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 چكيده

آن Meloidogyne javanicaعليه BI harzianum Trichodermaي در اين بررسي، فعاليت بيوكنترلي جدايه و توانايي

و گلخانـه بررسـي شـدYدر القاء سيستم دفاعي در گياه گوجه فرنگي رقم ارلي اوربانا هـايي گياهچـه ريشـه. در آزمايشگاه

و تعـداد اسـپور در ميلـي106با غلظتT. harzianum BIبرگي توسط سوسپانسيون اسپور6ي فرنگي در مرحلهگوجه ليتـر

به ازاء هر گياه مايه2000 و ميزان فنل ميزان فعاليت آنزيم. زني گرديد لارو فعال سن دو نماتد هاي پلي فنل اكسيداز، پراكسيداز

اكل در روزهاي اول تا هشتم بعد از مايه شد ندازهزني نماتد، در. گيري و تعداد گال اين جدايه، علاوه بر كاهش شدت بيماري

و كاهش درصد تفريخ تخم و مير لاروها و ها در آزمايشگاه، فعاليت آنزيمگلخانه، افزايش درصد مرگ هاي پلي فنـل اكسـيداز

كه اين افزايش در روز چهارم بعد از مايه به حداپراكسيداز را افزايش داد بيشترين ميـزان فنـل. كثر ميزان خود رسيدزني نماتد

در. زني مشـاهده شـد در روز پنجم بعد از مايهT. harzianum BIيي تيمار شده با جدايه كل در گياه آلوده نتـايج تغييـرات

طي روزهاي مختلف پس از مايه ميزان فعاليت آنزيم و همچنين فنل كل كه امكان تحريك مقاومت القـايي در ها زني، نشان داد

.وجود دارد M. javanicaعليه T. harzianum BIگياه گوجه فرنگي توسط 

.تركيبات فنلي، پراكسيداز، پلي فنل اكسيداز، كنترل بيولوژيك:واژه هاي كليدي

.، ايرانتهران، پرديس ابوريحان، دانشگاه تهرانكارشناس ارشد، گروه گياهپزشكي،-1
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 مقدمه

 خـود را بـه محققـين از ها، توجه بسياريميكروارگانيزم از استفاده با گياهي هايبيماري بيولوژيك هاي اخير كنترلدر دهه

ريزوسـفر،و خـاك محـيط جمله تريكودرمـا بـه از مختلف هايآنتاگونيست معرفيكه داده نشان تحقيقات.نموده است جلب

و همكاران،(بكاهد اقتصاديي زيانآستانه زير تا بيماري خسارت از تواندمي هـاي يت در كنتـرل بيمـاري موفق).2005اعتباريان

ي مبـارزه در هـا بيمـاري كنترل هايروش تريناز مقبوليكي توانسته كنترل بيولوژيك را زيست، محيط سلامت با همراه گياهي

طـور مفصـل توسـط باشـد كـه بـه مختلفـي مـي هـاي مكانيزم داراي بيوكنترليپديده.نمايد گياهي معرفي هايبيماري تلفيقي

خصـوصو بـه غذايي مواد فضا، براي بيوز، رقابت آنتييپديده شاملهامكانيزم اين. قرار گرفته است بررسي دانشمندان مورد

القـاء مقاومـتو گياه رشد پارازيتيسم، افزايشو ليزكننده هايآنزيم غيرقابل جذب كردن آهن از طريق توليد سيدروفور، توليد

,.Sikora et al(باشندمي ده بيوكنترل قارچيعوامل).2003 پيـدا گياهي هاياخير اهميت زيادي در كنترل بيمارييهدر دو

,.Janisiewicz et al) اند كرده طـور بـه Trichoderma harzianum Rifai (1969)هاي قارچي ماننـد آنتاگونيست.(2001

 Rhizoctoniaو Fusariumهـاي گونه شبه هاي جمله بيماري از گياهي زايبيماري عوامل از چشمگيري براي كنترل بسياري

ميبه و مـاده اين قارچ از عوامل مفيدي است كـه مـي. شوندكار برده  .Mي بـالغ نماتـد توانـد بـا پارازيتـه كـردن تخـم، لارو

javanica (Treub) و. جمعيت اين نماتد را كاهش دهد به تحريك القاء مقاومت در مقابـل نماتـدها اين قارچ همچنين قادر

هـاي مهـم در عمـل بيـوكنترل، توليـد يكـي از مكانيسـم). Van Loon and Vanstrien, 1999(باشـد كاهش خسـارت مـي 

و القاء مقاومت است آنتي مقبسياري از آنتاگونيست. بيوتيك و تغيير در ميزان آنزيمها سبب القاء هايي نظير سـوپر اومت در گياه

مي كاتالاز، اكسايد ديس موتاز، و تركيبات ديگري نظير فنل در گياه و پلي فنل اكسيداز ,.Salehpour et al(شـوند پراكسيداز

به.)2005 و پلي فنل اكسيداز،همراه ساير آنزيمتركيبات فنلي و مواد دفاعي نظير پراكسيدازها در مقاومت عليه بيمارگرهـاي ها

به بهگياهي و ميزان اين مواد در ميزبان تغييراتـي پديـد مـي خصوص نماتدها و در مقدار آيـد صورت سيستميك دخالت دارند

)Ogallo and McClure, 1996 .(و بـهي گياه توسـط آنتاگونيسـت كلونيزه شدن سطح ريشه  Trichoderma خصـوص هـا

به كاهش حملهتواند با ايجاد مقاوممي ,.Kloepper et al(زا شـودي مستقيم عوامل بيماريت القايي سيستميك منجر 1992.(

ي گوجـه عامـل گـره ريشـه M. javanicaبراي كنترل نماتـد .BI harzianum Tهدف از اين تحقيق، بررسي كارايي قارچ

و همچنين ميزان تركيبـاتو بررسي ميزان تغييرات فعاليت آنزيمايگلخانه در شرايط فرنگي هاي پلي فنل اكسيداز، پراكسيداز

و جدايهدر اثر مايه Early Urbana Yفنل كل گياه گوجه فرنگي رقم  .باشدمي .harzianum BI Tي زني با نماتد

و روش ها  مواد

 عامل بيماري

به نماتد مولد گره ريشه از گلخانهريشه و گوجه فرنگي هاي آلوده تكثيـر.ي پيشواي ورامين جمـع آوري شـد منطقههاي خيار

و شناسايي گونهYروي رقم ارلي اوربانا Single egg massنماتد با روش  ي نماتد مطابق كليد جپسون صورت گرفت انجام

)Jepson, 1987 .(پس از چندين دوره تكثير متوالي نماتد، جمعيت كافي نماتد خالصM. javanica اسـتخراج. ايجـاد شـد

و لارو سن دو با استفاده از روش تخ و باركرم شد ,Hussay and Barker)1973( هوساي .انجام
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 آنتاگونيست

به T. harzianum BIي جدايه و پـس از تـك اسـپور از آزمايشگاه گروه گياهپزشكي پرديس ابوريحان صورت خـالص تهيـه

شد PDAكردن روي محيط  آب مقطر، با استفاده از لام گلبـولي پس از تهيه). Booth, 1997(تكثير سوسپانسيون اسپور در

.)Maleki, 2008(ليتر قارچ جهت استفاده در آزمايشات تهيه شد اسپور در ميلي106شمار غلظت موثر 

 در شرايط آزمايشگاه M.javanicaروي تفريخ تخم نماتد T. harzianum BIآزمايش اثر مستقيم قارچ

آب آگـار T. harzianum BIي قارچ روزه7متري از كشت ميلي5 هايدر اين آزمايش، پلاك در وسط ظروف پتري حـاوي

و پس از پوشيده شدن سطح پتري با قارچ  از(دو درصد قرار داده شد آب مقطـر اسـتريل حـاوي، يك ميلي)روز10پس ليتـر

پ%5/0تخم نماتد استريل شده توسط هيپوكلريت سديم50-40جمعيت  شدبه تشتك هاي هاي شاهد نيزبه پتري. تري اضافه

به همان ميزان سوسپانسيون تخم اضافه شد و در دمـاي14ها بـه مـدت سپس پتري.كه فاقد قارچ بودند، 28روز در تـاريكي

و بعد از گذشت اين زمان تعداد تخمي سانتيدرجه و شاهد شـمارش شـد گراد، نگهداري شد ايـن. هاي تفريخ شده در تيمار

و در قالب طرح كاملا6با آزمايش شد"تكرار ,.Irfan et al(تصادفي انجام 2005.(

و مير لاروهاي سن دو نماتد T. harzianum BIآزمايش اثر مستقيم  در شرايط آزمايشگاه M. javanicaروي مرگ

و سوسپانسـيوني روزه10در اين آزمايش، از كشت آب آگار استفاده شد ي تفـريخ از لاروهـاي تـازهي قارچ روي محيط

و استريل نماتد با جمعيت حدود و بـه تشـتك لارو در يك ميلي30-20شده آب مقطر استريل تهيه و ليتر هـاي پتـري اضـافه

بهي سانتيدرجه28سپس در  و و مير لارو هـا96و48هاي ترتيب پس از گذشت زمانگراد نگهداري شد ساعت ميزان مرگ

شدهاي تيمار در پتري بهپتري.و شاهد شمارش با. عنوان شاهد در نظر گرفته شدندهاي فاقد قارچ در6اين آزمايش و تكـرار

شد"قالب طرح كاملا ,.Irfan et al(تصادفي انجام 2005(.

 بر ميزان بيماري نماتد مولد گره ريشه در شرايط گلخانه T. harzianum BIآزمايش اثر

به مدت يك دقيقـه5حاوي(درصد10با وايتكسYابتدا بذور گوجه فرنگي رقم ارلي اوربانا و ) درصد هيپوكلريت سديم

آب مقطر سترون در داخل گلدان و پس از چندين بار شستشو با شـامل(هاي حاوي خـاك الـك شـده ضدعفوني سطحي شد

به مدت85شده در دمايو پاستوريزه 1:1:2هوموس، خاك مزرعه، ماسه با نسبت  . كشت گرديـد) دقيقه در اتوكلاو30درجه

 T. harzianum ليتر سوسپانسيون اسپور قـارچ ميلي20برگي توسط6ي هاي گوجه فرنگي در مرحلهدر اين آزمايش، گياهچه

BI  و تعداد اسپور در ميلي106با غلظت به ازاء هر گياه، مايه2000ليتر گيـاه)1: تيمارهـا شـامل. شـدند زني لارو فعال نماتد

به روش خيساندن ريشـه)3زني شده با نماتد، گياه مايه)2سالم،  و عامل آنتاگونيست )Root dip( گياه مايه زني شده با نماتد

به روش خيساندن خاك گياه مايه)4و و عامل آنتاگونيست زني ها پس از مايهگياهچه. بودند)Soil drench(زني شده با نماتد

و8گراد،ي سانتيدرجه24-28دماي(روز در شرايط گلخانه45به مدت  و) ساعت روشنايي16ساعت تاريكي نگهداري شد

به آزمايشگاه منتقل شدندپس از آن ريشه با. ها براي بررسي بيماري و تكرار انجام6اين آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي

.شد

و قارچ ارزيابي تغييرات برخي تركيب  T. harzianum BIات دفاعي در ريشه گوجه فرنگي مايه زني شده با نماتد

و در مرحلهدر اين آزمايش نيز همانند آزمايش قبل، گياهچه بـه ازاء. زنـي گرديدنـد برگي مايه6ي هاي گوجه فرنگي تهيه

و2000هر گياهچه، تعداد  آب اسـپور در ميلـي106ون اسپور بـا غلظـت ليتر سوسپانسيميلي20لارو فعال سن دو نماتد ليتـر

آب مقطـر اسـتريل، گياه سالم مايه)1: تيمارها شامل. مقطر استريل استفاده شد زنـي شـده بـا عامـل گيـاه مايـه)2زني شده با

و گياه مايه)3آنتاگونيست،  و آنتاگونيست، بودندگياه مايه)4زني شده با نماتد در4براي هر تيمـار،. زني شده با نماتد تكـرار
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بهآزمايش. نظر گرفته شد و فـاكتور5شاملAكه فاكتور8×5صورت طرح فاكتوريل ها زمـان8شـامل B تيمار ذكـر شـده

و ميـزان آزمايش در قالب. زني با نماتد بودروز بعد از مايه8و1،2،3،4،5،6،7بردارينمونه طرح كاملاً تصادفي انجام شد

شد تغييرات فعاليت آنزيم و نيز تغييرات ميزان فنل كل در روزهاي اول تا هشتم ارزيابي و پراكسيداز .هاي پلي فنل اكسيداز

و سنجش پروتئين استاندارد  ارزيابي ميزان كل پروتئين قابل حل در عصاره

و تهيهد در عصارهمنظور ارزيابي ميزان پروتئين موجوبه ي منحني پروتئين استاندارد، جهـت تعيـين ميـزاني مورد آزمايش

و پلي فنل اكسيداز از روش برادفورد .)Bradford, 1976(استفاده شد فعاليت آنزيم پراكسيداز

 استخراج پروتئين از بافت گياه

شدنيم گرم از بافت ريشه در هاون چيني كوب،با استفاده از ازت مايع له و فسـفات سـديمي ليتر بافر نمونـه يك ميلي. يده

با1/0 و كاملاً =6pH مول شدبه آن اضافه و هـاي دو ميلـي مخلوط حاصل بلافاصله بـه ميكروتيـوب. مخلوط ليتـري منتقـل

در20مدتبهrpm 13000توسط ميكروسانتريفوژ در  شدسانتييدرجه4دقيقه رويـي بـراي انجـاميمايـه. گراد سانتريفوژ

شدسانتييدرجه-20و تا قبل از انجام آزمايش در دماي شده ها جدا آزمايش .)Reuveni, 1995( گراد نگهداري

)POX(گيري ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز اندازه

-بـه Milton Roy Company- Unterfoehring –Germany ارزيابي پركسـيداز بـا اسـتفاده از دسـتگاه اسـپكتروفتومتر

:صورت زير انجام شد

كه داراي دو ميلي و20ميكروگـرم پـروتئين باشـد،40ليتر مخلوط واكنش شامل مقداري از عصاره ميكروليتـر گوئيكـول

و دستگاه اسپكتروفتومتر با استفادهرا =4/5pHر با ميلي مولا25فسفات-مقدار كافي بافر سيترات در يك لوله آزمايش ريخته

به اين مخلوط اضـافه30ميكروليتر پراكسيد هيدروژن10سپس. نانومتر صفر گرديد475از اين مخلوط در طول موج  درصد

و سريعاً به فواصليتغ شد به مدت يك دقيقه اندازه10يرات جذب نور شدثانيه، ت آنزيم بر حسب تغييرات مقدار فعالي. گيري

شدجذب نور بر دقيقه بر ميلي .)OD/Min/mg protein()Reuveni, 1995∆( گرم پروتئين بيان

و ارزيابي ميزان فعاليت پلي فنل اكسيدازي عصارهتهيه )Polyphenol oxidase(ي آنزيمي پلي فنل اكسيداز

كهدو ميلي و20گرم پروتئين باشد، ميلي40داراي ليتر مخلوط واكنش شامل مقداري از عصاره ميكروليتر محلـول پـرولين

و اين مخلوط توسط =4/6pHميلي مول25فسفات-مقدار كافي بافر سيترات در يك لوله آزمايش كوچك كاملاً مخلوط شد

و سپس دستگاه اسپكتروفتومتر با استفاده از اين مخلوط صفر گرديـد  به مدت دو دقيقه هوادهي 40سـپس بلافاصـله. ورتكس

در100ميكروليتر محلول پيروكتكول و بلافاصله تغييرات جذب نور به مخلوط واكنش افزوده، سريع مخلوط نموده ميلي مول

به515طول موج  شدثانيه اندازه10ي مدت يك دقيقه با فاصلهنانومتر در. گيري فعاليت آنزيم بر اساس تغييـرات جـذب نـور

پدقيقه بر ميلي شدگرم .)Mohammadi and Kazemi, 2002(روتئين محاسبه

و تهيه  هاي فنل استانداردي محلول پايه غلظتارزيابي ميزان فنل كل

و حجـم نهـايي محلـول بـا را در پنج ميلي) Fluka, Germany(گرم از اسيدكافئيك ميلي10 ليتر متانول خالص حل كرده

به  شدميلي50آب مقطر هـاي ليتر از ايـن محلـول، جداگانـه در لولـه ميلي5/0،1،2،3،4،5،6،8سپس مقادير. ليتر رسانده

به  آب مقطر و حجم هر لوله با افزودن شدميلي10آزمايش ريخته هر. ليتر رسانده ليتـر از محلـول در ميلـي5/0به اين ترتيب

بههريك از لوله از. اسيد كافئيك را داراسـت ميكروگرم80،60،50،40،30،20،10،5ترتيبها بـراي صـفر كـردن دسـتگاه

,.Seevers et al(محلول فاقد اسيد كافئيك استفاده شد  1971.(
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ي منحني استاندارد فنل تهيه

و سپس ميلي7ي اسيدكافئيك را در هاي مختلف تهيه شدهليتر از غلظتميلي5/0مقدار آب مقطر ريخته ليتر ميلي5/0ليتر

شدمعرف  به آن اضافه وسه دقيقه بعد از افزودن معرف فولين، يك ميلي. فولين ليتر محلول كربنات سديم اشباع بـه آن اضـافه

به  آب مقطر در. ليتـر رسـانده شـد ميلـي10حجم نهايي محلول با افزودن  پـس از گذشـت يـك سـاعت، ميـزان جـذب نـور

nm725=λmax شداندازه به. گيري . هـاي مختلـف اسـيدكافئيك انجـام شـد انه براي هركدام از غلظتطور جداگاين مراحل

آب مقطـر اضـافه شـده بـود، و بـه همـان ميـزان كه فاقد اسيدكافئيك بود براي صفر كردن دستگاه اسپكتروفتومتر، از محلولي

شد. استفاده شد سه تكرار در نظر گرفته بهمنظور تعيين فنل كل عصارهبه. براي هر نمونه هـا، هماننـد در آزمايش دست آمدهي

شدروش تهيه از.ي منحني استاندارد عمل كه ميلي ليتر عصاره اسـتخراج شـده گيـاه اسـتفاده شـد5/0تنها تفاوت در اين بود

)Seevers et al., 1971.(

 استخراج فنل گياه

و درون نيتروژن مايع هاون يك گرم بافت ريشه داخل، فنلي تركيبات استخراج جهت و سـپس گيريعصاره چيني 10شد

به آن اضافه گرديد، مخلوط80ليتر متانولميلي كـارتني هاي مـكو در شيشه داده عبور ململي پارچه دو لايهاز حاصله درصد

 حـاوي هـا لولـه داخـل رويـي بخـش. شـد سـانتريفيوژ دقيقه5به مدتg4000ي حاصل در در پايان، عصاره.شدنگهداري 

-20دمـايدر ليتـري ميلـي10داردرب هايلولهدر بعدي آزمايشات جهتو شده جدا بافتي رسوبازكه است فنلي تركيبات

.)Mohammadi and Kazemi, 2002(شد نگهداري گرادسانتيي درجه

 نتايج

و گلخانه M. javanicaعليه T. harzianum BI فعاليت بيوكنترل  در آزمايشگاه

درصـد،در شـرايط آزمايشـگاه M. javanica روي تفريخ تخـم نماتـد T. harzianum BI در آزمايش اثر مستقيم قارچ

كه اين ميزان در مقايسه با شاهد%58هاي تفريخ نشده در اثر تيمار قارچ تريكودرما تخم در آزمـايش اثـر. بيشتر بـود%26 بود

و مير لاروهاي سن دو نماتد T. harzianum BI مستقيم تريكودرما توانسـت در شرايط آزمايشگاه M. javanicaروي مرگ

از. تعداد لاروها را كاهش دهد شدساعت اندازه96و48در اين آزمايش، درصد مرگ ومير لاروها بعد و. گيري درصد مـرگ

 .Tدر آزمـايش اثـر).1جـدول(درصـدي بـود23در مقايسـه بـا شـاهد%66ساعت توسط تريكودرمـا96مير لاروها بعد از 

harzianum BI و تعـداد كيسـه روي بيماري در شرايط گلخانه نيز قارچ آنتاگونيست، توانست تعداد گال  Egg(ي تخـم هـا

mass(به و اندام. دار در مقايسه با شاهد كاهش دهدطور معنيرا ).2جدول(گيري شد هاي هوايي نيز اندازهوزن تر ريشه

و مير لاروها توسط قارچ-1جدول .تريكودرما در آزمايشگاه درصد مرگ

از تيمار از ساعت48درصد لاروهاي مرده بعد  ساعت96درصد لاروهاي مرده بعد

Cb2/11b91/23

Ta21/56a4/66

و ميانگين6 هر تيمار داراي  دار دارند اند با هم اختلاف معنيهايي كه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شدهتكرار بوده

با:T،)فاقد آنتاگونيست(شاهد:p< .C)05/0(آزمون دانكن( .Tتيمار harzianum BI 



 دفاعي عليه نماتد مولد گره ريشه پاسخيالقابر Trichoderma harzianum BIي اثر مطالعه6

 در آزمايشگاه M. javanicaبر تفريخ تخم هاي T. harzianum BIاثر-2جدول

 روز14درصد تخم هاي تفريخ نشده پس از

b21 C

a84 T

 دار دارنداند، با هم اختلاف معنيشدههايي كه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده ميانگين

با:Tشاهد،:p<.C)05/0(آزمون دانكن( .Tتيمار harzianum BI.

 بررسي تغييرات فعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز

بايهآلود در گياه گوجه فرنگي اول،در روز نظر ميزان فعاليت آنـزيم ازT. harzianum BIآنتاگونيست قارچ تيمار شده

در مقايسـه بـام سـو در روز،تيمار شده با آنتاگونيستيهآلود گياه.مشاهده نشد داريساير تيمارها تفاوت معنيدر مقايسه با 

به گياه سالم تيمار شده با آنتاگونيست، تنها داراي اختلاف معني سالمبه نماتد، گياه آلودهگياه تيمارهاي -و همين طور نسبت

در،مچهاردر روز.داري بود ؛ در تيمار شده با آنتاگونيست ديده شـديهآلود گياهبيشترين ميزان فعاليت آنزيم همانند روز قبل

يدر روز پـنجم، فعاليـت آنـزيم در كليـه. اين روز بيشترين مقدار در فعاليت آنزيم در بين روزهاي نمونه برداري مشاهده شد

به كه البته اين كاهش در تيمار گياه آلودهجز تيمار گياه تيمارها ي تيمار شده با آنتاگونيست نسبت بـه روز سالم كاهش پيدا كرد

به روزي تيمارها در كليهفعاليت آنزيم،شمشدر روز. دار نبودقبل معني شدپنجنسبت و هشتم نيـز ايـن.م كمتر در روز هفتم

).3جدول(روند كاهشي مانند روز ششم ادامه پيدا كرد 

و egg massبر روي تعداد گال، تعداد روي بيماري در شرايط گلخانه T. harzianum BIاثر-3جدول ، وزن تر ريشه

.هاي هوايي اندام

)گرم(وزن تر اندام هاي هوايي)گرم(وزن تر ريشه هر گياه egg massتعداد تعداد گالهاي هر گياه تيمار

Hc0c0a2/9a5/40

Na273 a5/156 a6/8c1/32

N+T(Rd)b46b5/33c2/5cd4/29

N+T(Sd) b42b17/34b3/7b6/38

بهي آماري دادهتجزيه و ميانگين داده SAS 9.0دست آمده با استفاده از نرم افزار هاي مورد) (p<0.05اي دانكنها با آزمون چنددامنهانجام شد

و6 هر تيمار داراي. مقايسه قرار گرفت دار اند با هم اختلاف معنيميانگين هايي كه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شدهتكرار بوده

.p< ..T:BIT)05/0(آزمون دانكن(دارند harzianum وN:M. javanica ،H:گياه سالم ،Rd:و روش خيساندن:Sdروش خيساندن ريشه

.خاك مي باشند

 بررسي تغييرات فعاليت آنزيم پراكسيداز

از نظر ميزان فعاليت آنزيم نسبت بـه .harzianum BI  Tتيمار شده با آنتاگونيستيهآلود گياه گوجه فرنگي اولدر روز

باو. داري نشان دادندافزايش معنيبه نماتد آلوده گياهو سالم گياه  تيمار شده بـا آنتاگونيسـت گياه گوجه فرنگيلي در مقايسه

و حتي از نظر عددي نيز مقدار آن كمتر بودداري تنها اختلاف معني دردو؛ فعاليت آنزيم در روز نداشت گياه گوجـه فرنگـيم

و آلودهگياه،تيمار شده با آنتاگونيستيآلوده با گياه گوجه فرنگي تيمار شده با آنتاگونيست تنها، همچنينبه نماتد در مقايسه

ر. داري نشان دادسالم افزايش معني گياه داري بـا تفاوت معني، تيمار شده با آنتاگونيستيگياه گوجه فرنگي آلوده،وزدر اين
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و،تيمار شده با آنتاگونيستيگياه گوجه فرنگي آلوده،مچهاردر روز.شتساير تيمارها دا بيشترين مقـدار فعاليـت را داشـت

ت گياهبه نماتد، آلوده گياهداري با تفاوت معني و تيمار شده با آنتاگونيست در ايـن روز، بيشـترين فعاليـت.داشتسالم گياهنها

ي تيمارهـا كـاهش پيـدا در روز پنجم، فعاليت آنزيم در كليه.برداري هم مورد مشاهده قرار گرفتآنزيم در بين روزهاي نمونه

كه البته اين كاهش در همه بهكرد به روز قبل معنيي تيمارها در فعاليـت آنـزيم نيـزمششدر روز. دار بودجز گياه سالم نسبت

به روزي تيمارها كليه شدپنجنسبت ه.م كمتر درو هشتم نيزتمفدر روز  گيـاه گوجـه فرنگـي بيشترين ميـزان فعاليـت آنـزيم

).4جدول( تيمار شده با آنتاگونيست بوديهآلود

گرم در دقيقه در ميلي نانومتر 515در جذبتغييرات(پلي فنل اكسيدازميانگين تغييرات ميزان فعاليت آنزيميمقايسه-4جدول

 قارچ آنتاگونيستوM. javanica با نماتد مولد گره ريشه زني مايه در اثر فرنگيي گياه گوجهريشهدر)پروتئين

T. harzianum BI 

كه. هر عدد ميانگين چهار تكرار است و ميانگين هايي ميانگين هايي كه در هر ستون از نظر آماري با يكديگر اختلاف دارند با حروف مختلف بزرگ

قارچT.ارائه شده اند) P≤0.05(تفاوت ها با آزمون دانكن. در رديف با يكديگر اختلاف دارند با حروف مختلف كوچك مشخص شده اند

.Tنيست آنتاگو harzianum BI وNنماتد مولد گره ريشهM. javanica وH:مي باشند)شاهد(گياه سالم.

: بررسي ميزان تغييرات مقدار فنل كل

از روز اول تـا پـنجمT. harzianum BI تيمـار شـده بـا آنتاگونيسـتيهآلود ميزان تركيبات فنلي در گياه گوجه فرنگي

به  و اين كاهش تا روز هشتم كه آخرين روز نمونه برداري بـود، افزايش يافت؛ ولي به كاهش گذاشت تدريج از روز ششم رو

و تيمـار شـده بـا آنتاگونيسـتيهآلود گياه گوجه فرنگيدار بين ميزان تركيبات فنلي در روز ششم اختلاف معني. ادامه داشت

داري بـا سـايري تيمار شده با آنتاگونيست اخـتلاف معنـي آلوده در روز پنجم تيمار گياه. تيمار آنتاگونيست تنها وجود نداشت

و بيشترين مقدار فنل در بين تيمارها در اين روز مشاهده شد ي روزهاي نمونه برداري، كمتـرين ميـزان در كليه. تيمارها داشت

به تيمار گياه سالم بود ).5جدول(فنل كل مربوط

 نماتدروز هاي بعد از مايه زني تيمار

8 7 6 5 4 3 2 1

A41/3d A8/4c A77/5b A35/6ab A84/6a A1/5c B46/3d B5/2e T+N 

A29/3d B66/3c B98/4ab B96/4ab B01/5a B45/4b B59/3c B38/2e T

A17/3d B32/3cd C67/3c C02/4b B84/4a C95/3b AB82/3b AB 01/3d N

B42/2c C65/2abc D8/2abc D06/3ab C7/2abc D32/3a B9/2abc B47/2bc H
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در اثري گياه گوجه فرنگيريشهدر (OD 475/min/mg∆)ميانگين تغييرات ميزان فعاليت آنزيم پراكسيدازيمقايسه-5جدول

 BI T. harzianumقارچ آنتاگونيست،M. javanicaي با نماتد مولد گره ريشهزني مايه

و ميانگين،هايي كه در هر ستون از نظر آماري با يكديگر اختلاف دارندميانگين. هر عدد ميانگين چهار تكرار است هايي كه در با حروف مختلف بزرگ

.Tقارچ آنتاگونيستT.اندارائه شده) P≤0.05(ها با آزمون دانكنتفاوت. اندبا حروف مختلف كوچك مشخص شده،رديف با يكديگر اختلاف دارند

harzianum BI وNي نماتد مولد گره ريشهM. javanica وHباشندمي)شاهد(گياه سالم.

كليمقايسه-6جدول در اثري گياه گوجه فرنگيريشهدر)ريشه بافت گرم در يك گرمميلي(ميانگين تغييرات ميزان تركيبات فنل

 BI T. harzianum قارچ آنتاگونيستو M. javanicaي با نماتد مولد گره ريشهزني مايه

و ميانگين،هايي كه در هر ستون از نظر آماري با يكديگر اختلاف دارندميانگين. استهر عدد ميانگين چهار تكرار هايي كه در با حروف مختلف بزرگ

قارچ آنتاگونيستT. ارائه شده اند) P≤0.05(ها با آزمون دانكنتفاوت. اندبا حروف مختلف كوچك مشخص شده،رديف با يكديگر اختلاف دارند

T. harzianum BI وNي ماتد مولد گره ريشهنM. javanica وHباشندمي)شاهد(گياه سالم.

 بحث

كه اين آنتاگونيست M. javanicaعليه نماتدT. harzianum BIنتايج آزمايش بيوكنترلي قارچ در آزمايشگاه، نشان داد

كه اين توانـايي، مـي  و همچنين لاروهاي سن دوم در محيط كشت را داراست توانـد در اثـر توانايي پارازيته نمودن تخم نماتد

و متابوليتتوليد عوامل آنتي و توليد برخي آنزيمبيوتيك پروتئـاز در مقابـلي كوتيكول نماتدها ماننـد هاي ليزكنندههاي ثانويه

به وجود كيتين در لايه). Khan and Saxena, 1997(باشد2لاروهاي سن  ي تخم نماتد با ضخامت هاي مياني پوستهبا توجه

مي4/0 به نظر هـاي توسط توليد آنزيم كيتيناز اثر خود را بـر بازدارنـدگي از تفـريخ تخـم  T. harzianum BIرسدميكرومتر،

,.Brant et al(نماتد اعمال ميكند و همكاران در سال).2000 كه توسط الفتاح هـاي انجام شد، متابوليت2007در كار مشابهي

و مير لارو سن دو نماتد شود30ي تريكودرما، توانست تا خارج سلولي در آزمايش محيط كشت فيلتر شده درصد باعث مرگ

)Al-Fattah et al., بر اي، عاملهاي گلخانهدر آزمايش).2007 و كيسه هاي تخم ايجاد شده آنتاگونيست توانست تعداد گال

به روش خيسـاندن ريشـه روي ريشه )Soil drench(و هـم بـه روش خيسـاندن خـاك) Root dip(ي گوجه فرنگي را هم

 نماتدروز هاي بعد از مايه زني تيمار

8 7 6 5 4 3 2 1

A37/40f A4/56e A02/68d A38/80c A07/106 A88b A68/59e A12/38f T+N 

B12/35g B13/50d AB1/60c B21/68b B22/95a B61e B47e A1/39f T

B12/33e C25/41d B4/56c A46/79b B23/98a C25/56c C2/40d C1/25f N

B74/32a D6/27c C63/30b C09/33a C53/33a D66/28c D27c C5/25d H

 تيمار نماتدروز هاي بعد از مايه زني

8 7 6 5 4 3 2 1

A49/0e A56/0cd B6/0c A81/0a A71/0b A68/0b A54/0d A38/0f T+N 

B43/0d B48/0c B57/0b B68/0a B66/0a A65/0a AB 51/0c A36/0e T

C33/0d C40/0c A67/0a C62/0a C51/0b B49/0b B48/0b A41/0c N

C345/0c C41/0ab C40/0bc C46/0a D41/0ab C40/0b C38/0bc A345/0c H
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به روش دار نبودن اختلاف، تعداد گالبا وجود معني. كاهش دهد كمتـر Soil drenchهاي ايجاد شده در تيمار با آنتاگونيست

و اندام و نيز وضعيت وزن تر ريشه به روش خيسـاندن ريشـه اخـتلاف بود و با كاربرد قارچ هاي هوايي در اين تيمار بهتر بود

مي. دار داشت معني راي وسيعرسد چون در وضعيت خيساندن خاك آنتاگونيست محدودهبه نظر تري از خـاك اطـراف ريشـه

مي و دامنه پوشش آدهد مين گستردهي فعاليت ميتر و جلوگيري از پيشـروي نماتـد باشد، تواند اثر بيشتري بر بهبود رشد گياه

كه ريشه"همچنين احتمالا. بگذارد طي مدتي مانـد؛ي گياه بيرون از خاك مـي در روش خيساندن ريشه با سوسپانسيون اسپور،

و در نتيجه بر رشد گياه اثر سوء داشته اسـت   T. harzianumاز قـارچ Thير كـار مشـابهي، جدايـهد. گياه دچار تنش شده

,.Khattak et al(ي گوجه فرنگي كاهش دهـد ها را بر روي ريشهتوانست تعداد گال از نتـايج آزمـايش مربـوط بـه.)2008

مي و پراكسيداز، چنين دريافت و فعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز كه فعاليت آنزيم پلـي فنـل اكسـيداز پراكسـيداز در گيـاه شود

به سالم افزايش داشته استآلوده  قـارچي تركيبـات فنلـي تركيبـات ضـد.ي تيمار شده با قارچ آنتاگونيست تريكودرما نسبت

به تيمار گياهان در آنها تجمعو هستند ميي عواملوسيلهشده  Mpiga(باشـد ها پاتوژن حمله كاهش دليل تواندآنتاگونيست،

et al., به شاهد سالم نيز افزايش داشته است روز نمونه8زان فنل كل در بينمي).1997 ارتباط بين. برداري در تيمارها نسبت

به عوامل بيماري افزايش آنزيم و مقاومت بيشتر و ميزبـان ارتباطدر. زا توسط محققين ديگر نيز گزارش شده است هاي دفاعي

به ابتلا از بعد فنلي تركيبات تجمع موارد سرعت بيشتر در شوند،مي مقايسههمبا حساسو مقاوم ارقامكه وقتيزا بيماري عامل

 وجـود گيـاه مقاومـتو فنلـي تركيبات مقدار بين مثبتي خطيرابطهيكو است حساس رقم از زيادتر مقاوم رقم در بيماري

,.Goodman et al(دارد و همكاران، افزايش آنزيم پراكسيداز در ريشه).1986 زنـي بـا بـاكتري هاي خيـار بعـد از مايـه چن

,.Chen et al(مورد مشاهده قرار دادند Pythium aphanidermatumسودوموناس را عليه قارچ   بـادام بذور تيمار).2000

 گلوكانـاز،3و1 بتـا كيتينـاز، قبيـل از مقاومـت بـا مـرتبط دفـاعي هايآنزيم سريع باكتري سودوموناس باعث تجمع با زميني

,.Kishore et al(گـردد مـي با شاهد سـالم مقايسه در زميني بادام بذور در آلانين آمونيالياز فنيلو پراكسيداز عوامـل).2006

و تغييـرات بيوشـيميايي متفـاوتي از قبيـل افـزايشي، با بافت رابطهريشه بيوكنترل همراه با رشد سريع در محل متقابل دارنـد

و تجمع فيتوآلكسين ها را در زخمگل3و1فعاليت كيتيناز، بتا  و تشكيل سدهاي ساختماني  كننـد ها القـاء مـي وكاناز، پراكسيداز

)El Ghaouth et al., كـه اسـت ايـن برنـد، مـي بهـره مقاومـت القاء مكانيزمازكه بيوكنترلي عوامل برتري ترينمهم).1998

عامـل وقتـي جمعيـت حفاظـت نـوع ايـن كـه حـالي در اسـت، پـذير امكان فعال آنتاگونيست حضور در تنها ديگر هايمكانيزم

به كـاهش جمعيـت از بعـد حتـي شـده، القـاء ميزبـان گيـاه مقاومـت هايمكانيزم خاصي رسيدي آستانه آنتاگونيست در خاك

,.Van Loon et al(باشد داشته دوام طولاني مدت تا تواندمي شده ايجاد مقاومت نيز آنتاگونيست از نتـايج آزمـايش).1998

به ميزان فعاليت آنزيم  مياين گياه گوجه فرنگيدر پراكسيدازمربوط را پراكسيدازفعاليت آنزيم نماتد نيزكه شودطور برداشت

مي گياه گوجه فرنگيدر در تمـام. شـود مـي پراكسـيداز فعاليـت باعـث افـزايش آنتاگونيست هـم قارچ، از طرفيدهد افزايش

به شاهد آلودهيهآلود گياه گوجه فرنگيبرداري نمونه روزهاي فعاليت آنـزيم افزايش با نماتد تيمار شده با آنتاگونيست نسبت

و پلي فنل اكسيداز را  درپراكسيداز تيمار شده با آنتاگونيست، بيشـتريهآلود گياه گوجه فرنگي نشان دادند، يعني فعاليت آنزيم

گرمي، از شاهد آلوده است همشود نتيجه كه آنتاگونيست در برروزيهفت  پراكسيدازآنزيمءباعث افزايش القا نماتد، ها علاوه

همچنين ميزان القاء تركيبات دفاعي گياه توسط نماتد، كمتر از القاء توسط عامل آنتاگونيست بـوده اسـت كـه.گرددمي گياهدر

بهمي و توان آن را و بـه دليل حركت بين سلولي نماتد مولد گره ريشه هـاي كـارگيري مكانيسـم رفتار مسالمت آميز آن بـا گيـاه

 سـازي مسـتحكم در مهمـي سـلول نقـش در پراكسيدازها تجمع. هاي دفاعي بيوشيميايي گياه بيان كردي پاسخخاموش كننده

 مقاومـت، در پراكسيدازهاوظايف ديگراز.دارد عوامل بيمارگر نفوذبه مقاومت افزايشو سلولي تمايزطيدري سلوليديواره
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اين آنزيم در اثر تيمـار گيـاه بـا عوامـل آنتاگونيسـت ماننـد. است فنلي تركيبات تجمعو ليگنين توليد آزاد، هايتوليد راديكال

مي كند  .)Depinto and De Gara, 2004(تريكودرما افزايش پيدا

 نتيجه گيري

به كنترل موفق بيماري ريشه و همين طور القـاء مكانيسـمي گوجهي گرهنظر و گلخانه هـاي دفـاعي فرنگي در آزمايشگاه

به ميوسيلهگياه بهي اين عامل آنتاگونيست، اين قارچ هاي نماتدي ريشه عنوان يك عامل بيوكنترل موفق در كنترل بيماريتواند

به بهو به اين.كار گرفته شودخصوص كنترل نماتد مولد گره ريشه تنـاوب، نظيـر زراعـي از عوامل بسياريكههمچنين با توجه

توانـد در هـا، مـي آنتاگونيسـت نفـع غيره بـهو خاك بافت تغييرو محيطياسيديته تغييرات خاك،يكننده اصلاح مواد افزايش

اي مزرعه شرايط در نظر مورد هايآنتاگونيست اثر بررسي كاهش دهد، يا افزايش را آنها اثرو موثر باشدهاآنتاگونيست استقرار

و روش براي شناسايي شرايط ايده غيراستريلو خاك كـار گرفتـه شـده هـاي بـه آل در جهت بالا بردن كارايي عوامل بيـوكنترل

مي .باشد ضروري
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