 35 cycles of 30sec at 95°C, 30 min at 59°C and 

30 min at 72 °C, with final extension for 10min at 72°C. All acquired data were analyzed using 

SAS software version 9 and mean values were compared using Duncan's multiple range test. The 
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changes of transcript level were measured via a comparative technique. Actin genes were used as 

internal reference. 

Results 
Data analysis revealed that the highest rate of total phenol and protein (50/292 mg/mL) in treated 

plants was related to nitroxin and mycorrhiza treatments, respectively. The greatest change in all 

three enzymes was observed in mycorrhiza treatment 72h after plant infection. Mean comparison 

of gene expression data at different time intervals showed a high expression level 72h after plant 

infection in mycorrhizal application. Our results indicated that the maximum effect of bio-

fertilizer application occurred 72h following plant infection with the pathogen. Application of 

both biofertilizers without Fusarium infection did not show any significant change in the 

expression level of the two tested gene. 
Discussion 

Biofertilizer agents can improve plant growth through several different mechanisms such as 

protecting the plant under stressful conditions and defense against plant pathogen which can lead 

to reduced disease and death. The increase of total phenol and protein as the precursor of plant 

defense mechanism through apply biofertilizers in infected plants indicated the efficiency of 

these compounds to reduce disease. Antioxidant enzymes as a biomarker were used to evaluate 

the effect of exogenic compounds on increasing plant resistance against biotic stress. As with a 

similar work, we found a correlation between biofertilizer application and enzyme activity. Other 

parameters such as phenotypic characters and yield components can be used as a marker to 

investigate the effect of biofertilizers in these domains. Analysis of variance of the data related to 

gene expression confirmed the efficiency of biofertilizers on inducing resistance. Based on our 

results, we recommended use of biofertilizers in a single or mixture form to improve growth 

conditions in stressed plants especially under biotic stress. To make the bio-fertilizer more 

efficient in the field, a coordinated work by different science domains as bacteriology, chemistry, 

genetics, and agronomy as well as farmers as bio-fertilizer consumers seems necessary. This 

coordination could facilitate the adaptation of fungi and bacterium-based bio-fertilizers to 

different agriculture systems. 
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