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ا ب Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumگر بررسی کنترل بیولوژیک بیمار
فعال شدن  و Trichoderma harzianumقارچ آنتاگونیست  هاي مختلفاستفاده از جدایه

  هاي دفاعی گیاه خیارمکانیسم
Evaluation of biological control of Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

cucumerinum using different isolates of Trichoderma harzianum antagonist and 
activation of defense mechanisms of cucumber plant 

 
  3نژادجلال غلام و 2یزادهعل یدرضا، حم*1یرجاویدکاوه جوانش

  
 18/9/99: پذیرش                                              4/5/99: دریافت

 
  چکیده

کی از ی Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumبیماري پوسیدگی ریشه و ساقه خیار با عامل
ل توانایی کنترهاي شیمیایی  کش قارچ. باشد می ي خیار در ایرانها مهم در گلخانه زا و هاي خسارت بیماري

تصادي آنها و اثر سوء روي محیط زیست، هاي اق همچنین بخاطر هزینه گر را ندارند،قابل قبول این بیمار
. هاي گیاهی مورد توجه قرار گرفته است کنترل در مبارزه با بیماريهاي اخیر استفاده از عوامل بیو در سال

بیوکنترل در مقابل طیف وسیعی از  مؤثرعنوان عامل به Trichodermaستیآنتاگونقارچ  هايریناست
بر قارچ عامل بیماري Trichodermaهاي  در این مطالعه اثر جدایه. باشندهاي قارچی مطرح میبیمارگر

 زا)  T9و T6 وTrichoderma)T11جدایه  سهتعداد . پوسیدگی ریشه و ساقه خیار بررسی شده است
 میانگین فعالیت آنزیم پراکسیداز. پزشکی دانشگاه تهران دریافت گردیدشناسی گروه گیاهکلکسیون قارچ

(POX) همچنین تأثیر . دـشري ـگیاسپکتوفتومتر اندازهاستفاده از مقاومت القایی، با  رعنوان مارکبه
در کنترل بیماري در شرایط گلخانه به روش خیساندن خاك با سوسپانسیون Trichodermaهاي دایهـج

ز بر بازداري اقابل قبولی تأثیر  T9 و T6 وT11ۀجدایهر سه . گردیدبررسیاسپور قارچ آنتاگونیست و بیمارگر 
به ترتیب  T9 وT11 هاي جدایهدر . نشان دادند Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinumرشد
فعالیت آنزیم پراکسیداز طی . دیده شد F42 بازدارندگی از رشد میسلیومی استرین% 03/81و % 51/85

 روز چهارم و در جدایه بیشترین میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز در. زنی بررسی شدروز بعد از مایه هفت

T11 توان نتیجه گرفت جدایه بر اساس نتایج بدست آمده در این تحقیق می. مشاهده شدT11 (T. 

harizianumT11)  هاي  یشترین تأثیر را در بین جدایهبTrichodermaدر القاء مقاومت داشته است.  
  Trichoderma،یمقاومت القایخیار، بیماري پوسیدگی ریشه و طوقه، :واژگان کلیدي
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  مقدمه
. آیدشمار میها بهترین گیاهان جالیزي در ایران و بسیاري از کشوریکی از مهم Cucumis sativsخیار 

 .F. oxysporum f.spقارچ  اي براي اولین بار از یونان گزارش و بیماري پوسیدگی ریشه و ساقه خیار گلخانه

radices-cucumerinum (Forc) عنوان عامل بیماري معرفی شده است به)Vakalounakiset al., 2004 ( و سپس
زا در  ارتـترین عوامل خس مـکی از مهـعنوان یبه وهاي کانادا، فرانسه و اسپانیا گزارش از کشور

در ایران، بیماري ). Cerkauskas et al., 2001; Vakalounakis et al.,2004( شد معرفیهاي خیار  هـگلخان
 هايپوسیدگی ریشه و ساقه خیار یکی از عوامل محدود کننده کشت خیار بوده که براي اولین بار در سال

شهریاري و همکاران، (و شناسایی شد  سازيهاي منطقه ورامین و پیشوا جدااز گلخانه 1384و1383
ها شده و  قارچ وارد ریشه، گیرد مورد حمله فوزاریوم پژمردگی آوندي قرار می که گیاه خیارزمانی). 1390

مدیریت این بیماري شامل استفاده از . )Vakalounakis et al., 2004(شود  هاي آوندي محدود می به بافت
ض خاك و ـاوب زراعی، تعویـ، تن)به صورت تحقیقاتی( هاي رویشی سالمارقام مقاوم، استفاده از پیوند

هاي شیمیایی یکی  کش از قارچ استفاده. )Qiu et al.,2012(هاي تدخینی است کشعفونی خاك با قارچضد
ب به محیط زیست و سلامت انسان از ـاما آسی ،هاي گیاهی است هاي مبارزه با بیماري ترین راه از سریع

ر آن ـب ققان راـگر محـرف دیـمیایی از طـزا به ترکیبات شی ماريـل بیـت عوامـیک طرف و مقاوم
بات باشند ـري از آثار مخرب این ترکیـت جلوگیـگزین جهـایـهاي ج ال روشـبـه به دنـت کــداش

)Javanshir Javid et al., 2016( . موفقیت در صادرات محصولات زراعی و باغی بدون باقیمانده سموم
هاي هزینه ،زيخاك يزاهاي شیمیایی در کنترل عوامل بیماريتأثیر اندك روشو  از یک طرف ،شیمیایی

گر ـاز طرف دی هاشـکآفت هاي مقاوم به آنها به علت ظهور نژاد ثیر أتاقتصادي آن و همچنین کاهش 
 تـده اسـزي شاكـخي زایماريـوامل بـترل عـخصوص در کنـها بـرد آنـت کاربـسبب محدودی

)Tripathi and Dubay, 2004(.نوان یک چالش عهتر را بهاي سالم و ارزانیابی به روشدلایل فوق دست
هاي اخیر دانشمندان توجه خود را به سمت  بدین جهت در سال. روي محققان قرار داده استجدي فرا

. اند هاي گیاهی معطوف کردههاي مفید کنترل کننده آفات و بیماري ارگانیزمتوانایی میکرو  تحقیق درباره
کنند و باعث  قاومت را در میزبان فعال میهاي م عوامل کنترل زیستی رشد گیاه را افزایش داده و مکانیزم

  ). Harman et al., 2004(شوند  ول میـو محص لکردـعمافزایش تولید 
، تجزیه کننده نظیر کیتیناز و پروتئازهاي  هاي مفید از طریق آنتی بیوز، آنزیم ارگانیزممیکرو

ق رقابت براي جا و غذا پارازیتیسم، تحریک سیستم دفاعی گیاه، تحریک رشد گیاه و همچنین از طری
 اگونیست به منظور کنترل بیولوژیکنتآهاي استفاده از قارچ). Toenniessenet al. 2003(کنند  عمل می

بخش براي و امید مؤثرتواند یک جایگزین اورزي پایدار بوده و میـسو با اهداف کشهاي گیاهی همبیمارگر
ترین جنس مؤثرترین و مشهور .Trichoderma spاگونیست قارچ آنت). Vatchev, 2007(مبارزه شیمیائی باشد 

هاي آن به ی استرینـبختانه بعضـهاي گیاهی است که خوشقارچی در زمینه کنترل بیولوژیکی بیمارگر
هاي این گونه).Harman and Kubicek,1998( گیرندتولید تجاري رسیده و در دنیا مورد استفاده قرار می

) آنتی بیوز-رقابت-پارازیتیسم(هاي مختلف آنتاگونیستی ی دارند و با مکانیسمقارچ طیف میزبانی وسیع
پارازیتیسم از ها در پدیده مایکواین قارچ). Harman et al., 2004(کنند هاي مختلف را کنترل میبیمارگر

 ،رقابت). John et al., 2010(گیرند هاي تجزیه کننده دیواره سلولی مانند کتیناز و گلوکاناز بهره میآنزیم
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 دـته باشـارجی داشـذائی خـواد غـزنی نیاز به موانهـراي جـوژن بـیدي پاتـاست که کن مؤثرزمانی 
)Batta, 1999.(ترل ـکنت بیوـبیوتیک خاصیید موادآنتیـتولارگانیسم با وز هم میکروـبیدر فرآیند آنتی
ده گیاهی است ـدر بافت زن رلـکنتوـهاي بیرین روشـتی از مهمـت القائـمقاوم. کندمی ود را اعمالـخ
)Zhang et al.,2013 .(هاي مکانیکی زا یا آسیبهاي آسیب دیده گیاه در برابر عوامل بیماريها و بافتسلول

ها، دفاع در برابر حمله دهند که هدف از این واکنشهاي دفاعی نشان میو شیمیایی از خود واکنش
ایجاد شده به وسیله صدمات  هايها و التیام زخمسعه آنصورت جلوگیري از رشد و توزا بهعوامل بیماري

  .مکانیکی یا شیمیایی است
هایی که به صورت عنوان یک واژه عمومی پذیرفته شده و به عنوان کلیه واکنشواژة مقاومت القایی به

زنده غیرفعال شدن مقاومت گیاه از طریق ایجاد موانع فیزیکی و شیمیایی میزبان در برابر عوامل زنده یا 
وده ـزا آلماريـوقتی گیاه توسط عامل بی). Kloepper et al.,1992(بیمارگر ابراز گردد، تعریف شده است 

العمل گیاه ممکن است به صورت بسته به نوع تعامل ایجاد شده بین گیاه و بیمارگر عکس ،شودمی
هاي فعال، اکسیژنموضعی و یا سیستمیک بروز نماید که در حالت اول میزبان ترکیبات فنلی، 

اي و چوبی شدن فیتوالکسین و ترکیباتی مثل سوبرین و لیگنین در گیاه افزایش یافته و باعث چوب پنبه
بات مذکور میزان ـکنند و در حالت دوم علاوه بر ترکیگر جلوگیري میشوند و از نفوذ عامل بیمارمی

یابد از و ترکیبات دفاعی در گیاه افزایش میاکسیداز، گلوکانفنلند پرکسیداز، پلیـها مانبرخی آنزیم
)Ogalloand Mcclure,1996 .(  

ترین عوامل یکی از مهم F. oxysporum f.sp. radices-cucumerinumکه عامل بیماري با توجه به این
یکی از بهترین  .Trichoderma spباشد و از طرفی قارچ آنتاگونیست زاي گیاه خیار در ایران میخسارت

 Trichodermaهاي کنترل شناخته شده است، لذا در این تحقیق، با استفاده از تعدادي از جدایهمل بیوعوا

sp. نتایج این  .شد عنوان عوامل آنتاگونیست، کنترل بیماري پوسیدگی ریشه و ساقه خیار بررسیبه
  .کنترلی منجر شودکشی با خصوصیات بالاي بیوتواند به تولید قارچتحقیق می

  
  هااد و روشمو

 Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum (F42)گر تهیۀ قارچ بیمار
زایی آن قبلاً جدا شده از خیار که بیماري Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum F42جدایه 

  . دریافت شد پزشکی دانشگاه تهران، از کلکسیون گروه گیاه)1395،و سالاري علیزاده(اثبات شده بود 
  

 Trichodermaهاي آنتاگونیست جدایه
از هاي مختلف صورت اتفاقی از مناطق مختلف کشت خیار در مکانهبرداري از خاك مزارع خیار بنمونه

طور هه بـنمونه خاك از مزرع. صورت گرفت) تـتان، پیشوا، پاکدشـجلیل آباد، فیلس(ورامین شهرستان 
 McFaddenبا استفاده از محیط انتخابی  T. harzianumاز قارچ  T9و  T6اي هجدایه.آوري شدعـتصادفی جم

هاي ن جدایهـه در بیـونـرین نمـتوفقـنوان مـعبه T22ه ـزولـای. دندـدا شـاورزي جـاز خاك کش Satinو 
T. harzianum هاي قارچ بعد از انتقال جدایه .شناسی دانشگاه تهران دریافت شداز آزمایشگاه قارچ
هاي خاك دست آمده از هر یک از نمونهههاي بسپس جدایه به محیط کشت، Trichodermaآنتاگونیست 
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خالص  PDAمنتقل شدند و با گرفتن نوك ریسه از آنها و انتقال به محیط کشت % 2آگار  -به محیط آب 
  .گردیدند

  
  در شرایط گلخانه F42ر کنترل استرین د  Trichodermaهايبررسی اثر جدایه

شناسی دانشکده کشاورزي یک بخش بیماريژظور از گلخانه آزمایشگاه کنترل بیولوبراي این من
ها برکنترل بیماري درشرایط آنثیر أتبراي ارزیابی  T. harzianumدانشگاه تهران استفاده شد و سه جدایه 

تریل هاي اسدرصد در گلدان 5/0عفونی شده خیار با هیپوکلریت سدیم بذور ضد. گلخانه استفاده گردید
و ) 1:1: 2(حاوي خاك سترون شامل خاك، ماسه، کود برگ )مترسانتی 5قطر دهانه گلدان (گرمی  140

هاي برگی توسط سوسپانسیون اسپور جدایه سهها در مرحله گیاهچه.مقداري پیت و پرلیت کشت گردید
T. harzianum  اندن خاك، در هر لیتر به روش خیسمیلی 15لیتر به میزان در میلیاسپور 106با غلظت

توسط سوسپانسیون اسپور ) گرمی 140گلدان(ساعت بعد هر گیاهچه  24زنی شد و گلدان مایه
ت این قارچ ـوپ از محیط کشـچند لT. harzianumجهت تهیه سوسپانسیون .زنی گردیدمایه F42استرین

لیتر در میلیپور ــاس106د ـت آن در حـظـطر، غلـقـتهشد، و بعد از مخلوط کردن با آب مـبرداش
و  کیـت تاریـاعـس 8ور و ـت نـاعـس 16(رایط گلخانه ـروز در ش 45ه مدت ـها باهچهـیـگ .دـیم شـنظـت

ش ــجـراي سنـا بـهگیاهچه س ازــپـسداري شدند و ـنگه) وسـیـلسـسه ــدرج 28-26اي ـدم
اسپور  یونـط با سوسپانسـایش فقـاهد آزمـار شـمـتی. دـردیـاده گـماري استفـتور شدت بیـاکـف

F.o.f.sp. radicis-cucumerinum F42 آزمایش با پنج تیمار و چهار تکرار و در قالب طرح .زنی گردیدمایه
شدت بیماري پوسیدگی فوزاریومی ریشه و ساقه خیار طبق روش .کاملاً تصادفی انجام شد

)2009(Akramiet al. بررسی گردید.  
ماري ـهور بیـد ظـشود و درصیـبیان م هـا سـت 0داد ـبر اساس این روش، شدت بیماري با اع

)Disease incidence=DI (از فرمول زیر محاسبه می گردد: 

  .هاي خیار مشاهده نشودهیچ علائمی در بوته :0
هاي ثانویه و پوسیدگی طوقه در بوته خیار و پوسیدگی روي طوقه و ریشهمتوسط زردي روشن یا :1

  .دیده شود
پوسیدگی طوقه ،هاي ثانویهسیدگی شدید در بالاي ریشه و ریشهپژمردگی متوسط یاشدید بوته، پو :2

  .هاو تغییر رنگ آوندي درساقهبا یا بدون پوسیدگی کوتیلدون
  .بوتهکامل مرگ :3

  100× ])تعداد تکرار×بیشترین نمره (÷ ) تعداد گیاهان آلوده× نمره (مجموع [(%) =شدت بیماري 
  

  هاي خیارتهیه گیاهچه
هاي استریل حاوي درصد در گلدان 5/0خیار رقم بارز توسط هیپو کلریت سدیم  عفونی شدهبذور ضد

 16شرایط (و مقداري پیت و پرلیت کشت گردید و در شرایط گلخانه ) 1:1: 2(خاك، ماسه،کود برگ 
 3ها در مرحله گیاهچه .نگهداري شدند )سلسیوسدرجه  28-26ساعت تاریکی،دماي  8ساعت نور و 

 .زمایشات مورد استفاده قرار گرفتندبرگی جهت انجام آ
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  F42 و استرین  T. harzianumهاي تهیه سوسپانسیون اسپور جدایه
؛ به این صورت که شدسازیجدا PDAروزه روي محیط کشت 10هاي قارچ مورد استفاده از کشت اسپور

لیتر آب مقطر لیمی 10ابتدا لوپ از اسپور قارچ آنتاگونیست از روي محیط کشت برداشته شد و بعد در 
از سوسپانسیون حاصل جهت تهیه . ور گردیدندغوطه 20توئین )حجم به حجم% (05/0سترون حاوي 

لیتر آب مقطر استریل بود که با اسپور در هر میلی 1×106غلظت مورد نیاز . غلظت مورد نیاز استفاده شد
  . (Saman, 2007)دست آمداستفاده از لام هماسیتومتر و افزودن آب مقطر سترون به

  
  شیمیایی گیاههاي دفاعی بیوبررسی برخی مکانیسم

شامل خاك مزرعه، ماسه،کود برگ به (هاي استریل عفونی شده خیار رقم بارز در گلدانبذور ضد
هاي خیار در مرحله سه گیاهچه. کشت شدند )به همراه مقداري پیت و پرلیت 1:1:2نسبت  باترتیب 

،به روش خیساندن خاك )Spore/ml106به نسبت (  F42و استرین T. harzianumهاي جدایهبرگی توسط 
درجه  28 -26دماي  ساعت تاریکی، 8ساعت نور و  16(ها در شرایط گلخانه و گلدان. زنی گردیدمایه

  :بودندها در این بررسی شامل موارد زیر تیمار .نگهداري شد) سلسیوس
  F42و   T11سوسپانسیون اسپور جدایه: T11تیمار )1
  F42و   T9سوسپانسیون اسپورجدایه: T9تیمار )2
 F42و   T6سوسپانسیون اسپور جدایه:T6تیمار )3

 F42فقط سوسپانسیون اسپور : تیمار شاهد آلوده) 4

 زنی قارچبدون مایه: تیمار شاهد) 5

ر تکرار در برداري صورت گرفت، براي هر تیمار چهاروز نمونه 7زنی به مدت ها بعد از مایهاز گیاهچه
 5شامل   Aبر پایه کاملاً تصادفی که فاکتور 7×  5آزمایشات به صورت طرح فاکتوریل . نظر گرفته شد

زنی با روز بعد از مایه 7 و 6، 5، 4، 3، 2، 1برداري زمان نمونه 7شامل   Bتیمار ذکر شده و فاکتور
 و هاي پراکسیداززان فعالیت آنزیمدر قالب طرح کاملاًتصادفی انجام شد و می ،سوسپانسیون اسپور بود

ر روز ـمار در هـبراي هر تی .ی قرار گرفتـم مورد بررسـهاي اول تا هفتآلانین آمونیالیاز در روزفنیل
  .تکرار در نظر گرفته شد 4برداري نمونه
  

  ارزیابی میزان کل پروتئین قابل حل در عصاره 
ست ارزیابی دقیقی از میزان کل پروتئین موجود به منظور ارزیابی و تعین میزان فعالیت آنزیم لازم ا

بدین منظور براي تعیین غلظت پروتئین محلول عصاره از . در عصاره برگ گیاه مورد آزمایش صورت گیرد
  .استفاده گردید (Bradford,1976)روش بردفورد

  
 استخراج پروتئین از بافت گیاه

سپس یک . دـاز ازت مایع کوبیده و له شنیم گرم از بافت گیاهی برگ در هاون چینی با استفاده 
مخلوط حاصل . به آن اضافه و کاملاً مخلوط شد pH=6مول با  1/0لیتر بافر نمونه فسفات سدیم میلی

 20به مدت  rpm13000سانتریفوژ در لیتري منتقل و توسط میکرومیلی هاي دوتیوببلافاصله به میکرو
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ها جدا و تا قبل از انجام ع رویی براي انجام آزمایشمای. سانتریفوژ شدسلسیوس درجه  4دقیقه در 
  .(Reuveni,1995)نگهداري شد  سلسیوسدرجه -20آزمایش در دماي 

  
  ارزیابی میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز

-Milton Roy Company-Unterfoehringپکتروفتومتر گاه اسـداز با استفاده از دستی آنزیم پرکسیارزیاب

Germany زیر انجام شدصورت به:  
این مقدار (گرم پروتئین باشد میکرو 40لیتر مخلوط واکنش شامل مقداري از عصاره که داراي دو میلی

لیتر گوئیکول و مقدار کافی بافر سیترات فسفات میکرو 20، )با استفاده از منحنی استاندارد محاسبه شد
یک لوله آزمایش ریخته و دستگاه لیتر برسد، در میلی 2تا به حجم نهایی pH 4/5مول میلی 25

لیتر کروـمی 10س ـسپ. متر صفر گردیدنانو 475اسپکتروفتومتر با استفاده از این مخلوط در طول موج 
ثانیه، به  10درصد به این مخلوط اضافه شد و سریعاً تغییرات جذب نور به فواصل  30اکسید هیدروژن پر

گرم آنزیم برحسب تغییرات جذب نور بردقیقه بر میلی مقدار فعالیت. گیري شدمدت یک دقیقه اندازه
  .(ΔOD/Min./mg.protein)(Reuveni, 1995)پروتئین بیان شد 

  
  آنالیز آماري 

ها با آزمون چند انجام شد و میانگین  SASافزارفاده از نرمـت آمده با استـدسهاي بهاري دادهـز آمـآنالی
  .قرار گرفتمورد مقایسه  ( p ≤ %1)دانکن  ايدامنه
  

  نتایج
در  (F.O.f.sp. radicis-cucumerinum F42)در کنترل استرین  T. harzianumهاي بررسی اثر جدایه

 شرایط گلخانه
گر براي بررسی زنی با سوسپانسیون اسپور قارچ آنتاگونیست و بیمارروز بعد از مایه 45ها گیاهچه

 T11سه جدایۀ قارچیبررسی فوق نشان داد که . )1شکل (شاخص شدت بیماري مورد مطالعه قرار گرفتند

،T9  وT6 ازT. harzianum،  را کنترل بیماري پوسیدگی فوزاریومی ریشه و ساقه خیار به میزان قابل قبولی
  .کردند

  
  T. harzianumهاي پراکسیداز تولید شده در گیاه در حضور جدایه آنزیمبررسی تغییرات فعالیت  -1شکل 

Fig. 1. Evaluation of changes in peroxidase activity produced in plants in the presence of T. harzianum 
isolates 
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بیشترین میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز را  T11دهد که جدایه نتایج حاصل از آزمایشات نشان می
همچنین تیمار شاهد کمترین میزان فعالیت آنزیم . دادشان داري نها تفاوت معنیداشته و با تمامی تیمار

  ).2و  1جدول (داري نشان داده استها تفاوت معنیرا داشته است و با بقیه تیمار
  

  ها بر میزان فعالیت آنزیم پراکسیدازتاثیر تیمارجدول تجزیه واریانس  - 1جدول 
Table 1. Analysis table of variance of the effect of treatments on peroxidase activity 

 میانگین مربعات
Ms. 

 درجه آزادي
df. 

s.o.v  منابع تغییرات 
 

**212.25  4 )Treatments(   تیمار 
**2.85 10 )Error(   خطا 

 14 )Total(   کل 
6.59 (CV)   ضریب تغییرات 

  .The data were normal                                                                            .ها نرمال بودندداه
  

هاي در روز T. harzianumهاي در حضور جدایهخیار  بررسی تغییرات فعالیت آنزیم پراکسیداز در گیاه
  برداريمختلف نمونه

  در روز اول T. harzianumهاي بررسی تغییرات فعالیت آنزیم پراکسیداز تولید شده در گیاه در حضور جدایه
بیشترین فعالیت آنزیم در تیمار شاهد آلوده و ) زنیبعد از مایه اولین روز( برداري در روز اول نمونه

  ) .2شکل ، 3جدول (مشاهده گردید  T6کمترین میزان فعالیت آنزیم در جدایه 
  

 دازیپراکس میآنز تیفعال زانیهابرمماریرتیثأت -2جدول
Table 2. The effect of treatments on peroxidase activity 

 هابندي تیمارگروه
Grouping of treatments 

 میانگین
Mean 

 تیمار
Treatments 

* a  **14.57 T11 
b 14 T6 
c 13.45 Fusarium 
c 13.38 T9 
d 11.65 control 

  .Grouping was performed based on Duncan test at the level of P≤%1*.انجام شد P≤%1در سطح دانکن بندي بر اساس آزمون گروه*
 .Data are the average of four repetitions**                                                                     .باشدتکرار می چهارمیانگین  اعداد**

  

 در روز اول پس از تیمار دازیپراکس میآنز تیفعال زانیهابرمماریرتیثأت انسیوار هیجدول تجز - 3 جدول
Table 3.Analysis of variance of the effect of treatments on peroxidase activity on the first day after 

treatment 
 میانگین مربعات

Ms. 
 درجه آزادي

df. 
 منابع تغییرات

s.o.v 
 )Treatments(تیمار  4  2.16.35**

 )Error(خطا  10 3.95**

 )Total(کل  14 

  (CV)ضریب تغییرات  9.19
                                                                   .The data were normal.ها نرمال بودندداه
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  هاي تریکودرماپس از تیمار با جدایهتغیرات فعالیت آنزیم پراکسیداز در روز اول  -2شکل 

Fig. 2. Changes in peroxidase activity on the first day after treatment with Trichoderma isolates 
 

در روز  T. harzianumهاي بررسی تغییرات فعالیت آنزیم پراکسیداز تولید شده در گیاه در حضور جدایه
  چهارم

 T11تیمار ایزوله بیشترین فعالیت آنزیم در ) زنیچهارمین روز بعد از مایه(برداري در روز چهارم نمونه
  ) .3شکل ، 4جدول (شاهده گردید و کمترین میزان فعالیت آنزیم در تیمار شاهد م

  

 ماریدر روز چهارم پس از ت دازیپراکس میآنز تیفعال زانیهابرمماریرتیثأت انسیوار هیجدول تجز - 4 جدول
Table 4. Analysis of variance of the effect of treatments on peroxidase activity on the fourth day after 

treatment  
 میانگین مربعات

Ms. 
 درجه آزادي

df. 
 منابع تغییرات

s.o.v 
 )Treatments(تیمار  4  221.17**

 )Error(خطا  10 4.72**

 )Total(کل  14 

  )CV( ییراتتغ یبضر 11.20
  .The data were normal                                                               .ها نرمال بودندداه

  

  
  هاي تریکودرماپس از تیمار با جدایهدر روز چهارم  دازیپراکس میآنز تیفعال تراییتغ -3شکل 

Fig. 3. Changes in peroxidase activity on the fourth day after treatment with Trichoderma isolates 
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در روز  T. harzianumهاي بررسی تغییرات فعالیت آنزیم پراکسیداز تولید شده در گیاه در حضور جدایه
  هفتم

و کمترین میزان  T11بیشترین فعالیت آنزیم در) زنیهفتمین روز بعد از مایه(برداري در روزهفتم نمونه
 ).4شکل ، 5جدول (فعالیت آنزیم در تیمار شاهد مشاهده گردید 

  

با  ماریاز ت م پسـدر روز هفت دازـیپراکس میآنز تیفعال زانـیهابرمماریرتیثأت انسیوار هیجدول تجز - 5 جدول
 کودرمایتر يهاهیجدا

Table 5. Analysis of variance of the effect of treatments on peroxidase activity on the seventh day 
after treatment with Trichoderma isolates  

میانگین 
 مربعات

Ms. 

 درجه آزادي
df. 

 منابع تغییرات
s.o.v 

 )Treatments(تیمار  4  210.03**
 )Error(خطا  10 2.02**

 )Total(کل  14 

  )CV( ییراتتغ یبضر 2.17 
  .The data were normal                                       .ها نرمال بودندداه

  

  
  کودرمایتریهاهیجدا ماربایپسازتدر روز هفتم  دازیپراکس میآنز تیفعال راتیتغ -4شکل 

Fig. 4. Changes in peroxidase activity on the seventh day after treatment with Trichoderma isolates  
  
 هاي مختلف بر فعالیت آنزیم پراکسیدازدر روز T. harzianumهاي ثیر جدایهأت

آنزیم بیشتري را نسبت به بقیه دهد که تیمار شاهد آلوده در روز چهارم دست آمده نشان میهنتایج ب
که تیمار شاهد آلودهدر روز چهارم با  دادنشان همچنین نتایج . هاي مختلف داشته استزها در رومارتی

اما این تیمار با .شتنداداري در روز پنچم از لحاظ فعالیت آنزیم پراکسیداز اختلاف معنی T9تیمار جدایه 
نتایج نشان داد که تیمار شاهد در روز دوم .نشان دادداري مختلف تفاوت معنیهاي ها در روزبقیه تیمار

داري را ها تفاوت معنیها در تمامی روزکمترین میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز را داشته و با تمامی تیمار
  ).6جدول (شت دااز لحاظ فعالیت آنزیم پراکسیداز 
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 یدازهاي مختلف بر میزان فعالیت آنزیم پراکسها در روزر تیماریثأت - 6جدول 
Table 6. Effect of treatments on different days on peroxidase activity  

  هاتیمار
Treatments 

 روز اول
First day 

 روز چهارم
Forth day 

  روز هفتم
 Seventh day 

T11 12.82cd 14.95b 14.10bc 
T9 10.10e 14.6b 11.92de 
T6 14.27bc 15.05ab 10.67e 

Fusarium 13.72c 16.05a 12.15cd 
Control 11.6de 14.02b 10.67e 

 .باشدمی ≥P%1داري در سطح حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی. اعداد میانگین چهار تکرار است
Data are the average of four repetitions. Non-identical letters indicate a significant difference at the level of P≤%1. 

  
  ثبح

هاي دفاعی شیمیایی که در مجموع پاسخهاي بیوها با تغییر واکنشگرگیاهان به آلودگی با بیمار
،با تولید موادي از قبیل هاگرمارـگیاهان در برابر بیهمچنین . دهندشوند، پاسخ مینامیده می

هاي مرتبط با این ،ترکیبات فنلی اکسیده و آنزیمزاییهاي مرتبط با بیماريها، پروتئینتوالکسینـفی
هاي فعالی دارند، اما با اگر چه گیاهان مکانیزم ).1385 ،یهاشمیو بناینریبص( نمایندترکیبات دفاع می

زایی خود را با سرعت بیشتري نسبت به ها بیماريگرزیرا این بیمار. گردندگرهاي ویرولانت آلوده میبیمار
که هاي دفاعی را سرکوب نموده و یا اینکرده و یا واکنشکنند، از تحریک جلوگیري دفاع گیاه اعمال می

کنترل تا حد بسیار ها توسط عوامل بیوبازدارندگی مؤثر بیماري. برنداثرات دفاعی فعال شده را از بین می
عنوان مقاومت القایی که از آن به ).Al-Fattehet al., 2007( پذیردزنده تأثیر میزیادي از شرایط زنده و غیر

هاي متفاوت کنترل شامل مکانیسمبیو هايفرایندترکیبی از  ،شودت سیستمیک القایی نیز یاد میاوممق
یا ) هاي محركمولکول(میاییـت با ترکیبات شیـطور که گفته شد مقاومت القایی ممکن اسهمان. است

تالا و نتایج آتی طبق).Archer, 2002( زا ایجاد شودبیماريهاي غیرارگانیسمکروـتوسط تعدادي از می
زا عوامل بیماريهاي مقاومت عامل تعیین کننده در مقاومت حاصله نسبت بههمکارانحضور یا غیاب ژن

ثیر این ترکیبات روي پاتوژن هدف است که سبب أها و میزان تنیست، بلکه سرعت و مقدار بیان این ژن
 .)Attitalla et al., 2004(شودواکنش سازگاري یا ناسازگاري می

. صورت بالقوه دارندههاي مقاومت را بهمه گیاهان پتانسیل ژنتیکی براي القاء ژن بنابراین احتمالاً
ین ـله جمعیت پائـوسیهیح محدود بـد از تلقـی بعـورت ایمنـصهتوانند چنین پتانسیلی را بگیاهان می
گر عنوان القاءهبا مواد شیمیایی که بزاي پاتوژن یا تیمار بیماريهاي غیروسیله جدایههح بـپاتوژن، تلقی
  .کنند، بروز دهندیتور آزاد میـشوند و مواد شیمیایی که الیسمحسوب می

تولید ترکیباتی مثل سوبرین . صورت موضعی و یا سیستمیک باشدهالعمل گیاه ممکن است بعکس
هاي یماري به بقیه قسمتاي شده و از نفوذ و توسعه عامل بپنبهشود اطراف محل آلودگی چوبباعث می

،کاتالاز و ترکیبات فنلی در پراکسیداز،ها مانند کیتینازنزیمضمناً میزان بعضی آ. شودگیاه جلوگیري می
  .)Gholamnezhad, 2019( گردندیاه میـجاد مقاومت در گـیابد و باعث ایگیاه افزایش می

که یک شوند مگر اینر معمول بیان نمیطوی گیاهان بهـهاي دفاعاومت و واکنشـهاي مرتبط با مقژن
کننده مقاومت آنها را فعال کرده و یا بیان آنها را افزایش دهد و یا تغییراتی که در متابولیسم گیاه القاء

آنتاگونیستی استفاده شده در این هاي در این پژوهش جدایه.ها را افزایش دهداثرات این ژن کند،ایجاد می
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اي براي تعیین شاخص شدت بیماري پوسیدگی فوزاریومی ریشه و ساقه خیار، به آزمایش گلخانهتحقیق، 
کنترل کنندگی قابل قبولی طریق خیساندن خاك استفاده شد، روش افزودن سوسپانسیون اسپور قارچ به

  .در هر سه ایزوله مشاهده شد
گیرد که صورت می هاي پیچیده در گیاه میزبانسري از واکنشالقاء مقاومت با افزایش و سنتز یک
بسیاري از مواد که ماهیت پروتئینی دارند؛ از جمله آنزیم . شودباعث تحریک سیستم دفاعی گیاه می

ناپذیر شدن بافت ، در نفوذنن مؤثرند، تولید سوبرین و تاکسیداز که در فرآیند لیگنینی شدندفاعی پرا
عنوان آنزیم پراکسیداز بهدر این تحقیق .رندها نقش داگرگیاه علیه نماتد مولد گره ریشه و سایر بیمار

  .مقاومت القاییمورد بررسی قرار گرفتمارکر
Mitchel and Walters (2004) هاي اولیه جو با فسفات پتاسیم منجر به کاهش نشان دادند که تیمار برگ

تیمار . گرددمی Blumeria graminis f.sp hordeiهاي ثانویه به قارچ سفیدك پودري دار آلودگی برگمعنی
ژناز در و لیپوکسی PAL ،POXیت ـداري در فعالنیـهاي اولیه منجر به افزایش معبا فسفات در برگ

هاي ثانویه زمانی افزایش یافت که برگ POXو PALویژه هاي آنزیمی، بهفعالیت. گرددهاي ثانویه میرگـب
گر سفیدك سطحی خیار بیمار .زنی گردیدندگیاهان تیمار شده با فسفات با سفیدك سطحی مایه

Sphaerotheca fuliginea ،Pseudomonas syringas pv pisi  هاي کیتیناز، بتا سالیسیلیک فعالیت آنزیماسیدو
زنی روز پس از مایه 3-2هاي برگ توتون را در بافت PALفنل اکسیداز و گلوکاناز، پراکسیداز، پلی 3، 1

  .ار عصاره گیاهان مختلف و اتیلن فعال گردیدندها با تیماین آنزیم. دهندافزایش می
تواند با کاهش ترکیبات می) هاي مختلفدر دما(دهند که کاهش مقاومت برخی مطالعات نشان می

هایشان توانایی دفاع فعال را ها و سوبستراکاهش سطح این آنزیم. مرتبط باشد POXو فعالیت  PALفنلی ،
  .(Arrigoniet al.,1979)سازد حمله بیمارگر مستعد می در سلول کاهش داده و گیاه را براي

شوند، در بیشتر موارد زا و وقتی که ارقام و حساس با هم مقایسه میدر ارتباط میزبان و عامل بیماري
سرعت تجمع ترکیبات فنلی بعد از ابتلا به بیماري در رقم مقاوم زیادتر از رقم حساس است و یک رابطه 

ترکیبات فنلی .(Shetty and Wehner, 2002)ترکیبات فنلی و مقاومت گیاه وجود دارد خطی مثبت بین مقدار
هاي مهمی در مقاومت دارند، بخصوص با ساختن موانع غیر قابل نفوذ مهمی که از انتشار بیمارگر و نقش

  .نماینداثرات آنزیمی آن ممانعت می
کننده طی واکنش هاي اکسیدیمهاي میکروبی توسط آنزداسیون ترکیبات فنلی به کینونیاکس

ها و اکسیداسیون ترکیبات دهد و مقاومت گیاهان به بیماري اغلب با فعالیت این آنزیمناسازگار رخ می
  ).Mohammadi et al., 2012( باشدفنلی در بافت میزبان مرتبط می
اند که ها نشان دادهبررسی. گردندها تبدیل میکینونهاي پراکسیداز به ديترکیبات فنلی توسط آنزیم

عنوان القاء شونده به  POXآنزیم . یابندزنده افزایش میاین دو آنزیم هر دو در پاسخ به عوامل زنده و غیر
ولی ـردن دیواره سلـو محکم ک cross-linkسیستمیک و مارکري براي القاء مقاومت در گیاه براي ایجاد 

حله آخر تولید لیگنین باعث افزایش مقاومت به بیماري این آنزیم با دخالت در مر .(Kuc, 2001)باشدمی
  .(Yao and Tian, 2005)گرددمی

زنده رـده و غیـهاي زنترسـهاي آزاد ناشی از اسگیاهان به منظور از بین بردن اثرات رادیکال
اید اکسگیرند، تجمع چندین آنزیم از جمله پراکسیداز، کاتالاز، سوپرکار میههاي دفاعی خود را بمکانیسم
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در  ،هاي ثانویه در پاسخ به استرسعنوان متابولیتبهفنل اکسیداز و ترکیباتی شبیه به فنل ،پلیدیسموتاز
  .(Honty et al.,2005)گیاهان به اثبات رسیده است

ها در فرآیند ساختن دیوارة سلولی مثل اکسیداسیون فنل،سوبرینی کردن و لیگنینی شدن پراکسیداز
اکسیدانت مثل هاي آنتیآنزیم. زا شرکت دارنددفاع بر علیه عامل بیماري سلول گیاهی در حین

کنندافزایش فعالیت را به آب تبدیل می H2O2اکساید دیسموتاز و کاتالاز، ترکیباتی مثل پراکسیداز،سوپر
  .(Gong et al., 1997)پداز با القاء مقاومت ارتباط دارد

POXشیمیایی که در مقاومت هاي بیور ندارند، اما با کاتالیز فرآیندگطور مستقیم فعالیت ضد بیمارها به
 اکساید و لیگنینی شدن نقش دارنددر ایجاد سوپر POX.نمایندبه بیماري نقش دارند،عمل می

)Gholamnezhad, 2017(.  
با القاء مقاومت سیستمیک در خیار و توتون در مقابل  POXمشخص شده است که افزایش فعالیت 

  .(Wanget al, 2010)باشدها مرتبط میگراز بیماربسیاري 
این آنزیم در دفاع . توان گفت که تجمع پراکسیداز اغلب با شروع القاء مقاومت ارتباط دارددر واقع می

ی ـافتد، پاتوژن به راحتدر گیاهانی که دفاع خیلی دیر اتفاق می. کندها بسیار فعال عمل میعلیه پاتوژن
  .(Kuc, 2001)کندنیزه میبافت گیاه را کلو

مریزاسیون لیگنین باعث سفت شدن دیواره پراکسیداز در ترکیبات ساختاري دیواره سلولی و پلی
یابد و زا کاهش میهاي مکانیکی افزایش یافته و سرعت نفوذ عامل بیماريشود، در نتیجه سدسلولی می

خود را که براي فعال شدن به زمان بیشتري هاي دفاعی شود که واکنشهاي گیاه اجازه داده میبه سلول
  .(Durner et al., 1997) نیاز دارد تنظیم کند

علاوه هـب P. fluorescensري ـو با باکتـتان مانگد که تیمار درخـده گزارش شـجام شـیق انـدر یک تحق
فنل اکسیداز و هاي پراکسیداز،پلیل و فعالیت آنزیمـزان فنـش میـب افزایـروز موج 15عد از ـیتین بـک

PAL گرددمی (Vivekananthan et al., 2004).  
شوند و هاي مرتبط با مقاومت میزا سبب القاء متابولیتهاي غیر بیماريها و نیز استرینپاتوژن
  .(Shimono et al., 2000) کنندهاي ثانویه را القاء میمتابولیت

هاي ت القا مقاومت میزبان علیه بیماريکنترل باکتریایی را جهدر یک بررسی مخلوطی از عوامل بیو
ست ـگونیاهاي آنتريـب باکتـگیاهی استفاده شد که نتایج بررسی این محققین نشان داد، گاهی ترکی

  . (Jetiyanon et al., 2002)مقاومت میزبان افزایش دهد  ءتواند توانایی آنها را براي القامی
هاي مختلف در مقایسه با شاهد نشان داده ماردر این بررسی فعالیت آنزیم پراکسیداز در اثر تی

زنی وبه دست آمده نشان داد که بیشترین فعالیت آنزیم پراکسیداز در روز چهارم بعد از مایهنتایج به.شد
  .دیده شد T9و  T11هايترتیب در تیمار

رین ـه استک  T11دایهـیجه گرفت جـتوان نتق میـیـن تحقـده در ایـت آمـدسهج بـه به نتایـبا توج
باشد، بهترین نتیجه را در القا مقاومت در گیاه مورد بررسی می T. harzianum T11دهـایی شـناسـش

توان از این جدایه در کنتري پس می، باشدید این نقش میؤگلخانه نیز مدست آمده در هنتایج ب.دارد
  .بیماري پوسیدگی ریشه و ساقه خیار استفاده نمود
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هاي دفاعی گیاه نسبت انگیخته نمودن سیستمتوان به اثر بیشتر یک جدایه در بریکی از دلایلی که می
هاي قارچ تریکودرما داراي سیگنال. هایی است که در دفاع گیاهی نقش دارندداد، تأثیر بر روي ژن
، هاهاي دفاعی تأثیر گذارد، و با فعال نمودن آنتواند بر روي روشن شدن بیان ژنشیمیایی است که می

هاي شیمیایی قرار ها که در گیاه تحت تأثیر سیگنالیکی از این ژن. سیستم دفاعی گیاه را روشن نماید
گذارند هاي شیمیایی مانند ترکیبات فنلی بر روي بیان این ژن تأثیر میسیگنال. است NPR1گیرد، ژن می

  ). Gholamnezhad, 2019(سازند هاي دفاعی گیاه را فعال میو با روشن نمودن آن، مکانیسم
اي را با توان انتظار داشت که کنترل بیولوژیکی سطح کنترل قابل مقایسهدر طولانی مدت هم می

دست آمده بیانگر اهمیت توجه بیشتر به بحث هنتایج ب. سطح کنترل سموم شیمیایی به وجود آورند
ه به نتایج این تحقیق وجبا ت .باشدهاي گیاهی میکنترل بیولوژیکی در جهت کاهش خسارت بیماري

، تغییرات نده خاك، افزایش مواد اصلاح کنتناوب مانندبسیاري از عوامل زراعی شود که پیشنهاد می
باشد  مؤثرتواند در استقرار آنتاگونیست اسیدیته محیط و تغییر بافت خاك و غیره به نفع آنتاگونیست می

اي و خاك غیر هاي مورد نظر در شرایط مزرعهتاگونیستها را افزایش یا کاهش دهد، بررسی اثر آنو اثر آن
کار گرفته بههاي کنترل و روشآل در جهت بالا بردن کارایی عوامل بیواستریل براي شناسایی شرایط ایده

که باعث بیشتر شدن اثر است کنترل فرموله کردن مناسب عوامل بیو مورد بعدي .باشدشده ضروري می
ها بیشتر که آنتاگونیستبا توجه به این.شوندمانی طولانی این عوامل میندهاین عوامل و همچنین ز

هاي ها با سایر روشخاصیت پیشگیري کننده دارند تا خاصیت کنترل کنندگی، لذا تلفیق این روش
افزایش اثر  هاي قارچی که اثر سوء بر عامل آنتاگونیست ندارند و در عین حال سببکنترل بیماري

  .واقع شود مؤثرتواند ، میشوندی میآنتاگونیست
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ABSTRACT 
Root and stem rot of cucumber with Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum is one of the most 

harmful diseases in cucumber greenhouses in Iran. Chemical fungicides do not have the acceptable ability to 
control this pathogen. Also, due to their economic costs and adverse effects on the environment, the use of 
biocontrol agents in the control plant diseases has been considered in recent years. Trichoderma antagonist 
isolates has been shown to be an effective biocontrol agent against a wide range of fungal pathogens. In this 
study, the effect of Trichoderma isolates on root rot and cucumber rot fungi was investigated. Three 
Trichoderma isolates were obtained from the mycology collection of the Department of Plant Protection, 
University of Tehran. Mean peroxidase activity (POX) as a marker of induced resistance was measured using a 
spectrophotometer. Also, the effect of Trichoderma isolates on disease control in greenhouse conditions was 
determined by soaking the soil with spore suspension of antagonist and fungal pathogen. All three Trichoderma 
isolates, T11, T6 and T9 have an acceptable effect on growth inhibition of F. oxysporum f. sp. radicis-
cucumerinum. T11 and T9 isolates showed 85.51% and 81.03% inhibition of mycelial growth of F42 strain, 
respectively. Peroxidase activity was assessed within seven days after inoculation. The highest peroxidase 
activity was observed on the fourth day in T11 isolate. Based on the results obtained in this study, it can be 
concluded that T11 isolate (T. harizianum T11) had the greatest effect among Trichoderma isolates in inducing 
resistance. 
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