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  چكيده

 ريشه گره مولد نماتد جمله از نماتدها تخم ديواره ساختمان در وفور به تركيب اين. رود مي شمار هب حقيقي هاي قارچ سلولي ديواره تركيبات ترين مهم ملهج از كيتين
 آمين گلوكز استيل -N يعني اش سازنده هاي واحد زير به تبديل كيتيناز، هاي آنزيم توسط تجزيه از پس كيتين. شود مي يافت Meloidogyne javanica فرنگي گوجه
 3 و1 بتـا  و پروتئـاز  كيتينـاز،  جملـه  از متعـدد  هيـدروليتيك  هـاي  آنزيم توجهي قابل مقادير توليد دليل به  (.Trichoderma spp)تريكودرما قارچ هاي گونه. گردد مي

 ارتبـاط  در تريكودرما قارچ جدايه 15 كيتينازي فعاليت ميزان پژوهش اين در .است شده تبديل گياهي بيمارگرهاي كنترل جهت استفاده مورد عوامل از يكي به گلوكاناز،
 3/18 ،2/19 آنزيمي فعاليت با ترتيب به T65 و T.BI، T6هاي  جدايه ها، جدايه اين بين از. گرفت قرار بررسي مورد گرهي گوجه فرنگي ريشه نماتد بيوكنترل توانايي با
 عنـوان  بـه  ليتـر  ميلـي  بـر  واحـد  7/3 و 4/5 ،5/5 آنزيمي فعاليت با ترتيب به T12 و T16، T12N هاي جدايه و ترين فعال نوانع به (U/ml) ليتر ميلي بر واحد 17 و

 ينتـر  مـوثر  عنـوان  به T6 و T.BI ،T65 هاي جدايه و آمد دست به آزمايشگاهي نتايج  با سو هم نتايجي نيز اي گلخانه آزمايشات در. شدند تعيين ها جدايه ترين ضعيف
   .كردند ها در كنترل بيولوژيك اين نماتد عمل جدايه

  
 فرنگي گوجه گرهي ريشه نماتد ،فعاليت آنزيمي بيولوژيك، كنترل تريكودرما، : كليدي هاي واژه

 
    1 مقدمه
ترين عوامـل  از مهم .Meloidogyne spp گرهي ريشه هاينماتد
عـم از  ي وسـيعي از محصـولات ا   بوده كه دامنـه گياهان  يزا خسارت

 دهند مورد حمله قرار مي را هاي هرز سبزيجات، گياهان زراعي و علف

هـا گـزارش شـده    ميزبان گياهي براي آن 2000بيش ازتا كنون ؛ )32(
امروزه با توجه بـه خطـرات و مشـكلات ناشـي از كنتـرل      ). 14( است

ها بـه عنـوان جـايگزين و يـا حـداقل       شيميايي، استفاده از ساير روش
هـا بـه كـار     ناوب از آنها مورد توجه قرار گرفته كه بين آني مت استفاده

تـر   زا بـيش  هاي آنتاگونيست عليه عوامل بيماري گرفتن ميكروارگانيسم
 ).21(ظـر محققـين را بـه خـود جلـب كـرده اسـت        ها ن از ساير روش

از جمله عواملي بـه   ).Trichoderma spp( هاي قارچ تريكودرما گونه
ترين عوامل كنترل بيولوژيكي  عنوان مناسب هبروند كه بالقوه  شمار مي
درصد از تجارت محصولات  60طوري كه در حدود  باشند؛ به مطرح مي

ي بيمارگرهاي گيـاهي را بـه خـود اختصـاص       بيولوژيك كنترل كننده
متعددي براي قـارچ تريكودرمـا   هاي بيوكنترلي  مكانيسم ).9( دهند مي

كه اثر بيوكنترلي يك جدايه  طوري هدر شرايط طبيعي ذكر شده است، ب
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اثـر  : هايي دانست كه به صورت مكانيسم ةي مجموع توان نتيجه را مي
چنين اثـر   مستقيم روي بيمارگر، افزايش مقاومت گياه به بيمارگر و هم

بـا ايـن حـال در    . شـود  ي متقابل ميزبان و بيمارگر اعمال مي بر رابطه
تـاثير مسـتقيم قـارچ     تـري بـر   استفاده از قارچ تريكودرما تكيـه بـيش  

بـا توليـد   در اين حالت قارچ تريكودرمـا  . باشد تريكودرما بر بيمارگر مي
از بين  باعث ها كننده و تركيبات سمي و آنتي بيوتيك هاي تجزيه آنزيم

 .گـردد  مـي  هدف قبل از نفوذ بـه بافـت گيـاهي    رفتن ميكروارگانيسم
ي مانند سيتوكينين، توليد موادي شبه فيتوهورمون تواند با تريكودرما مي

افزايش رشد گيـاه   زئاتين، جيبرلين، ايندول استيك اسيد و اتيلن سبب
تحريـك مقاومـت   با  از طرفي در گياه شود؛ و بهبود جذب مواد غذايي

بيمــاري  كــاهش ميــزاندر گيــاه ســبب  )ISRو  SAR(سيســتميك 
 زا قبل توليد آنزيم هاي مختلف و از بين بردن عوامل بيماري .گردد مي

هاي قـارچ تريكودرمـا    ترين مكانيسم از نفوذ به درون ميزبان جزء مهم
و  ها، ليپازهاها، كيتينازها، پروتئاز ترين اين آنزيم مهم جمله از .باشد مي

هـاي   باشد كه سبب از بين بردن ديـواره سـلولي سـلول    مي هاگلوكاناز
هـاي مختلـف قـارچ تريكودرمـا، انـواعي از       در گونـه  .شـوند  هدف مي

بـا   هـا  اين آنـزيم . باشند داراي اهميت مي هاو اندوكيتيناز هاوكيتينازاگز
شكستن پيوندهاي گليكوزيدي در پليمر خطي كيتين، سـاختمان ايـن   

هاي كيتينـاز   در اين ميان حضور آنزيم). 2( .شكند تركيب را در هم مي
هـاي كيتينـازي در    از آنـزيم . باشد در فعاليت بيوكنترلي بسيار موثر مي

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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 و 7( هاي گياهي هاي مختلف از جمله كنترل بيولوژيك بيماري زمينه
و نيز توليد ) 20( ، بيوتكنولوژي)31( صنعت داروسازي در، استفاده )10

تـرين   از مهـم  نماتـد  تخـم ة پوست). 12( شود ها استفاده مي كش حشره
را در داخـل تخـم   نماتد لارو محافظت از ة ساختارهايي است كه وظيف

درصـد   50تخـم شـامل   ة ر نماتد ريشه گرهـي پوسـت  د. بر عهده دارد
تحقيقات نشان ). 3( درصد ليپيد است 20درصد كيتين و  30پروتئين، 

دهد كه آنزيم كيتيناز سبب از بين رفتن تعداد زيـادي از لاروهـاي    مي
مـي    تفريخ تخـم  ميزانچنين كاهش شديد  سن دوم درون تخم و هم

كيتـين در محـيط   ة د كه تجزيچنين تحقيقات نشان دادن هم). 8( گردد
ريشه سبب آزاد شدن تركيبات نماتدكش آمونيومي و كاهش جمعيـت  

با توجه بـه اهميـت سـاختاري    ). 28( گياهي مي گردد انگل نماتدهاي
تواننـد   تخم نماتـدها، تركيبـات آنزيمـي مـي     كيتين در حفظ ساختمان

تخم  ي تغيير در نفوذپذيري پوسته. توسعه و ثبات تخم را كاهش دهند
 منجر تواند به مرگ جنين، مهار تفريخ تخم و كاهش جمعيت نماتد مي
دهند،  خود را درون بافت گياهي قرار مي هاي نماتدهايي كه تخم. شود

در يـك پـژوهش بـر    ). 25( رسند پذيرتر به نظر مي از اين لحاظ آسيب
روي گياه توتون دستكاري شده ژنتيكي با توانايي توليد ميـزان بـالاي   

تخـم و كـاهش تفـريخ تخـم در     ة م اندوكيتيناز، كاهش تعداد تودآنزي
هدف از اين  ).5( معني داري مشاهده گرديد طورنماتد ريشه گرهي به 

هـاي   تحقيق، بررسي رابطه بين ميزان توليـد اگزوكيتينازهـاي جدايـه   
ها بـر تخـم    متعلق به چندين گونه از تريكودرما و قابليت بيوكنترلي آن

هـا   و هم چنين اثـر آن  M.javanicaي گوجه فرنگي نماتد ريشه گره
  .بر ميزان كنترل بيماري مذكور بوده است

  
  ها مواد و روش

  هاي قارچ تهيه جدايه
از كلكسـيون   هاي مختلـف قـارچ تريكودرمـا    از گونه پانزده جدايه

بخش بيماري شناسي گياهي دانشـگاه فردوسـي مشـهد بـه صـورت      
 PDA (Merck®, 39g.l-1)خـالص تهيـه و بـر روي محـيط كشـت      

  .)1جدول( كشت و نگهداري گرديد
  

  تهيه مايه تلقيح قارچ
هـاي   هاي مختلف قارچ تريكودرمـا بـه بوتـه    زني جدايه جهت مايه

گرم دانه گندم شسته شده كه  200گوجه فرنگي در گلخانه ابتدا مقدار 
مقطر جوشانده شـده بودنـد و    ميلي ليتر آب 500دقيقه در  20به مدت 

ي تميزي جهت حذف رطوبـت سـطحي    ساعت روي پارچه 2 به مدت
ليتري ريخته و طي دو  ميلي 500هاي   پخش شده بودند، را درون ارلن

. گرديـد  سـترون گراد  درجه سانتي121دقيقه در دماي  30روز به مدت 
متري از كشت تازه هر كـدام از   سپس به هر ارلن ده ديسك پنج ميلي

روز جهـت رشـد    12ها بـه مـدت    رلنهاي قارچي افزوده شد و ا جدايه
طي اين مـدت هـر دو   . گراد قرار داده شد سانتي 28±1قارچ در دماي 

روز يك بار محتويات هر ارلن به خوبي به هم زده شد و در نهايـت بـا   
هاي رقت تهيه شده از هر جدايه، مقـدار گنـدم مـورد     استفاده از سري

هر گرم خاك در هـر   زادمايه قارچ به  1×107نياز جهت افزودن ميزان 
  .هاي شاهد فاقد اينوكولوم بودند تيمار. گلدان به تعيين گرديد

  
  گرهي تهيه جمعيت نماتد ريشه

 ـگوجه فرنگـي گرهي نماتد ريشه  از بخـش    M.javanicaة، گون
بيماري شناسي گياهي دانشگاه فردوسي مشهد تهيه و براي تكثير بـر  

  .لخانه نگهداري گرديددر شرايط گ موبيلگوجه فرنگي رقم ة روي بوت
  

اثر نوع منبع كربن مورد استفاده در محيط كشـت القـا كننـده    
  كيتيناز بر ميزان توليد آنزيم

كيتينـاز از دو   ةدر اين آزمايش جهت تهيه محيط كشت القا كننـد 
رايزوكتونيـا و كيتـين كلوئيـدال بـه      ةنوع منبع كربن شامل پودر ريس ـ

شـرح   يه دو منبع كربن مذكور بهروش ته. مقدار مساوي استفاده گرديد
  .زير است

  
  آماده سازي سوبسترا جهت سنجش فعاليت كيتينازي 

بـراي آمـاده سـازي ريسـه      :آماده سازي ريسه رايزوكتونيا
و   Zeilingerزوكتونيا و جداسـازي مـواد قنـدي از ريسـه از روش     يرا

در اين روش، قارچ رايزوكتونيـا در محـيط    .استفاده شد) 33( همكاران
ساعت بر روي شيكر با سرعت  96كشت مايع كشت گرديد و به مدت 

پـس از آن  . گراد قرار گرفت درجه سانتي 28ر در دقيقه و دماي دو120
هاي قارچ با استفاده از كاغذ صافي از محـيط جـدا شـد و جهـت       ريسه

بار با آب مقطر اسـتريل و سـانتريفيوژ بـا     6ها  حذف مواد قندي، ريسه
ر دقيقه شست و شو گرديد و به مدت يـك شـبانه   دور د 5000سرعت 

هاي قـارچ   گراد قرار گرفت و پس از آن ريسه سانتي -20روز در دماي 
  .با استفاده از ازت مايع پودر گرديد

  
  هاي مختلف قارچ تريكودرما مورد استفاده در آزمايش هاي مربوط به گونه جدايه -1جدول 

  T.harzianum T.virens  T.konigii  T.saturnisporum  ي قارچگونه
  T20, T14N, T16, T.BI, T7, T25, T16A, T19 T6, T21, T65, T64  T77  T12, T12N  جدايه قارچي مورد استفاده
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 50گـرم كيتـين كـراب شـل،     5براي تهيه كيتـين كلوئيـدال، بـه    

نرمال افزوده شد و بهم زده شـد، پـس از    1ليتر اسيد كلريدريك  ميلي
گراد با استفاده از كاغذ واتمن شماره  درجه سانتي4ساعت در دماي  24

يك سوسپانسيون مزبور فيلتر شد، سوسپانسيو به دست آمده به مـدت  
جهـت  . دور در دقيقـه سـانتريفيوژ گرديـد   10000دقيقه با سـرعت   20

و شوي بقايـاي اسـيدي از كيتـين كلوئبـدال، رسـوب حاصـله       شست 
 ـ   سـترون چندين بار با آب مقطر  د و سـپس مـورد   شسـت و شـو گردي

  ).29( استفاده قرار گرفت
 دي آمونيـوم محيط كشت پايه براي توليد آنـزيم كيتينـاز شـامل    

گـرم   1( منيزيم سولفات ،)گرم بر ليتر 5(گرم در ليتر( فسفات هيدروژن
گـرم   1( آبه 7 منيزيم سولفات ،)گرم بر ليتر 5( پتاسيم نيترات ،)بر ليتر

 هـاي  نمـك  درصـد  1و ) يتـر گـرم بـر ل   1(كلريـد سـديم    ،)بـر ليتـر  

، سـولفات  )گـرم بـر ليتـر    /.8(سولفات منگنز([شامل   (V/V)ضروري
گـرم بـر    5/2(آبـه   7و سـولفات آهـن   ) گرم بر ليتـر  7/1( آبه 7روي 
بـه  يا پـودر ريسـه قـارچ رايزوكتونيـا     به همراه كيتين كلوئيدي  )])ليتر

 نظـر تهيـه و   كشـت مـورد   محـيط . )33(بـود  ميزان يك گرم در ليتـر 
اي يـك   پس از سرد شـدن درون هـر بطـري شيشـه    اتوكلاو گرديد و 

زني  ريخته شد و پس از مايه ليتر محيط ميلي 300مقدار  سترونليتري 
گراد  درجه سانتي28ر روي شيكر در دماي ساعت ب 96ها به مدت  قارچ

  .دور در دقيقه قرار گرفت 120با سرعت 
  

  كيتيناز سنجش آنزيمي
 طبـق ) Colorimetric(نـگ سـنجي   سنجش آنزيمي بـه روش ر 

تركيب سنجش شـامل  . صورت پذيرفت) 19(روش مولانو و همكاران 
 50يتين خـالص در بـافر اسـتات    درصد ك 5/0ليتر از محلول  ميلي يك
تركيب فوق . ليتر عصاره آنزيمي بود ميلييك و ) =2/5pH(مولار ميلي

ر اين ددرجه بر روي شيكر قرار گرفت  37ساعت در دماي  7به مدت 
رنگ به حالت تيره رنگ تغييـر   حالت رنگ تركيب واكنش از حالت بي

دقيقـه   10دور بر دقيقـه بـه مـدت     5000و سپس با سرعت پيدا كرد 
ليتـر دي نيتـرو    ميلـي يـك  سانتريفيوژ گرديـد و واكـنش بـا افـزودن     

ــيد  ــيليك اس ــد ) DNS( ساليس ــف ش ــايش از  . متوق ــن آزم -Nدر اي

Acetylglucosamine(GlcNAc) هـت رسـم منحنـي اسـتاندارد    ج 

هر واحد فعاليت آنزيمي برابر با مقدار آنزيمي است كـه  . استفاده گرديد
از كيتـين   N-Acetylglucosamineبراي آزاد شدن يك ميكرومـول  

  .)9( در شرايط آزمايش مورد نياز است در هر دقيقه
  
  بر روي محيط جامد حاوي كيتين قارچ كشت

هـاي مختلـف قـارچ بـر روي      دايهگيري ميزان رشد ج جهت اندازه
داراي ) WA(قارچ بر روي محـيط آب آگـار  محيط جامد حاوي كيتين 

ة و كيتـين اسـتخراج شـده از ريس ـ    خالصكلوئيدال كيتين  درصد 1/0

ساعت و  48پس از  كشت گرديد و ميزان رشد پرگنه قارچ رايزوكتونيا،
  .شدگيري  ساعت اندازه 72

  
قـارچ تريكودرمـا و عصـاره    هـاي   ثير مستقيم جدايهأتبررسي 

  محيط كشت قارچ بر ميزان تفريخ تخم نماتد در آزمايشگاه
بـر ميـزان مـرگ و     ثير جدايه هاي قارچ تريكودرماأبراي بررسي ت
را درون يك پتري استريل قـرار   سترونيك لام  ،ها مير و تفريخ تخم
متـر بـر روي هـر لام زده     سانتي يكپارافين به قطر ة داده و يك حلق

عـدد تخـم    30ليتر از سوسپانسـيون حـاوي   ميلي دوو در هر حلقه  شد
متـري   ميلي 5ديسك دو طرف حلقه، دو در سپس  .نماتد قرار داده شد
براي جلوگيري از خشك . هاي قارچي قرار داده شد از هر يك از جدايه

ون هـر پتـري   و سوسپانسـيون، در هـاي محـيط كشـت     ديسكشدن 
خـلال دنـدان   قرار دادن د و لام با استريل ريخته ش مقطر مقداري آب

 72هـا بـه مـدت     دا شـد و پتـري  ج ـ كف پترياز  درون پتري استريل
در . قـرار گرفتنـد   گـراد  سـانتي  درجه28درون انكوباتور با دماي  ساعت
 PDA ةمتري از محيط كشت نشد ميلي 5ديسك  دوهاي شاهد  نمونه

 ـچنـين در آزمايشـي ديگ ـ   هـم  .داده شدقرار  حلقه دو طرفدر  ثير أر، ت
كيتيناز بر ميزان تفريخ تخـم نماتـد    ةعصاره ي محيط كشت القا كنند

 سوسپانسـيون  ازليتـر   ميلي 35براي اين كار . مورد بررسي قرار گرفت
محـيط  ليتـر محلـول عصـاره     ميلـي  15 وتخم نماتد  عدد 100 حاوي

وي محـيط مـايع القـا    ها بر ر شت حاصل از كشت هر كدام از جدايهك
سـاعت در دمـاي    72رون يك پتري ريخته و به مدت د ازكننده كيتين

در . داده شـد قـرار  ) فعاليـت آنـزيم   ةدماي بهين ـ(گراد  درجه سانتي 37
آنزيمي اسـتفاده  ة هاي شاهد، از آب مقطر استريل به جاي عصار نمونه
  ).15( شد

  
در  .Trichoderma sppي قارچ ها بررسي ميزان توانايي جدايه

  ي در گلخانهكنترل نماتد ريشه گره
در كنترل ايـن   قارچ مورد نظرهاي  ثير جدايهأبراي بررسي ميزان ت

خاك : هاي يك كيلوگرم خاك و به نسبت (خاك هر گلدانابتدا  ،نماتد
سبه شده جهـت هـر   با ميزان گندم محا )2:، ماسه1:برگ ، خاك1:رسي

يك عدد  سپس. زني شده و به خوبي مخلوط گرديد جدايه قارچي مايه
به هر گلدان منتقـل  برگي  4ي  در مرحله موبيلفرنگي رقم  وجهگ ءنشا

اين آزمايش در خاك استريل و غير استريل بـه طـور جداگانـه    . گرديد
 ها، زني قارچ به بوته پس از گذشت ده روز از تاريخ مايه. انجام پذيرفت
متـر ايجـاد و بـه     سانتي 5سه سوراخ به عمق  هر بوته ةدر اطراف طوق

 تيمارهـاي شـاهد  ). 25( عدد تخم نماتد اضافه گرديد 0200هر گلدان 
هاي داراي گياه بـه همـراه نماتـد و بـدون قـارچ و       شامل گلدان مثبت

اندازه  .هاي داراي گياه بدون نماتد و قارچ بود گلدانشاهد منفي شامل 
زايي نماتد شامل شاخص گال، تعداد كيسه  هاي بيماري گيري شاخص
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د تخم درون هر كيسه تخم، تعدا لارو سن تخم در هر گرم ريشه، تعدا
نماتـد پـس از   گرم خاك اطراف ريشه و فاكتور توليد مثل 100دوم در 
هـاي گوجـه فرنگـي صـورت      زني نماتد به بوته روز از مايه 45گذشت 
در اين آزمايش شاخص گال طبق روش تايلور و ساسـر تعيـين    .گرفت

ساس شـاخص  بر ا) RGS(شد كه بر طبق اين روش شدت گال ريشه 
:  4 گال،11-30:  3 گال، 3-10: 2گال، 1-2:  1بدون گال، : 0( 0 -5

چنـين   هـم ). 23( ارزيـابي شـد  ) گـال 100بيش از : 5گال و  100-31
فاكتور توليد مثلي نماتد نيز از نسبت جمعيت نهايي نماتد بـه جمعيـت   

و غيـر   سـترون خاك  نوعاين آزمايش در دو . اوليه نماتد به دست آمد
هـاي مـذكور در شـرايط     در طي اين مـدت، گلـدان  . انجام شد سترون

  .ساعت نور در روز قرار گرفتند 8 و حداقل 28±2گلخانه و در دماي 
  

  آناليزهاي آماري
. اين تحقيق شامل دو آزمايش جداگانه در آزمايشگاه و گلخانه بود

در آزمايشگاه آزمـايش بـه صـورت فاكتوريـل در قالـب طـرح كـاملاً        
هـاي   فاكتورها شامل جدايـه . و با سه تكرار انجام گرفت تصادفي ساده

ــا   ــارچ تريكودرم ــف ق ــاهد 15(مختل ــا و ش ــه تريكودرم ــوع ) جداي و ن
يـا كيتـين   ) ®Sigma(سوبستراي آزمايش شامل كيتـين كـراب شـل    

در گلخانـه نيـز آزمـايش    . ي رايزوكتونيـا بودنـد   استخراج شده از ريسه
. با سه تكرار انجـام پـذيرفت   فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي و

ــه  هــاي مختلــف  در ايــن شــرايط فاكتورهــاي آزمــايش شــامل جداي
. و دو نوع خاك استريل و غير اسـتريل بودنـد  ) جدايه و شاهد15(قارچ

 "Proc GLM"تجزيه واريانس صفات مختلف بـا اسـتفاده از دسـتور    
ي هـا  مقايسه ميانگين بين تيمار. انجام پذيرفت SAS V.9.2افزار  نرم

در ) LSD(مختلف آزمايشي با استفاده از روش حداقل تفاوت معني دار
  .صورت پذيرفت درصد 95سطح اطمينان 

هـاي آزمايشـي، تسـت نرمـال      پيش از انجام تجزيه واريانس داده
انجام شد كه  SigmaPlot V.12.0افزار  ها با استفاده از نرم بودن داده

. واريـانس نرمـال گرديدنـد    ها قبل از انجام تجزيه در صورت نياز داده
هاي مختلف قـارچ و مقـدار شـاخص     ارتباط بين فعاليت آنزيمي جدايه

ي يـك و   ي خطي درجـه  توليد مثلي نماتد، با استفاده از برازش معادله
 SigmaPlot افـزار  توسط نـرم ) r2(برآورد ضريب تبيين يا همبستگي 

V.12.0 تعيين گرديد.  
  
   نتايج

  سنجش آنزيمي
ميزان جذب نوري تركيب واكنش پس از توقـف  ظور، براي اين من

نـانومتر توسـط دسـتگاه اسـپكتروفتومتر      540واكنش در طـول مـوج   
و با توجه به ميزان جذب صورت گرفته در هـر تيمـار،    گيري شد اندازه

ها با استفاده از منحني استاندارد ترسيم شـده بـا    فعاليت آنزيمي جدايه
محاسـبه   N-Acetylglucosamineهـاي مختلـف    استفاده از غلظت

نتايج نشان داد كه نوع منبع كيتين مورد استفاده جهت فعاليـت   .گرديد
داري را در ميزان فعاليـت   أثير معنيها ت آنزيمي، تنها در برخي از جدايه

هـا،   در بـين ايـن جدايـه   ). 1و شـكل  2جـدول ( شـود  سبب مي آنزيمي
مي در هر دو نوع ترين فعاليت آنزي داراي بيش T6و  T.BIهاي  جدايه

نيـز در هـر دو    T12Nو  T12هاي  چنين جدايه هم. منبع كيتين بودند
   .ترين توانايي توليد آنزيم كيتيناز را دارا بودند آزمايش كم

  

  
 درصد 5 سطح در دار يمعن تفاوت مشابه حروف يدارا يها هيجدا( نيتيك منبع مختلف نوع دو در Tricoderma قارچ يها هيجدا يميآنز تيفعال زانيم - 1شكل 

 )نداشتند
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 اثر نوع منبع كيتين مورد استفاده در آزمايش بر ميزان توليد آنزيم كيتينازتجزيه واريانس  -2جدول 

  Pr>F  مربعاتمجموع آزاديدرجه منابع تغييرات
  **  1/3032 15 جدايه قارچ

 ns  07/2 1 نوع منبع كيتين
 ns  62/6 15 نوع منبع كيتين×جدايه قارچ

    2/36 64 خطا
    C. V.(  65/6(ضريب تغييرات

ns  ، ** باشد مي 01/0دار فاكتور آزمايشي در سطح دار و معنينشان از تأثير غيرمعنيبه ترتيب)P<0.01.(  
 

  كشت بر روي محيط جامد
قارچ تريكودرما بـر روي  هاي  ايج نشان داد كه ميزان رشد جدايهنت

ها  با ميزان توان آنزيمي آن جدايهمحيط كشت حاوي كيتين كلوئيدال 
اي كـه نسـبت بـه فعاليـت       در اين بين تنها جدايه. ارتباط مستقيم دارد

تري بر روي محيط كشت جامد داراي كيتـين دارا   اش، رشد كم آنزيمي
  ).2شكل( بود T16A ةبود، جداي

  

  تاثير مستقيم قارچ بر تخم نماتد
فـريخ تخـم نماتـد    ثير عصاره محيط كشت بر روي تأدر آزمايش ت

ها قادر به كاهش ميزان تفريخ تخـم   تر جدايه مشخص گرديد كه بيش
و تجزيه واريانس نشان داد كـه   نتايج مقايسه ميانگين. گردند مي نماتد

 T12هاي قارچ به جز جدايـه   تحت شرايط آزمايشگاهي، تمامي جدايه
در دار نسـبت بـه شـاهد     ها با اختلاف معني تخم قادر به كاهش تفريخ

  ).3شكل ( باشند درصد مي 5سطح احتمال 
  

  
  ساعت 72و  48بر روي محيط كشت داراي كيتين بعد از  Trichodermaهاي مختلف قارچ  قطر كلني جدايه - 2شكل 

 

  
  هاي مختلف قارچ تريكودرما بر ميزان تخم تفريخ شده در آزمايشگاه ثير جدايهأميزان ت - 3شكل  
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  هاي قارچ ريسه: Eتخم نماتد، : Dتخم پارازيته شده، : Cو  Bتخم سالم، : Aنماتد توسط قارچ تريكودرما،  پارازيته شدن تخم - 4شكل 

 
  اي نتايج گلخانه

بـه عنـوان    T6و  T.BI ، T65هـاي     جدايـه  ستروندر خاك غير 
چنـين   هـم . اي تعيـين شـدند   آزمياشـات گلخانـه  هـا در   برترين جدايـه 

هـاي   تـرين جدايـه   نـوان ضـعيف  به ع T12Nو T16 ،T12هاي  جدايه
اين سه جدايه قادر به كاهش فاكتور توليد مثل . اي تعيين شدند گلخانه

شـكل  ( دار نسبت به شاهد نبودند و شاخص گال نماتد با اختلاف معني
 r2( داري ة همبسـتگي معنـي  دهنـد  نتايج به دست آمده  نشان). 8و  7

رد اسـتفاده جهـت   قـارچ مـو    بين ميزان فعاليت آنزيمي جدايه) 0.83=
كنترل بيولوژيكي نماتد با مقدار فاكتور توليد مثلـي نماتـد مـورد نظـر     

دهد با افزايش ميـزان فعاليـت    اين همبستگي نشان مي) 6شكل( است
. كنـد  آنزيمي يك قارچ، ميزان فاكتور توليد مثلي نماتد كاهش پيدا مي

 ـها ميـز  نتايج در خاك استريل نشان داد كه در برخي از جدايه ثير أان ت
قارچ بر كاهش مقدار فاكتور توليد مثل نماتد با توجه به نوع خـاك در  

به عنوان مثـال  ). 6شكل(دار است  درصد داراي اختلاف معني 5سطح 
در خاك استريل ميزان فاكتور  T64 ةهاي تيمار شده با جداي در گلدان

بـه   03/14و در خاك غير استريل ايـن عـدد   12/12توليد مثلي نماتد 
  .ت آمددس

 
 سترون و غير ستروندر خاك  .Trichoderma sppهاي مختلف قارچ  ر جدايهتجزيه واريانس فاكتور توليد مثلي نماتد تحت تأثي -3جدول 

  Pr > F  مجموع مربعات آزاديدرجه منابع تغييرات
  **  5/2629 15 جدايه قارچ

  **  6/14 1 خاك
 ns  9/20 15 خاك×جدايه قارچ

    28/60 64 خطا
    C. V.(  46/5(ضريب تغييرات

ns باشد مي 01/0دار فاكتور آزمايشي در سطح دار و معنينشان از تأثير غيرمعنيبه ترتيب  -**  و)P<0.01.(  
  

  
 ريشه گياه شاهد منفي: Bگياه شاهد مثبت،  ةريش:  A - 5شكل  

A B
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y = 29.04 - 0.92 x
r2= 0.83

( ــزيمي   ــت آنـــ ــتر  ( فعاليـــ ــي ليـ ــر ميلـ ــد بـ واحـ
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  نماتد مثل ديتول فاكتور با Trichoderma قارچ يها هيجدا يميآنز تيفعال زانيم نيب ونيرگرس نمودار - 6  شكل

 

  
 هاي مختلف قارچ تريكودرما بر فاكتور توليد مثل نماتد ريشه گرهي در خاك استريل و غير استريل ثير جدايهأت - 7شكل 

 

 
 لياستر ريغ و لياستر خاك در كودرمايتر قارچ مختلف يها هيجدا ريثأت تحت نماتد گال شاخص- 8شكل  
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  بحث

زا بـه   ترين عوامل خسـارت  فرنگي از مهم نماتد ريشه گرهي گوجه
 وسـيع  دامنـه  به دليل گرهي هريش نماتد كنترل .باشد گوجه فرنگي مي

 داخلـي  انگـل  نيز و زياد مثل توليد زندگي، كوتاه چرخه دوره ميزباني،

حـال حاضـر اسـتفاده از عوامـل كنتـرل       در. باشـد مي دشوار آن بودن
ي شـيميايي، در   هـا  به عنوان روشي سالم و جـايگزين روش  بيولوژيك

 ).17( مديريت تلفيقي نماتدها مورد توجه بسياري قـرار گرفتـه اسـت   

هاي مختلف قارچ  تاكنون تحقيقات زيادي در خصوص استفاده از گونه
گرهـاي گيـاهي   تريكودرما به عنـوان عامـل كنتـرل بيولوژيـك بيمار    

هـاي   صورت پذيرفتـه اسـت و در بسـياري از ايـن تحقيقـات قابليـت      
 هـاي ضـد   هاي اين جنس در توليد انواع متابوليت منحصر به فرد گونه

هاي ديگري چون تحريك مقاومت القايي در  ميكروبي در كنار مكانيزم
گياه ميزبان را از دلايل موفقيت اين قـارچ در امـر كنتـرل بيولوژيـك     

توانـايي توليـد مقـادير بـالاي     . انـد  گرهاي گياهي معرفـي كـرده  بيمار
دشـمن   ةهاي كيتيناز، پروتئاز و گلوكانـاز، ايـن قـارچ را در زمـر     آنزيم

در ). 30( طبيعي طيف وسيعي از بيمارگرهاي گيـاهي قـرار داده اسـت   
جدايـه از   15اين تحقيق، ميزان توانايي توليـد آنـزيم كيتينـاز توسـط     

ارچ تريكودرما در ارتباط با توانايي كنترل بيولوژيك هاي مختلف ق گونه
نتايج حاصل . نماتد ريشه گرهي گوجه فرنگي مورد بررسي قرار گرفت

ــه    ــه جداي ــان داد ك ــي نش ــنجش آنزيم ــاي  از س  و  T.BI ،T6ه

T65ي كيتينـاز    ترين ميزان توليد آنزيم را در محـيط القـا كننـده    بيش
. باشـند  دارا مي) استاندارد كيتين به عنوان منبع(حاوي كيتين كلوئيدال 

نيز كمترين ميزان توليد آنزيم  T12و  T16 ،T20هاي  چنين جدايه هم
در يك پـژوهش بـر روي ميـزان    . كيتياز را در محيط مزبور دارا بودند

هـاي مختلـف قـارچ تريكودرمـا در سـال       توليد آنزيم كيتيناز در جدايه
 3/29ا فعاليت آنزيمي ب T.harzianumي  از گونه T24 ة، جداي2004

ترين جدايـه در توليـد آنـزيم مـذكور      ليتر، به عنوان قوي واحد بر ميلي
زنـي   ي مايـه  همچنـين در همـين پـژوهش تـاثير نحـوه     . شناخته شـد 

نيـز بررسـي گرديـد و     آنـزيم  ةقارچي به محيط القـا كننـد  هاي  جدايه
زنـي محـيط بـا سوسپانسـيون اسـپوري نسـبت بـه         مشخص شد مايه

هاي محيط كشت قارچ سـبب توليـد مقـدار     ي با استفاده از حلقهزن مايه
، ميـزان توانـايي توليـد    در پژوهشي ديگـر ). 9( گردد بالاتري آنزيم مي

مختلف قارچ تريكودرما بـر روي محـيط    ةآنزيم كيتيناز توسط سه گون
از شـاخص رنـگ    كشت جامد حاوي كيتـين كلوئيـدال و بـا اسـتفاده    

)bromocresol purple (ـ مور  صـورتي   ةد بررسي قرار گرفت كـه هال
ميزان توليد آنزيم توسط قارچ مورد نظـر   ةرنگ توليد شده نشان دهند

و سـپس    T.harzianum ةدر اين پژوهش گون. باشد درون محيط مي
در ). 18( ترين ميزان آنزيم را توليد كـرده بودنـد   بيش T. virens ةگون

اسـتاندارد، از كيتـين    چنين علاوه بر كيتين كلوئيـدال  اين پژوهش هم

رايزوكتونيا نيز به عنوان منبع كربن جهت القاي آنـزيم اسـتفاده    ةريس
ميزان آنـزيم   T77 ةها به جز جداي جدايه ةگرديد و مشاهده شد در هم

توليدي در صورت استفاده از ريسه رايزوكتونيا به عنوان منبـع كيتـين   
البتـه ايـن تفـاوت    . تتر اس ـ نسبت به استفاده از كيتين استاندارد پايين

تـر   دار بودند و در بيش هاي مورد بررسي معني تنها در تعدادي از جدايه
يكي از دلايـل ايـن   . دار نبود ها تفاوت ميزان آنزيم توليدي معني جدايه

تر بودن ميزان كيتين خالص موجود در ريسـه   به خاطر كم امر احتمالاً
ده اسـت كـه سـبب    رايزوكتونيا نسبت به كيتين تجـاري مـورد اسـتفا   

نتيجـه توليـد ميـزان    كل موجـود در محـيط و در   كاهش ميزان كيتين
بـه وجـود سـاير     احتمـالاً دليل ديگر اين تفـاوت  . گردد تر آنزيم مي كم

شود قـارچ   گردد كه سبب مي  تركيبات قندي در ريسه رايزوكتونيا برمي
در  اي ديگري نيز در محيط داشته باشـد و  علاوه بر كيتين، منبع تغذيه

  .نتيجه ميزان توليد آنزيم خود را كاهش دهد
ثير قارچ در تخريب و پارازيته نمودن تخم نماتـد  أچنين نتايج ت هم

 ةشود كه با توجـه بـه تركيـب پوسـت     گونه تفسير مي در آزمايشگاه، اين
دهد، بالا بودن  تخم نماتد كه بخش زيادي از آن را كيتين تشكيل مي

ز سبب افزايش ميـزان تخريـب و پارازيتـه    ميزان فعاليت آنزيمي كيتينا
بـر اسـاس   . هاي مختلف قارچ را در پي دارد ها توسط جدايه شدن تخم

ثير قـارچ بـر تخـم، يـك گونـه      أنتايج ميزان فعاليت آنزيمي و ميزان ت
دار بين ميزان فعاليت آنزيمي و درصـد تخـم    همبستگي مثبت و معني

 ـ ةتخريب شده وجود دارد كه اين امر نشان دهنـد  ثير ايـن آنـزيم در   أت
در رابطه با قرار گرفتن مستقيم تخم نماتد در . باشد ها مي  تخريب تخم
تواننـد   هاي قارچ مورد نظر مي ريسه ،هاي قارچ تريكوردما مقابل جدايه

يـا بـا توليـد     دن ـهـا را پارازيتـه نماي   ها شده و آن وارد بدن لارو يا تخم
ز، پروتئاز و ليپاز، سـبب تخريـب   هاي هيدروليز كننده مانند كيتينا آنزيم
تخم نماتد شده و باعث كاهش تفـريخ تخـم و افـزايش مـرگ      ةپوست

ميـزان   T64و  T65 ها ماننـد جدايـه   در برخي جدايه). 4( لاروها شوند
كه بـر اسـاس    بالاتر است در حالي T6 ةها نسبت به جداي تخريب تخم

كيتيناز نسبت بـه   در توليد آنزيم T6نتايج موجود ميزان توانايي جدايه 
 ـ         ثير أدو جدايه مذكور بـالاتر اسـت كـه ايـن امـر احتمـالاً بـه دليـل ت

روتئاز و ليپاز در تخريب هاي پ هاي ديگر اين قارچ مانند آنزيم متابوليت
 ـ   بدين. باشد ميها  تخم داراي  T64و  T65 ة معنا كـه احتمـالاً دو جداي

پاز و يا سـاير تركيبـات   هاي پروتئاز و لي توانايي بالاتري در توليد آنزيم
 ـ. باشـند  موثر در تخريب تخم ها مـي  ثير آنـزيم كيتينـاز در تخريـب    أت

 و   Paecilomyces lilacinusهاي اين نماتد توسـط دو قـارچ    تخم

Pochonia spp. در پژوهشي كه توسـط  ). 16( نيز گزارش شده است
 ـ    ـأصاحباني و همكاران صـورت گرفـت، ت بـر ميـزان    T.BI ةثير جداي

بررسـي شـد و نشـان     ر طول شش روزتفريخ تخم اين نماتد دكاهش 
هـا در روز سـوم از    ترين ميزان كـاهش تفـريخ تخـم    داده شد كه بيش

چنـين در همـين پـژوهش     هم. گيرد زني قارچ به نماتد صورت مي مايه
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مشخص گرديد ميزان توانايي توليد آنزيم كيتيناز قارچ با ميزان كاهش 
صـديقي و  ). 22( باشـد  ارتباط مثبـت مـي   هاي نماتد داراي تفريخ تخم

ثير عصاره محيط كشت مايع پـنج گونـه   أهمكاران در پژوهشي ديگر ت
و مير لاروهاي سـن    از قارچ تريكودرما را بر ميزان تفريخ تخم و مرگ

 ـ  طبق ايـن پـژوهش، بـيش   . دو بررسي نمودند ثير مربـوط بـه   أتـرين ت
 درصـد  44ا كاهش به ترتيب ب T.harzianumو  T. virideهاي  گونه

  ). 25( ها بود در تفريخ تخم درصد 40و 
اي بـه نحـوي مؤيـد نتـايج آزمايشـگاهي       نتايج آزمايشات گلخانه

هـاي قـارچ در كنتـرل بيولوژيـك      ثير جدايهأدر بررسي ميزان ت. بودند
چون تعداد توده تخم، تعداد تخـم درون   نماتد در گلخانه معيارهايي هم

، تعداد لارو سـن  )شاخص گال( ر روي ريشههر توده تخم، تعداد گال ب
گرم خاك اطراف ريشه و در نهايت فاكتور توليد مثل نماتـد  100در  2

بـر اسـاس نتـايج بـه دسـت آمـده از       ). 26( مورد استفاده قرار گرفتنـد 
هاي قارچ تريكودرما در ميـزان   تر جدايه اي، بين بيش آزمايشات گلخانه

داري در سطح  گرهي تفاوت معني توانايي كنترل بيولوژيك نماتد ريشه
تـرين ميـزان    بر اساس اين نتايج، بـيش . وجود دارد درصد 95احتمال 

 T.BI  هـاي تيمـار شـده بـا جدايـه      كننـدگي در گلـدان   توانايي كنترل
هـاي بعـد    در رتبـه  T6و  T65هاي  مشاهده گرديد و پس از آن جدايه

از نظـر توانـايي    ها ترين جدايه چنين در بين ضعيف هم. گرفتند قرار مي
ترين موفقيـت را در   كم T16و  T12N ،T12 ةبيوكنترلي نيز سه جداي

ي جالب توجه در رابطه بـا   نكته. دارا بودند هاي بيماري كاهش شاخص
اين نتايج ايـن اسـت كـه بـين توانـايي توليـد آنـزيم كيتينـاز توسـط          

ها در  هاي مختلف قارچ در آزمايشگاه و ميزان توانايي اين جدايه جدايه
گرهـي در آزمايشـگاه يـك      هاي بيماري نماتـد ريشـه   كاهش شاخص

وجـود دارد كـه ايـن    ) r2=0.83(همبستگي خطي با ضريب تبيين بالا 
هـاي قـارچ    دار ميزان فعاليت آنزيمي جدايـه  تاثير معني ةدهند امر نشان

هـاي   بر اساس پژوهش. باشد درما بر قدرت بيوكنترلي جدايه ميتريكو
هـاي قـارچ    شـخص شـده كـه ريسـه    ر ايـن زمينـه، م  صورت گرفته د

، اهميـت  باشـند  دارا مـي را  گياه تريكودرما توانايي نفوذ به درون ريشه
شـود و   مشـخص مـي   ريشـه  داخلـي  بيمارگرهـاي اين امر در رابطه با 

بيمارگر را پارازيته توانند  هاي قارچ پس از نفوذ به درون ريشه مي ريسه
باشند كه  گرهي مي ها، نماتدهاي ريشهمارگربيبارز اين  ةنموناز . نمايند

تريكودرما پـس  قارچ  كنند و درون بافت ريشه و زير اپيدرم فعاليت مي
از  تخـم نفـوذ كـرده و    ةتواند بـه درون تـود   از نفوذ به درون ريشه مي

كيتين موجود در تخم به عنوان يـك بسـتر غـذايي اسـتفاده نمـوده و      
تخـم نماتـد و    ةتوجه به تركيب پوست با از طرفي. ها را پارازيته كند آن

هـاي   كوتيكول لاروهاي سن دو، كيتينـاز توليـد شـده توسـط جدايـه     
هـاي نماتـد ريشـه گرهـي      مختلف قارچ تريكودرما سبب تخريب تخم

هاي سن دو موجود در خـاك گشـته كـه ايـن امـر       درون ريشه و لارو

چنـين   سبب كاهش جمعيت نماتد مذكور در ريشه گوجه فرنگي و هـم 
هاي بيماري از جمله شاخص گال و فاكتور توليـد   كاهش ساير شاخص

هـا   از طرفي كيتيناز توليدي توسط اين جدايه). 13( گردد مثل نماتد مي
توانند بـه   كيتينازها مي. گذارد ثيرات فراواني را نيز بر گياه ميزبان ميأت

) PR-Protein(زايـي   هاي مرتبط با بيمـاري  عنوان گروهي از پروتئين
ثيرات كيتيناز در گياهـان، فعـال كـردن    أيكي از ت. ر گياه عمل نمايندد

چنـين   هـم . باشـد  هاي دفـاعي گيـاه در برابـر بيمارگرهـا مـي      مكانيزم
هـا و   توانند در فرايندهايي مثل بهبود رشـد و نمـو سـلول    كيتينازها مي
و مقاومت گياه ) PCD( ي سلول ريزي شده ها، مرگ برنامه ترميم زخم

در پژوهشـي كـه بـه    ). 27( ي محيطي نقش داشـته باشـند  ها به تنش
ل بيولوژيـك نماتـد ريشـه گرهـي     در كنتر T.BI ةمنظور توانايي جداي

فرنگي در گلخانه صورت گرفت، مشخص شد كه اين قارچ قـادر   گوجه
اي  گرهي گوجـه فرنگـي تحـت شـرايط گلخانـه      به كنترل نماتد ريشه

يز كـه بـه منظـور بررسـي     چنين در پژوهشي ديگر ن هم). 22( باشد مي
توانايي بيوكنترلي چندين جدايه از قـارچ تريكودرمـا بـر نماتـد ريشـه      

ــه  ــي گوج ــه   گره ــت، جداي ــورت گرف ــي ص  ــ فرنگ ــايي از دو گون  ةه
T.harzianum  وT.virens ترين ميزان توانايي كنترل كننـدگي   بيش

ترين  از طرفي بارها ثابت شده است كه مهم ).1( را از خود نشان دادند
هـاي   عليـه بيمـارگر   قـارچ تريكودرمـا   هاي بيوكنترلي جدايهمكانيسم 

تركيبـات   ميزان، تحريك مقاومت القايي سيستميك و افزايش گياهي
 ـ      . باشـد  دفاعي در ميزبـان مـي   ثير أايـن امـر نيـز بـه نحـوي تحـت ت

باشــد كــه يكــي از ايــن  هــا مــي هــاي توليــدي ايــن جدايــه متابوليــت
  ). 11( باشد از ميهاي كيتين ها، آنزيم متابوليت
اي اين است كـه در   ديگر در رابطه با نتايج آزمايشات گلخانه ةنكت

ها بـين ميـزان موفقيـت در كنتـرل بيمـاري در خـاك        برخي از جدايه
. وجـود دارد  درصـد  5دار در سـطح   تفاوت معني سترونو غير  سترون

شود كه اين جدايه در خاك اسـتريل   مشاهده مي T.64 ةمثلاً در جداي
باشد كه اين عـدد بـا فـاكتور توليـد      اكتور توليد مثل نماتد برابر با ميف

مثل به دست آمده در خاك غير استريل تحت تاثير ايـن جدايـه داراي   
  تـر جدايـه   توانايي كم ةباشد كه اين امر نشان دهند دار مي تفاوت معني

در  ها و كلنيزه نمودن ريشه گياه مذكور در رقابت با ساير ميكروارگانيزم
  . باشد خاك غير استريل نسبت به خاك استريل مي

هاي متفاوتي بـر تـوان يـك عامـل      توان گفت فاكتور در پايان مي
توان بـا اطمينـان از موفـق بـودن يـا       ثير گذار است و نميأبيوكنترل ت

ناموفق بودن يك عامل بيوكنترل صحبت نمـود، امـا بـر اسـاس ايـن      
 و T.harzianumهاي  گونه هاي هاي مشابه؛ جدايه پژوهش و پژوهش

T.virens  ةبه خصوص جداي T.BI  و T6 هـاي مـورد    بهترين جدايـه
  .باشد استفاده در اين آزمايش مي
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