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دفاعی گیاه  پاسخ یالقابر   Trichoderma harzianum BI اثر قارچ آنتاگونیست یمطالعه

  Meloidogyne javanica   ینماتد مولد گره ریشه علیه فرنگیگوجه
 

  حسن رضا اعتباریان،  نوازالله صاحبانی،  فاطمه ناصری نسب

 

 چکیده

توانهایی   و Meloidogyne javanica علیهه   BI harzianum Trichoderma یفعالیت بیوکنترلی جدایه ،در این بررسی    

ههای  ی گیاهچهه ریشهه . در آزمایشگاه و گلخانه بررسی شهد  Yدر گیاه گوجه فرنگی رقم ارلی اوربانا آن در القاء سیستم دفاعی 

لیتهر و تعهداد   اسهپور در میلهی   16 با غلظت  BI harzianum .T برگی توسط سوسپانسیون اسپور  6 یفرنگی در مرحلهگوجه

یداز، پراکسهیداز و میهزان   های پلی فنل اکسه میزان فعالیت آنزیم. زنی گردیداه مایهه ازاء هر گیلارو فعال سن دو نماتد ب 111 

علاوه بر کاهش شدت بیماری و تعداد گهال   ،این جدایه. گیری شد، اندازهزنی نماتدفنل کل در روزهای اول تا هشتم بعد از مایه

های پلی فنل اکسهیداز و  ا در آزمایشگاه، فعالیت آنزیمهتفریخ تخم یر لاروها و کاهش درصددر گلخانه، افزایش درصد مرگ و م

بیشترین میهزان فنهل   . زنی نماتد به حداکثر میزان خود رسیدافزایش در روز چهارم بعد از مایهپراکسیداز را افزایش داد که این 

ج تغییهرات در  نتهای . زنی مشاهده شهد مایهپنجم بعد از  در روز .BI   harzianum Tیتیمار شده با جدایه یکل در گیاه آلوده

نشان داد که امکان تحریک مقاومت القهایی در   ،زنیطی روزهای مختلف پس از مایه ها و همچنین فنل کلمیزان فعالیت آنزیم

 .وجود دارد M. javanicaعلیه  T. harzianum BIگیاه گوجه فرنگی توسط 

 

 .لی، پراکسیداز، پلی فنل اکسیدازترکیبات فن، کنترل بیولوژیک :واژه های کلیدی
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  . . .دفاعی  پاسخ یالقابر   Trichoderma harzianum BI اثر قارچ آنتاگونیست یمطالعه

 مقدمه

 خهود را بهه  محققین از بسیاری توجه، هامیکروارگانیزم از استفاده با گیاهی هایبیماری بیولوژیک های اخیر کنترلدر دهه      

،    سهفر ریزو و خها   محهیط  جملهه تریکودرمها بهه    از مختلهف  هایآنتاگونیست معرفی که داده نشان تحقیقات .نموده است جلب

ههای  موفقیت در کنتهرل بیمهاری  (. 112 ،و همکاران اعتباریان)بکاهد اقتصادی زیانی آستانه زیر تا بیماری خسارت از تواندمی

ی مبهارزه  در هها بیماری کنترل هایروش تریناز مقبول یکی توانسته کنترل بیولوژیک را زیست، محیط سلامت با همراه گیاهی

طهور مفصهل توسهط    باشهد کهه بهه   مختلفی مهی  هایمکانیزم دارای بیوکنترل یپدیده .نماید ی معرفیگیاه هایبیماری تلفیقی

خصهو   هو به  غهاایی  مهواد  فضا، برای بیوز، رقابت آنتی یپدیده شامل هامکانیزم این. قرار گرفته است بررسی دانشمندان مورد

 القهاء مقاومهت   و گیاه رشد پارازیتیسم، افزایش و لیزکننده ایهآنزیم قابل جاب کردن آهن از طریق تولید سیدروفور، تولیدغیر

پیهدا   گیاهی هایاخیر اهمیت زیادی در کنترل بیماری یهدر دو ده عوامل بیوکنترل قارچی(. Sikora et al., 2003)باشندمی

طهور  بهه  Trichoderma harzianum Rifai, (1969)های قارچی ماننهد  آنتاگونیست .(Janisiewicz et al., 2001)اند کرده

 Rhizoctoniaو  Fusariumهای گونه شبه های جمله بیماری از گیاهی زایبیماری عوامل از چشمگیری برای کنترل بسیاری

 M. javanicaبالغ نماتد  یتواند با پارازیته کردن تخم، لارو و مادهکه می این قارچ از عوامل مفیدی است. شوندکار برده میبه

(Treub) این قارچ همچنین قهادر بهه تحریهک القهاء مقاومهت در مقابهل نماتهدها و کهاهش         . معیت این نماتد را کاهش دهدج

بیوتیهک و   تولیهد آنتهی   ،های مهم در عمل بیوکنترلیکی از مکانیسم(. Van Loon and Vanstrien., 1999)باشدخسارت می

هایی نظیر سوپر اکسهاید دیهس   در گیاه و تغییر در میزان آنزیم ومتها سبب القاء مقابسیاری از آنتاگونیست. استالقاء مقاومت 

 .(Salehpour et al., 2005)شهوند کیبهات دیگهری نظیهر فنهل در گیهاه مهی      پراکسیداز و پلی فنل اکسیداز و تر کاتالاز، موتاز،

در مقاومت علیه بیمارگرهای گیهاهی   ،ها و مواد دفاعی نظیر پراکسیدازها و پلی فنل اکسیدازراه سایر آنزیمهمترکیبات فنلی به

 Ogallo)آیهد مواد در میزبان تغییراتی پدید مهی صورت سیستمیک دخالت دارند و در مقدار و میزان این خصو  نماتدها بهبه

and McClure., 1996 .)خصهو  ها و بهه وسط آنتاگونیستگیاه ت یکلونیزه شدن سطح ریشه Trichoderma  توانهد بها   مهی

ههد  از   (.Kloepper et al., 1992)زا شهود مستقیم عوامل بیمهاری  یالقایی سیستمیک منجر به کاهش حمله ایجاد مقاومت

در  گوجهه فرنگهی   یعامل گره ریشهه   M. javanicaبرای کنترل نماتد   .BI harzianum Tاین تحقیق، بررسی کارایی قارچ 

لی فنل اکسیداز، پراکسیداز و همچنین میزان ترکیبات فنهل کهل   های پررسی میزان تغییرات فعالیت آنزیمو ب ایگلخانه شرایط

 .باشدمی .harzianum BI T  یزنی با نماتد و جدایهدر اثر مایه Early Urbana Yگیاه گوجه فرنگی رقم 

 

 مواد و روش ها

 عامل بیماری

تکثیر . پیشوای ورامین جمع آوری شد یهای خیار و گوجه فرنگی منطقهه نماتد مولد گره ریشه از گلخانههای آلوده بریشه

نماتد مطابق کلید جپسهون صهورت گرفهت     یانجام و شناسایی گونه Yروی رقم ارلی اوربانا  Single eggmassنماتد با روش 

(Jepson, 1987 .)   پس از چندین دوره تکثیر متوالی نماتد، جمعیت کافی نماتد خهالM. javanica   اسهتخرا   . ایجهاد شهد

 .انجام شد  ,Hussay &Barker) 1973)  79 ،هوسای و بارکرسن دو با استفاده از روش  لارو تخم و

 آنتاگونیست

صورت خال  تهیه و پهس از تهک اسهپور    روه گیاهپزشکی پردیس ابوریحان بهاز آزمایشگاه گ T. harzianum BI یجدایه

با استفاده از لام گلبهول   ،اسپور در آب مقطرسوسپانسیون  یپس از تهیه(. Booth, 1997)تکثیر شد PDAکردن روی محیط 

 .(Maleki., 2008)لیتر قارچ جهت استفاده در آزمایشات تهیه شداسپور در میلی 16 شمار غلظت موثر 

 در شرایط آزمایشگاه M.javanicaروی تفریخ تخم نماتد  T. harzianum BIآزمایش اثر مستقیم قارچ 

در وسط ظرو  پتری حاوی آب آگار  T. harzianum BIقارچ  یروزه 9ی از کشت مترمیلی 2های ، پلا در این آزمایش

لیتهر آب مقطهر اسهتریل حهاوی     ، یهک میلهی  (روز 1 پس از)رار داده شد و پس از پوشیده شدن سطح پتری با قارچدو درصد ق
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   0931 پاییز/ دوم یشماره/ سال اول/ های گياهی تحقيقات بيماری

ههای شهاهد   به پتهری . تشتک های پتری اضافه شدبه % 2/1تخم نماتد استریل شده توسط هیپوکلریت سدیم  21-01جمعیت 

 2 روز در تاریکی و در دمای  0 ها به مدت سپس پتری. سپانسیون تخم اضافه شدبه همان میزان سو ،نیز که فاقد قارچ بودند

ایهن  . های تفریخ شده در تیمهار و شهاهد شهمارش شهد    بعد از گاشت این زمان تعداد تخم نگهداری شد و ،گرادی سانتیدرجه

 (.Irfan et al., 2005)تصادفی انجام شد "و در قالب طرح کاملا تکرار 6آزمایش با  

در شترایط   M. javanicaهتای ستد دو نماتتد    روی متر  و میتر ورو   T. harzianum BIآزمایش اثر مستتقیم  

  آزمایشگاه

تفریخ شده و  یسوسپانسیونی از لاروهای تازه قارچ روی محیط آب آگار استفاده شد و یروزه 1 از کشت  ،در این آزمایش     

های پتری اضهافه و سهپس در   ر آب مقطر استریل تهیه و به تشتکلیتلارو در یک میلی 1 -1 معیت حدود استریل نماتد با ج

میهزان مهرگ و میهر لارو هها در        سهاعت   76و  02ههای  ترتیب پس از گاشهت زمهان  د نگهداری شد و بهگرای سانتیدرجه 2 

تکرار و در قالب  6این آزمایش با . عنوان شاهد در نظر گرفته شدندهای فاقد قارچ بهپتری. های تیمار و شاهد شمارش شدپتری

 .(112  ،ارفان و همکاران )تصادفی انجام شد "طرح کاملا

 بر میزان بیماری نماتد مولد گره ریشه در شرایط گلخانه  T. harzianum BIآزمایش اثر 

( لریت سدیم و بهه مهدت یهک دقیقهه    درصد هیپوک 2حاوی )درصد 1 با وایتکس Y ابتدا باور گوجه فرنگی رقم ارلی اوربانا     

شهامل  )های حهاوی خها  الهک شهده     با آب مقطر سترون در داخل گلدان عفونی سطحی شد و پس از چندین بار شستشوضد

. کشت گردیهد ( لاودقیقه در اتوک 1 درجه به مدت  22و پاستوریزه شده در دمای   : : هوموس، خا  مزرعه، ماسه با نسبت 

 T. harzianum لیتر سوسپانسیون اسپور قهارچ میلی 1 برگی توسط 6ی های گوجه فرنگی در مرحله، گیاهچهدر این آزمایش

BI   گیهاه  (  : املهها شه  تیمار. شهدند  زنی، مایهلارو فعال نماتد به ازاء هر گیاه 111 لیتر و تعداد اسپور در میلی 16 با غلظت

و  Root dip))آنتاگونیست به روش خیساندن ریشه گیاه مایه زنی شده با نماتد و عامل(  زنی شده با نماتد، ایهگیاه م(  سالم، 

ی به زنها پس از مایهگیاهچه. بودند Soil drench))ل آنتاگونیست به روش خیساندن خا زنی شده با نماتد و عامگیاه مایه( 0

نگهداری شد و پس ( اییساعت روشن 6 ساعت تاریکی و  2گراد، ی سانتیرجهد 0 -2 دمای )روز در شرایط گلخانه 02مدت 

 .تکرار انجام شد 6این آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی و با . ها برای بررسی بیماری به آزمایشگاه منتقل شدنداز آن ریشه

  T. harzianum BIاتد و قارچ ارزیابی تغییرات برخی ترکیبات دفاعی در ریشه گوجه فرنگی مایه زنی شده با نم

به ازاء هر . زنی گردیدندبرگی مایه 6ی و در مرحله های گوجه فرنگی تهیه، گیاهچهدر این آزمایش نیز همانند آزمایش قبل     

لیتر آب مقطهر  اسپور در میلی  16 لیتر سوسپانسیون اسپور با غلظت میلی 1 لارو فعال سن دو نماتد و  111 تعداد  ،گیاهچه

ا عامل آنتاگونیست، زنی شده بگیاه مایه(  با آب مقطر استریل، زنی شده گیاه سالم مایه(  : تیمارها شامل. تریل استفاده شداس

. تکرار در نظر گرفته شهد  0 ،برای هر تیمار. زنی شده با نماتد و آنتاگونیست، بودندگیاه مایه( 0ی شده با نماتد و زنگیاه مایه(  

 ، ،  ،  برداریزمان نمونه 2شامل B تیمار ذکر شده و فاکتور  2شامل  Aکه فاکتور  2 × 2ت طرح فاکتوریل صورها بهآزمایش

شهد و میهزان تغییهرات فعالیهت       آزمایش در قالب طهرح کهاملاً تصهادفی انجهام     . زنی با نماتد بودروز بعد از مایه 2و  9، 6، 2، 0

 .ز تغییرات میزان فنل کل در روزهای اول تا هشتم ارزیابی شدهای پلی فنل اکسیداز و پراکسیداز و نیآنزیم

 ارزیابی میزان کل پروتئید قابل حل در عصاره و سنجش پروتئید استاندارد

جهت تعیین میهزان  ، منحنی پروتئین استاندارد یمورد آزمایش و تهیه یمنظور ارزیابی میزان پروتئین موجود در عصارهبه     

 .(Bradford, 1976)استفاده شدو پلی فنل اکسیداز از روش برادفورد  فعالیت آنزیم پراکسیداز

 استخراج پروتئید از بافت گیاه

فسهفات سهدیم    یلیتر بافر نمونهه یک میلی. کوبیده و له شدنیم گرم از بافت ریشه در هاون چینی  ،با استفاده از ازت مایع     

لیتری منتقل و توسط های دو میلیحاصل بلافاصله به میکروتیوب خلوطم. مخلوط شد به آن اضافه و کاملاً  =6pH مول با 1/ 

ها رویی برای انجام آزمایش یمایه. گراد سانتریفوژ شدسانتی یدرجه 0دقیقه در  1 مدت به rpm   111میکروسانتریفوژ در 

 .Reuveni, 1995))گراد نگهداری شدسانتی یدرجه -1 و تا قبل از انجام آزمایش در دمای شده جدا 
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  . . .دفاعی  پاسخ یالقابر   Trichoderma harzianum BI اثر قارچ آنتاگونیست یمطالعه

 (POX)گیری میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز اندازه

صورت بهMilton Roy Company- Unterfoehring –Germany ارزیابی پرکسیداز با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر     

 :زیر انجام شد
کرولیتهر گوییکهول و   می 1 میکروگهرم پهروتئین باشهد،     01لیتر مخلوط واکنش شامل مقداری از عصاره که دارای دو میلی     

در یک لوله آزمایش ریخته و دستگاه اسپکتروفتومتر با استفاده  را =0/2pHر با میلی مولا 2 فسفات  -مقدار کافی بافر سیترات

درصد به این مخلهوط اضهافه    1 میکرولیتر پراکسید هیدروژن  1 سپس . نانومتر صفر گردید 092از این مخلوط در طول مو  

مقدار فعالیت آنزیم بر حسهب تغییهرات   . گیری شدثانیه، به مدت یک دقیقه اندازه 1 رات جاب نور به فواصل ییتغ شد و سریعاً

 .772 ، ریوونی (ΔOD /Min./mg. protein)گرم پروتئین بیان شدجاب نور بر دقیقه بر میلی

 (Polyphenol oxidase)آنزیمی پلی فنل اکسیداز و ارزیابی میزان فعالیت پلی فنل اکسیداز یعصاره یتهیه

میکرولیتر محلول پهرولین و   1 گرم پروتئین باشد، میلی 01ش شامل مقداری از عصاره که دارایلیتر مخلوط واکندو میلی     

توسط  در یک لوله آزمایش کوچک کاملاً مخلوط شد و این مخلوط  =0/6pH میلی مول 2 فسفات  -مقدار کافی بافر سیترات

 01سهپس بلافاصهله   . دهی و سپس دستگاه اسپکتروفتومتر با استفاده از این مخلوط صفر گردیهد هواورتکس به مدت دو دقیقه 

ب نهور در  بلافاصله تغییرات جا وسریع مخلوط نموده  افزوده،به مخلوط واکنش میلی مول  11 میکرولیتر محلول پیروکتکول 

غییهرات جهاب نهور در    فعالیت آنزیم بر اسهاس ت . گیری شدثانیه اندازه 1 ی مدت یک دقیقه با فاصلهنانومتر به 2 2طول مو  

 .(Mohammadi & Kazemi, 2002)گرم پروتئین محاسبه شددقیقه بر میلی

 های فنل استانداردی محلول پایه غلظتارزیابی میزان فنل کل و تهیه

ایی محلول با آب ده و حجم نهلیتر متانول خال  حل کررا در پنج میلی( Fluka, Germany)گرم از اسیدکافئیکمیلی 1      

ههای  ، جداگانهه در لولهه  لیتهر از ایهن محلهول   میلهی  2، 6، 2، 0،  ،  ،  ، 2/1ر سپس مقادی. لیتر رسانده شدمیلی 21مقطر به 

لیتهر از محلهول در   میلهی  2/1به این ترتیب هر . ده شدلیتر رسانمیلی 1 له با افزودن آب مقطر به آزمایش ریخته و حجم هر لو

بهرای صهفر کهردن دسهتگاه از      .گرم اسید کافئیک را داراسهت میکرو 2، 1 ، 1 ، 1 ، 01، 21، 61، 21ترتیبها بهک از لولههری

 .(Seevers et al.,1971)محلول فاقد اسید کافئیک استفاده شد

 منحنی استاندارد فنل یتهیه

  2/1تهر آب مقطهر ریختهه و سهپس     لیمیلهی  9ی اسهیدکافئیک را در  های مختلف تهیه شهده لیتر از غلظتمیلی 2/1مقدار      

لیتر محلول کربنات سدیم اشباع به آن ، یک میلیسه دقیقه بعد از افزودن معر  فولین. لیتر معر  فولین به آن اضافه شدمیلی

    میهزان جهاب نهور در    ،پس از گاشت یک سهاعت . لیتر رسانده شدمیلی 1 ول با افزودن آب مقطر به اضافه و حجم نهایی محل

nm9 2 =λmax بهرای  . کافئیک انجام شداسیدهای مختلف طور جداگانه برای هرکدام از غلظتاین مراحل به. گیری شداندازه

، اسهتفاده  از محلولی که فاقد اسیدکافئیک بود و به همان میزان آب مقطر اضافه شهده بهود   ،صفر کردن دستگاه اسپکتروفتومتر

هماننهد روش   ،هها دست آمهده در آزمهایش  ی بهمنظور تعیین فنل کل عصارهبه. ر گرفته شدنه سه تکرار در نظنموبرای هر . شد

 میلهی لیتهر عصهاره اسهتخرا  شهده گیهاه اسهتفاده شهد         2/1تنها تفاوت در این بود کهه از  . منحنی استاندارد عمل شد یتهیه

(Seevers et al.,1971). 

 استخراج فنل گیاه

 1 شد و سهپس   گیریدرون نیتروژن مایع عصارهچینی و   هاون بافت ریشه داخلرم یک گ، فنلی ترکیبات استخرا  جهت     

گهارتنی   های مهک و در شیشه داده عبور ململی پارچه دو لایه از حاصله درصد به آن اضافه گردید، مخلوط 21لیتر متانولمیلی

 ترکیبات حاوی هالوله داخل رویی بخش. شد سانتریفیوژ دقیقه 2به مدت  g 0111 حاصل در یعصاره ،در پایان. شد نگهداری

 یدرجهه  -1 دمهای  در لیتهری میلهی  1 داردرب ههای لوله در بعدی آزمایشات جهت و شده جدا بافتی رسوب از که است فنلی

 .(Mohammadi & Kazemi, 2002)شد نگهداری گرادسانتی
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   0931 پاییز/ دوم یشماره/ سال اول/ های گياهی تحقيقات بيماری

 نتایج

 یشگاه و گلخانهدر آزما M. javanicaعلیه T. harzianum BI فعالیت بیوکنترل 

  درصهد   ،در شهرایط آزمایشهگاه   M. javanica روی تفهریخ تخهم نماتهد    T. harzianum BI در آزمایش اثر مستقیم قارچ     

در آزمهایش اثهر   . بیشتر بود%  6  بود که این میزان در مقایسه با شاهد% 22های تفریخ نشده در اثر تیمار قارچ تریکودرما خمت

تریکودرمها توانسهت    در شرایط آزمایشگاه M. javanicaی مرگ و میر لاروهای سن دو نماتد رو T. harzianum BI  مستقیم

میر  درصد مرگ و. گیری شدساعت اندازه 76و  02روها بعد از درصد مرگ ومیر لا ،در این آزمایش. تعداد لاروها را کاهش دهد

                      در آزمههایش اثههر(.  جههدول)رصههدی بههودد   در مقایسههه بهها شههاهد  % 66سههاعت توسههط تریکودرمهها   76لاروههها بعههد از 

T. harzianum BI    ی تخهم هها و تعهداد کیسهه   عهداد گهال  توانسهت ت  ،روی بیماری در شرایط گلخانه نیهز قهارچ آنتاگونیسهت     

((Egg mass (. جدول )گیری شدههای هوایی نیز اندازوزن تر ریشه و اندام. دار در مقایسه با شاهد کاهش دهدمعنی طوررا به 

 

 .درصد مر  و میر وروها توسط قارچ تریکودرما در آزمایشگاه -0جدول 

 ساعت 76درصد لاروهای مرده بعد از  ساعت 02درصد لاروهای مرده بعد از  تیمار

*C b /   b7 /   

*T a  /26 a0/66 

 دار دارنداند با هم اختلا   معنیمختلف نشان داده شدهتون با حرو  هایی که در هر ستکرار بوده و میانگین 6 هر تیمار دارای

 T. harzianum BIتیمار با : T، (فاقد آنتاگونیست)شاهد :p< .C) 12/1(آزمون دانکن )

 
 در آزمایشگاه M. javanicaبر تفریخ تخم های  T. harzianum BIاثر  -2جدول

 روز 0 درصد تخم های تفریخ نشده پس از 

* C  b    C 

* T a20  T 

 دار دارند، با هم اختلا  معنیاندتون با حرو  مختلف نشان داده شدههایی که در هر سمیانگین

 .T. harzianum BIتیمار با : Tشاهد،  :p<. C) 12/1(آزمون دانکن )

 

 ت فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیدازبررسی تغییرا

نظر میزان فعالیهت آنهزیم    از T. harzianum BIآنتاگونیست  رچقا تیمار شده با یهآلود در گیاه گوجه فرنگی ،اولدر روز      

در مقایسهه بها   م سهو در روز  ،تیمار شده با آنتاگونیسهت  یهآلود گیاه .مشاهده نشد داریسایر تیمارها تفاوت معنیدر مقایسه با 

، تنهها دارای اخهتلا     تاگونیسهت و همین طور نسبت به گیاه سهالم تیمهار شهده بها آن     سالمبه نماتد، گیاه  آلودهگیاه  تیمارهای

تیمار شده بها آنتاگونیسهت دیهده     یهآلود گیاهبیشترین میزان فعالیت آنزیم همانند روز قبل در  ،مچهاردر روز  .داری بودمعنی

 ، فعالیهت آنهزیم در  در روز پهنجم . ؛ در این روز بیشترین مقدار در فعالیت آنزیم در بین روزهای نمونه برداری مشهاهده شهد  شد

آنتاگونیسهت  تیمهار شهده بها     یجز تیمار گیاه سالم کاهش پیدا کرد که البته این کاهش در تیمار گیاه آلهوده تیمارها به یکلیه

در روز هفهتم و  . م کمتهر شهد  پنجنسبت به روز تیمارها  یدر کلیهفعالیت آنزیم  ،شمشدر روز . دار نبودنسبت به روز قبل معنی

 (. جدول )نند روز ششم ادامه پیدا کردشی ماهشتم نیز این روند کاه
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  . . .دفاعی  پاسخ یالقابر   Trichoderma harzianum BI اثر قارچ آنتاگونیست یمطالعه

 روی بیماری در شرایط گلخانه T. harzianum BIاثر  -9جدول

 .های هواییدام، وزن تر ریشه و انegg massبر روی تعداد گال، تعداد 

 (گرم)وزن تر اندام های هوایی (گرم)وزن تر ریشه هر گیاه egg massتعداد  تعداد گالهای هر گیاه تیمار

* H c1 c1 a /7 a2/01 

* N a 9  a2/ 26 a6/2 c /   

N+*T(Rd) b06 b2/   c /2 cd0/ 7 

N+*T(Sd) b0  b 9/ 0 b /9 b6/ 2 

مورد  ) (p<0.05ای دانکنها با آزمون چنددامنهانجام شد و میانگین داده SAS 9.0دست آمده با استفاده از نرم افزار های بهی آماری دادهتجزیه

دار اند با هم اختلا  معنیداده شدهتکرار بوده و میانگین هایی که در هر ستون با حرو  مختلف نشان  6 هر تیمار دارای. قرار گرفتمقایسه 

روش خیساندن  :Sdروش خیساندن ریشه و :Rd،  گیاه سالم: N  :M. javanica  ،Hو p< ..T :BI T. harzianum) 12/1(آزمون دانکن)دارند

 .می باشند خا 

 

 تغییرات فعالیت آنزیم پراکسیداز بررسی

از نظر میزان فعالیت آنزیم نسهبت بهه    .harzianum BI  Tتیمار شده با آنتاگونیست یهآلود گیاه گوجه فرنگی اولدر روز      

 تاگونیسهت تیمار شده بها آن  گیاه گوجه فرنگی لی در مقایسه باو .داری نشان دادندافزایش معنیبه نماتد آلوده  گیاه و سالم گیاه

گیهاه گوجهه فرنگهی    م در دو؛ فعالیت آنزیم در روز مقدار آن کمتر بودنیز داری نداشت و حتی از نظر عددی تنها اختلا  معنی

در مقایسهه   گیاه گوجه فرنگی تیمار شده با آنتاگونیست تنها، همچنینبه نماتد و  آلودهگیاه  ،تیمار شده با آنتاگونیست یآلوده

داری با تفاوت معنی ،تیمار شده با آنتاگونیست یگیاه گوجه فرنگی آلوده ،در این روز. داری نشان دادسالم افزایش معنی گیاهبا 

دار فعالیهت را داشهت و   بیشهترین مقه   ،تیمار شده با آنتاگونیست یگیاه گوجه فرنگی آلوده ،مچهاردر روز . شتها داسایر تیمار

عالیهت  بیشهترین ف  ،در این روز .داشتسالم  گیاهتیمار شده با آنتاگونیست تنها و  گیاه به نماتد، آلوده گیاهداری با تفاوت معنی

یدا کرد تیمارها کاهش پ ی، فعالیت آنزیم در کلیهدر روز پنجم .برداری هم مورد مشاهده قرار گرفتآنزیم در بین روزهای نمونه

  در فعالیهت آنهزیم    نیهز  شهم شدر روز . دار بهود نسبت به روز قبهل معنهی   گیاه سالم جزی تیمارها بهکه البته این کاهش در همه

 گیهاه گوجهه فرنگهی   بیشترین میزان فعالیهت آنهزیم در    و هشتم نیزتم فدر روز ه. م کمتر شدپنجنسبت به روز تیمارها  یکلیه

  (.0جدول )تیمار شده با آنتاگونیست بود یهآلود

 

در دقیقه در  نانومتر 505در  تغییرات جذب)پلی فنل اکسیدازن فعالیت آنزیم میانگید تغییرات میزا یمقایسه -4جدول 

 قارچ آنتاگونیست وM. javanica با نماتد مولد گره ریشه زنی مایه در اثر فرنگیگیاه گوجه یریشه در(گرم پروتئیدمیلی

T. harzianum BI 

میانگین هایی که در هر ستون از نظر آماری با یکدیگر اختلا  دارند با حرو  مختلف بزرگ و میانگین هایی که در . هر عدد میانگین چهار تکرار است 

 BIقارچ آنتاگونیست  T.ارایه شده اند( P≤0.05)مون دانکن تفاوت ها  با آز. و  مختلف کوچک مشخ  شده اندطردیف با یکدیگر اختلا  دارند با حر

T. harzianum وN   نماتد مولد گره ریشهM. javanica  وH : می باشند( شاهد)گیاه سالم. 

 

 

 نماتدی بعد از مایه زنی تیمار                                              روز ها 

2 9 6 2 0        

A0 / d A2/0c A99/2b A 2/6ab A20/6a A /2  c B06/ d B 2/ e T+N 

A 7/ d B66/ c B72/0ab B76/0ab B1 /2a B02/0 b B 27/ c B 2/ e *T 

A 9/ d B  / cd C69/ c C1 /0b B20/0a C72/ b AB2 / b AB 1 / d *N 

B0 / c C62/ abc D2/ abc D16/ ab C9/ abc D  / a B7/ abc B09/ bc *H 
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   0931 پاییز/ دوم یشماره/ سال اول/ های گياهی تحقيقات بيماری

 : بررسی میزان تغییرات مقدار فنل کل

از روز اول تها پهنجم    T. harzianum BI تیمهار شهده بها آنتاگونیسهت     یهآلود میزان ترکیبات فنلی در گیاه گوجه فرنگی     

ولی به تدریج از روز ششم رو به کاهش گااشت و این کاهش تا روز هشتم که آخرین روز نمونه برداری بود، ادامه  ؛افزایش یافت

و تیمهار   تیمار شده بها آنتاگونیسهت   یهآلود گیاه گوجه فرنگیدار بین میزان ترکیبات فنلی تلا  معنیدر روز ششم اخ. داشت

داری بها سهایر تیمارهها    ر شده با آنتاگونیست اختلا  معنیتیما یدر روز پنجم تیمار گیاه آلوده. ت تنها وجود نداشتآنتاگونیس

ل کمترین میزان فنل ک ،روزهای نمونه برداری یدر کلیه. داشت و بیشترین مقدار فنل در بین تیمارها در این روز مشاهده شد

 .(2جدول )مربوط به تیمار گیاه سالم بود

 گیاه گوجه فرنگی یریشه در (ΔOD 475/min/mg)میانگید تغییرات میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز  یمقایسه -5جدول 

 BI   T. harzianumقارچ آنتاگونیست  ،M. javanica  یبا نماتد مولد گره ریشهزنی در اثر مایه

هایی که در با حرو  مختلف بزرگ و میانگین ،ندهایی که در هر ستون از نظر آماری با یکدیگر اختلا  دارمیانگین. میانگین چهار تکرار استهر عدد 

        قارچ آنتاگونیست T .اندارایه شده( P≤0.05)ها با آزمون دانکنتاوتف. اندبا حرو  مختلف کوچک مشخ  شده ،ردیف با یکدیگر اختلا  دارند

BI T. harzianum وN  ینماتد مولد گره ریشه M. javanica  وH  باشندمی( شاهد)گیاه سالم. 
 

 وجه فرنگیگیاه گ یریشه در (ریشه گرم در یک گرم بافتمیلی)ید تغییرات میزان ترکیبات فنل کلمیانگ یمقایسه -6جدول 

 BI  T. harzianum قارچ آنتاگونیست و M. javanica  یبا نماتد مولد گره ریشهزنی در اثر مایه

هایی که در با حرو  مختلف بزرگ و میانگین ،تون از نظر آماری با یکدیگر اختلا  دارندهایی که در هر سمیانگین. میانگین چهار تکرار استهر عدد 

       قارچ آنتاگونیست T .ارایه شده اند( P≤0.05)ها با آزمون دانکنتفاوت. اندبا حرو  مختلف کوچک مشخ  شده ،ردیف با یکدیگر اختلا  دارند

BI T. harzianum، N ینماتد مولد گره ریشه M. javanica  وH :باشندمی( شاهد)گیاه سالم. 

 

 بحث

نشان داد که  این آنتاگونیست  ،در آزمایشگاه M. javanicaعلیه نماتد  T. harzianum BIنتایج آزمایش بیوکنترلی قارچ      

د اند در اثر تولیتوکشت را داراست که این توانایی، میتوانایی پارازیته نمودن تخم نماتد و همچنین لاروهای سن دوم در محیط 

کوتیکول نماتدها مانند پروتئاز در مقابل لاروهای  یکنندههای لیزهای ثانویه و تولید برخی آنزیمبیوتیک و متابولیتعوامل آنتی

 0/1تخهم نماتهد بها ضهخامت      یههای میهانی پوسهته   با توجه به وجود کیتین در لایه. (Khan & Saxena, 1997)باشد  سن 

ههای نماتهد   د را بر بازدارندگی از تفهریخ تخهم  توسط تولید آنزیم کیتیناز اثر خو  T. harzianum BIرسدر میمیکرومتر، به نظ

های خار  ، متابولیتانجام شد 119 در کار مشابهی که توسط الفتاح و همکاران در سال (. Brant et al., 2000)اعمال میکند

     درصهد باعهم مهرگ و میهر لارو سهن دو نماتهد شهود        1 توانست تها   ،تریکودرما یفیلتر شده سلولی در آزمایش محیط کشت

 نماتدبعد از مایه زنی تیمار                                              روز های  

2 9 6 2 0        

A  9/01f A0/26e A1 /62d A 2/21c A19/ 16 A22  b A62/27e A   / 2f T+N 

B  / 2 g B  /21d AB /61c B  /62b B  /72a B6   e B 09 e A / 7f *T 

B  /  e C 2/0 d B0/26c A06/97b B  /72a C 2/26c C  /01d C   / 2f *N 

B90/  a D6/ 9c C6 / 1b C17/  a C2 /  a D66/ 2 c D  9 c  C  2/ 2d *H 

 تیمار                                              نماتدروز های بعد از مایه زنی 

2 9 6 2 0        

A07/1e A26/1cd B6/1c A2 /1a A9 /1  b A62/1b A20/1d A 2/1f T+N 

B0 /1d B02/1c B29/1b B62/1a B66/1 a A62/1a AB 2 /1 c  A 6/1e *T 

C  /1d C01/1c A69/1a C6 /1a C2 /1b B07/1b B 02/1b A 0 /1c *N 

C 02/1c C0 /1ab C01/1bc C06/1a D0 /1 ab C01/1b C 2/1bc A   02/1c *H 
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  . . .دفاعی  پاسخ یالقابر   Trichoderma harzianum BI اثر قارچ آنتاگونیست یمطالعه

(Al-Fattah et al., 2007.) سه های تخم ایجاد شده بهر  عامل آنتاگونیست توانست تعداد گال و کی ،ایهای گلخانهدر آزمایش

کهاهش   (Soil drench)و هم به روش خیسهاندن خها   ( Root dip)فرنگی را هم به روش خیساندن ریشهگوجه  یروی ریشه

و کمتهر بهود     Soil drenchهای ایجاد شده در تیمار با آنتاگونیست بهه روش  دار نبودن اختلا ، تعداد گالبا وجود معنی. دهد

دار ندن ریشهه اخهتلا  معنهی   های هوایی در این تیمار بهتر بود و با کاربرد قارچ به روش خیسانیز وضعیت وزن تر ریشه و اندام

  تهری از خها  اطهرا  ریشهه را پوشهش      ی وسیعرسد چون در وضعیت خیساندن خا  آنتاگونیست محدودهر میبه نظ. داشت

 .جلوگیری از پیشروی نماتد بگهاارد  تواند اثر بیشتری بر بهبود رشد گیاه ومی ،باشدتر میی فعالیت آن گستردهدهد و دامنهمی

؛ گیهاه  مانهد ی گیاه بیرون از خها  مهی  طی مدتی که ریشه ،ون اسپوردر روش خیساندن ریشه با سوسپانسی "همچنین احتمالا

توانسهت    T. harzianumاز قهارچ  Th  یجدایه ،مشابهی در کار. در نتیجه بر رشد گیاه اثر سوء داشته است دچار تنش شده و

یش مربوط بهه فعالیهت آنهزیم    از نتایج آزما. (Khattak et al., 2008)گوجه فرنگی کاهش دهد یها را بر روی ریشهتعداد گال

تیمهار   یپراکسهیداز در گیهاه آلهوده    شود که فعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز و پلی فنل اکسیداز و پراکسیداز، چنین دریافت می

 آنها تجمع و هستند قارچی ضد ترکیبات فنلی ترکیبات. شده با قارچ آنتاگونیست تریکودرما نسبت به سالم افزایش داشته است

میزان (. Mpiga et al.,1997)باشد ها پاتوژن حمله کاهش دلیل تواندمی ،آنتاگونیست عوامل یوسیلههب شده تیمار اهانگی در

ههای   ارتباط بهین افهزایش آنهزیم   . برداری در تیمارها نسبت به شاهد سالم نیز افزایش داشته است روز نمونه  2فنل کل در بین 

 وقتی زابیماری عامل و میزبان ارتباط در. زا توسط محققین دیگر نیز گزارش شده است ریدفاعی و مقاومت بیشتر به عوامل بیما

 مقاوم رقم در بیماری به ابتلا از بعد فنلی ترکیبات تجمع موارد سرعت بیشتر در شوند،می مقایسه باهم حساس و مقاوم ارقام که

دارد             وجهود  گیهاه  مقاومهت  و فنلهی  یبهات ترک مقهدار  بهین  مثبهت  خطهی  یرابطهه  یهک  و اسهت  حسهاس  رقهم  از زیهادتر 

(Goodman et al., 1986.) زنی با باکتری سودوموناس های خیار بعد از مایه، افزایش آنزیم پراکسیداز در ریشهچن و همکاران

باکتری  با مینیز بادام باور تیمار(. Chen et al., 2000)مورد مشاهده قرار دادند Pythium aphanidermatumرا علیه قارچ 

 آلانین فنیل و پراکسیداز گلوکاناز،   و   بتا کیتیناز، قبیل از مقاومت با مرتبط دفاعی هایآنزیم سریع سودوموناس باعم تجمع

عوامهل بیهوکنترل همهراه بها رشهد      (. Kishore et al., 2006 )گرددمی با شاهد سالم مقایسه در زمینی بادام باور در آمونیالیاز

  و  متقابل دارند و تغییرات بیوشیمیایی متفاوتی از قبیل افزایش فعالیهت کیتینهاز، بتها     ی، با بافت رابطهریشه حلسریع در م

                              کننهههدهههها القهههاء مهههیو تجمهههع فیتوآلکسهههین هههها را در زخهههم گلوکانهههاز، پراکسهههیداز و تشهههکیل سهههدهای سهههاختمانی

(El Ghaouth et al., 1998 .)کهه   اسهت  ایهن  ،برنهد مهی  بههره  مقاومهت  القاء مکانیزم از که بیوکنترلی عوامل برتری ترینممه

عامهل   وقتهی جمعیهت   حفاظهت  نهوع  ایهن  کهه حهالی  در اسهت،  پهایر امکهان  فعال آنتاگونیست حضور در تنها دیگر هایمکانیزم

 کهاهش جمعیهت   از بعهد  حتهی  شهده،  لقهاء ا میزبهان  گیهاه  مقاومت هایمکانیزم رسید خاصی یآستانه آنتاگونیست در خا  به

از نتهایج آزمهایش   (. Van Loon et al., 1998)باشهد  داشهته  دوام طولانی مدت تا تواندمی شده ایجاد مقاومت نیز آنتاگونیست

را  زپراکسیدافعالیت آنزیم نماتد نیز که  شودطور برداشت میاین گیاه گوجه فرنگیدر  پراکسیدازمربوط به میزان فعالیت آنزیم 

 در تمام روزههای . شودمی پراکسیدازفعالیت باعم افزایش آنتاگونیست هم قارچ  ، از طرفیدهدافزایش می گیاه گوجه فرنگیدر 

فعالیت آنزیم پراکسیداز افزایش  با نماتد تیمار شده با آنتاگونیست نسبت به شاهد آلوده یهآلود ،گیاه گوجه فرنگیبرداری نمونه

تیمار شده با آنتاگونیست، بیشهتر از شهاهد    یهآلود گیاه گوجه فرنگی نشان دادند، یعنی فعالیت آنزیم دررا و پلی فنل اکسیداز 

 گیهاه در  پراکسهیداز آنهزیم   ءباعم افزایش القا ،نماتد ها علاوه برروز یهشود نتیجه گرفت که آنتاگونیست در هممی، آلوده است

تهوان  القاء توسط عامل آنتاگونیست بوده است که می کمتر از ،ی گیاه توسط نماتدهمچنین میزان القاء ترکیبات دفاع .گرددمی

ههای خهاموش   کهارگیری مکانیسهم  هدلیل حرکت بین سلولی نماتد مولد گره ریشه و رفتار مسالمت آمیز آن با گیاه و به آن را به

ی هدیهوار  سهازی  مسهتحکم  در مهمهی  ول نقشسل در پراکسیدازها تجمع. های دفاعی بیوشیمیایی گیاه بیان کردی پاسخکننده

 تولیهد  مقاومهت،  در وظهایف پراکسهیدازها   دیگهر  از .دارد عوامهل بیمهارگر   نفوذ به مقاومت افزایش و سلولی تمایز طی در سلولی

تریکودرمها   این آنزیم در اثر تیمار گیاه با عوامل آنتاگونیست مانند .است فنلی ترکیبات تجمع و لیگنین تولید آزاد، هایرادیکال

 .(Depinto & De Gara, 2004)افزایش پیدا می کند
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 نتیجه گیری

های دفاعی گیاه همین طور القاء مکانیسم ی گوجه فرنگی در آزمایشگاه و گلخانه وگره ینظر به کنترل موفق بیماری ریشه     

های نماتدی ریشهه و  وفق در کنترل بیماریل بیوکنترل معنوان یک عامتواند بهی این عامل آنتاگونیست، این قارچ میوسیلهبه

 تنهاوب،  نظیهر  زراعهی  از عوامهل  بسهیاری  همچنین با توجه به اینکهه  .کار گرفته شودو  کنترل نماتد مولد گره ریشه بهخصهب

 در توانهد مهی ، هها آنتاگونیسهت  نفهع  غیره به و خا  بافت تغییر و محیط یاسیدیته تغییرات خا ، یکننده اصلاح مواد افزایش

 و ایمزرعه شرایط در نظر مورد هایآنتاگونیست اثر بررسی کاهش دهد، یا افزایش را آنها اثر و باشد موثر هاآنتاگونیست استقرار

کهار گرفتهه شهده    ههای بهه  آل در جهت بالا بردن کارایی عوامهل بیهوکنترل و روش  برای شناسایی شرایط ایده غیراستریل خا 

  .باشد ضروری می
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