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  چکيده

  
  هيله جدايبه وسMeloidogyne javanica  شهيک نماتد مولد گره ريولوژيکنترل ب

Trichoderma harzianumشگاه مورد يآزما گلخانه و طينگ استون در شراي رقم کيفرنگ گوجه ر د

زان ي ميتر قارچ روي ليلياسپور در م ۱۰۸ ي ال۱۰۳ يها غلظتر يش تاثين آزمايدر ا.  قرار گرفتيابيارز

، متوسط تعداد توده تخم به ازاء هر يي هوايهاشه و انداميمتوسط قطر گال، متوسط وزن تر ر (يماريب

 اسپور در ۱۰۶ج نشان داد که غلظت ينتا. دي گرديبررس)  هر توده تخميوسط تعداد تخم به ازااه و متيگ

 موجب کاهش قطر گال، وزن تر يداريزان معني کمتر قارچ به ميها غلظتسه با يتر قارچ در مقايل يليم

 يها غلظت سه باي که در مقاي در حال.ديشه، تعداد توده تخم و تعداد تخم داخل هر توده تخم گردير

 در غلظت يي هوايها متوسط وزن تر اندام. دار نداشت يتر قارچ اختلاف معنيل يلي اسپور در م۱۰۶ش از يب

). P≤0/05(دار داشت ي و شاهد اختلاف معنها غلظتر يتر قارچ نسبت به ساي ليلياسپور در م ۱۰۶

داز يم پراکسيت آنزيزان فعاليش ميتر قارچ موجب افزايليلي اسپور در م۱۰۶ها با غلظت اهچهي گيزن هيما

  يهااهچهيداز در گيم پراکسيت آنزيفعال.  شديريگ اندازهيزنهياه در روز هفتم بعد از مايشه گيدر ر

اختلاف ) شاهد( شده با قارچ يزن هي مايها اهچهيسه با گيقارچ در مقا+ مار نماتد ي شده با تيزنهيما

  . شديگير اندازه يزنهيداز در روز پنجم بعد از ماي پراکسميت آنزيدار داشته و حداکثر فعاليمعن

  

  .، الکتروفورزآنزيمفعاليت ،، غلظت موثرکينگ استونگوجه فرنگي رقم  :يدي کليهاواژه

  
  مقدمه
 Meloidogyne spp. نماتد مولد گره ريشه

(Chitwood, 1949) زا بوده و داراي از عوامل خسارت
نماتد پارازيت داخلي ساکن اين  .باشندگسترش جهاني مي

  و.(Vovlas & Castillo, 2004; Elad et al., 1983)بوده 
داراي طيف وسيع ميزباني از هزاران گونه گياهي شامل 

هاي هرز  سبزي و علف زينتي، باغي، گياهان زراعي،
 محصولات کشاورزي در ٥%به طور کلي حدود . باشد مي

  بينندسراسر دنيا در اثر اين نماتد خسارت مي

(Vovlas & Castillo, 2004; Elad et al., 1983) . به دليل
محققان  مبارزه شيميايي نماتدها، مديريت ومشکل بودن 

به دنبال دستيابي به راههاي مناسب کنترل اين نماتد 
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هاي جنس تريکودرما در کنترل بعضي گونه. هستند
هاي بيماريزاي محصولات  قارچ بيولوژيک عوامل خاکزاد و

 Meloidogyne نماتد مولد گره ريشه س از برداشت وپ

javanica اندمورد استفاده قرار گرفته(Williamson & 
Hussay, 1996; Harman, 2000; Sharon et al., 2001; 

Harman et al., 2004).هاي متعددي درجهت  تلاش
 براي Trichodermaهاي مختلف قارچ استفاده از گونه

   گياهي انجام شده استنماتدهاي انگلکنترل 
(Elad et al., 1983; Kubicek & Harman, 1998; 

Sharon et al., 2001).  
  مطالعه ارتباط متقابل بين ميسيليوم قارچ

T. harzianum و ميسيليوم چندين قارچ به ويژه قارچ هاي 
مويد توان بالاي پارازيتيسم قارچ  عامل بيماريزا ي گياهي،

 ,Williamson & Hussay,1996; Harman)تريکودرما است
2000; Chet & Hennis, 2003; Harman et al., 2004) 

  هاي مختلفي براي کنترل بيولوژيک قارچ مکانيسم
T. harzianum عليه بيمارگرها پيشنهاد شده است از 

  مقاومت بيوز، مايکوپارازيتيسم و القاء جمله فعاليت آنتي
  باشدکه مورد اخير داراي اهميت زيادي مي

(Kubicek & Harman, 1998; Sharon et al., 2001; 
Chet & Shiresh, 2003; Harman et al., 2004).  

 T. harzianum T-12در خاک هاي تلقيح شده با قارچ 

در نماتد مولد ) egg mass(ميزان توده تخم   T. koningiiو
 کاهش يافته است M. arenariaگره ريشه گونه 

(Windham et al.,1989).  

  (T-203) فرنگي که با جدايهگياهان گوجه
T. harzianumهاي آلوده به   تيمار شده بودند در خاک

  رشدشان افزايش يافته و.Meloidogyne sppنماتد 
) گياه بدون قارچ(هاي ريشه در مقايسه با شاهد  گال

  همچنين اين جدايه قادر است در  .يابندکاهش مي
  پارازيت نمايدها را تخم توده تخم نفوذ کرده و

(Sharon et al., 2001) . هاي فيلتره شده از  متابوليتاثر
لارو   بر کاهش تفريخ تخم و راT. viride هاي قارچکشت

  گياهي اثبات کردندسن دوم نماتدهاي پارازيت 

(Khan & Saxena, 1997).  

نماتد سيست  و  T. harzianum  ارتباط مستقيم بين
در  Globodera rostochiensisزميني  طلايي سيب

  به اثبات Siffullah & Thomas (1996)آزمايشگاه توسط 
  رسيد و آنها نشان دادند که اين قارچ قادر به نفوذ به داخل 

  .باشدها و لاروها ميسيست و پارازيته نمودن تخم

 T. harzianumکيتيناز توسط قارچ م اندوفعاليت آنزي
) ترانس ژنيک ( در گياهان تراريختM. hapla بر نماتد

ها وکتين توتون اثر کنترل کنندگي بالايي روي تفريخ تخم
سبب از بين رفتن  موجود در پوسته تخم داشته است و

  .(Brants et al., 2000)توده تخم در نماتد مي شود 
 ;POX (EC; 1.11.1.7 donorآنزيم پراکسيداز

hydroxyl oxidureductase)  در بسياري از گياهان بررسي
 ,.Zacheo et al., 1993; Mohammadi et al) استشده

2002; Silva et al., 2004).  

 است اين آنزيم داراي خاصيت کاتاليزکنندگي شديدي
 & Mader)ها دخالت دارد فرايند اکسيداسيون فنل و

Fusel, 1982; Peng & Kuc, 1992; Zacheo et al., 
1993; Mohammadi et al., 2002) ها بيوسنتز پراکسيداز
از جمله گوجه فرنگي، ، باعث مقاومت به بيماري در گياهان

شود  غيره مي  و(Mohammadi et al., 2002)تون، برنج تو 
 ;Peng & Kuc 1992) شامل فرايند ليگنيني شدنکه

Zacheo et al., 1993; Zacheo et al., 1995;  
Mohammadi et al., 2002)محافظت سلول ميزبان در   و

ترکيبات فنلي  تجمع ليگنين و .شوندميمقابل بيماري 
ارتباط مستقيم با مقاومت به بيماري در اثر متقابل 

 Mohammadi et al., 2002; Silva) بيمارگردارند ‐ ميزبان

et al., 2004).  
  بررسي کنترل بيولوژيک نماتد مولد گره ريشه در

 M. javanicaتوسط قارچ  T. virideکه ه شدنشان داد 
ا به ميزان قابل توجهي بر فعاليت نماتد قارچ تريکودرم

   ١٠٧ باشد و در غلظت موثرمولد گره ريشه موثر مي
  يابدليتر قارچ ميزان بيماري کاهش مياسپور در ميلي

Sahebani et al. (2006) . فعاليت آنزيم پراکسيداز ارتباط
زيادي با پراکسيدازهاي آنيوني دارند که در ديواره سلولي 

ها  باشند که در فرايند ليگنيني شدن سلولگياه موجود مي
 همچنين .(Zacheo et al., 1993)نقش مهمي دارند 

Zacheo et al. (1995)ارتباط مستقيمي  گزارش کردند که 
  بين افزايش ميزان آنزيم پراکسيداز و مقاومت به نماتد

M. incognitaو    در ارقام مختلف گوجه فرنگي وجود دارد
 درجه ٣٠ با درجه حرارت بالاتر از در تيمارهاي مختلف

هفت روز . گرددگراد موجب کاهش فعاليت آنزيم مي سانتي
هاي خيار در سيستم کشت زني ريشهپس از مايه

 ١٠٥  با غلظت  اسپورT. harzianumهيدروپونيک با قارچ 
هاي دفاعي گياه از جمله افزايش ليتر قارچ،  پاسخ در ميلي

هاي اندام کيتيناز در ريشه و فعاليت آنزيم پراکسيداز و
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  .(Yedidia et al., 1999)هوايي ظاهر مي شود 
ي مختلف جدايه ها غلظت اثر ‐ ١هدف از اين  بررسي 

 در کنترل و کاهش آلودگي نماتد T. harzianum Biقارچ 
  . در گلخانه استM. javanicaمولد گره ريشه 

 القاء ي تغييرات کمي فعاليت آنزيم پراکسيدازگير اندازه‐ ٢
شده توسط قارچ در رقم نيمه مقاوم گوجه فرنگي کينگ 

زني با اينوکلوم موثر قارچ و نماتد در آزمايشگاه استون مايه
  .نيز مورد ارزيابي قرار گرفت

  
  هامواد و روش

   M. javanicaتهيه مايه تلقيح نماتد 

 از بخش نماتد شناسي موسسه M. javanica نماتد
 به صورت خالص شده تهيه  کشورياهپزشکيگتحقيقات 

هاي گوجه فرنگي  ابتدا تکثير نماتد روي گياهچه. شد
  ارلي اوربانا رقمهاي حساس به نماتد همانند

(Early urbana)ها به مدتاين گياهچه.  صورت گرفت 
پس    روزدر شرايط مساعد گلخانه نگهداري شدند،٤٥‐ ٦٠

ها از تشکيل گال وتوده تخم روي ريشه و انتقال مجدد آن
روي گياهان جديد چندين دوره متوالي تکثير روي گوجه 

براي انجام . فرنگي، جمعيت کافي نماتد به دست آمد
اي نياز به لارو سن دوم فعال بود و آزمايشات گلخانه

  Hussay & Barkerاستخراج تخم و لارو به روش 

    .  انجام شد(1973)
   Trichoderma harzianumتهيه مايه تلقيح قارچ 

 از کلکسيون بخش Bi T. harzianum دايه قارچج
گياهپزشکي دانشگاه  بوعلي سينا همدان تهيه گرديد و 
پس از خالص سازي به روش تک اسپور نمودن بر روي 

پس از تهيه سوسپانسيون .  تکثير شدPDAمحيط کشت 
با استفاده از لام گلبول شمار  اسپور در آب مقطر،

از اسپور قارچ در ي مورد نيها غلظت) هموسيتومتر(
  . آب تهيه شد ليتر ميلي

  ي مختلف قارچها غلظتآزمايش مقايسه تاثير 
T. harzianumبر آلودگي نماتد مولد گره ريشه  

M. javanica هر تيمار اي به ازاء تمامي آزمايشات گلخانه 
، ١٠٧ ،١٠٦ ،١٠٥ ،١٠٤ ،١٠٣مختلف قارچ  يها غلظت(

 پنج تکرار انجام شد  تصادفي بادر قالب طرح کاملاً) ١٠٨
زني آب مقطر استريل مايه شاهد گياهاني بودند با نماتد و

  .شدند

رقم نيمه ( ابتدا بذور گوجه فرنگي رقم  کينگ استون 
حاوي (درصد  ١٠با استفاده از وايتکس ) مقاوم به نماتد

ضد ) کلريت سديم به مدت يک دقيقه پنج درصد هيپو
آب مقطر استريل عفوني سطحي شد و پس از شستشو با 

حاوي هوموس، خاک (درداخل گلدان با خاک الک شده 
 و پاستوريزه شده در دماي ١:١:٢مزرعه، ماسه، به نسبت 

در )  دقيقه در اتوکلاو٣٠ درجه سانتيگراد  به مدت ٨٥
. ظروف يکبار مصرف با حجم يک کيلوگرم کشت گرديدند

ت از ها در مرحله چهار برگي با دقدر اين آزمايش گياهچه
ريشه آنها پس از چندين بار شستشو داده   خارج وها گلدان

، ١٠٧ ،١٠٦ ،١٠٥ ،١٠٤ ،١٠٣ي ها غلظتها با شد و ريشه
ور   اسپور قارچ تريکودرما در ميلي ليتر به روش غوطه١٠٨

 به مدت پنج دقيقه،  (Root- dip)ها در اسپور کردن ريشه
در سپس . زني شدبه عنوان تيمارهاي آزمايش مايه

نشاء ) ظروف يکبار مصرف يک کيلويي(ي ها گلدان
لارو سن دوم نماتد به  ٢٠٠٠گرديدند و سپس جمعيت 

ان زمي  بدون زهکش وها گلداني شد زن مايهازاء هر گياه 
 ها گلدانب وارد اي بود که آ آب موجود درتشت به اندازه

نشود حرارت مورد نياز به وسيله قرار دادن هيتر اکواريومي 
حداقل دما در گلخانه  حداکثر و( يم حرارت مطلوبتنظ و

بدهي آميزان  .تامين گرديد) درجه سانتي گراد ٢٨ و ٢٠
به اندازه مصرف  به ازاي هر گياه به صورت کاملا مساوي و

 زني نماتد و قارچ، روز پس از مايه٤٥. روزانه بوده است
 بيماري بر اساس معيارهاي زير صورت گرفتارزيابي 

(Sahebani et al., 2006).  
  براي اين منظور تعداد :ها متوسط قطر بزرگترين گال

 گال بزرگ از هر گياه به طور تصادفي انتخاب شد و ٢٠
  .ي شدگير اندازهقطر آنها به وسيله کوليس 

 براي اين :هاي هوايي متوسط وزن تر ريشه و اندام
منظور ريشه و اندامهاي هوايي گياه پس از شستشو و 

  . ي شدگير اندازهه وسيله ترازوي ديجيتال خشک شدن ب
 براي اين :متوسط تعداد توده تخم به ازاء هر گياه

منظور  ريشه هر گياه آلوده به سه قسمت تقسيم گرديد و 
 هر گياه تعيين شد و ميانگين آنها يتعداد توده تخم به ازا

  .به دست آمد
 براي اين :متوسط تعداد تخم داخل هر توده تخم

مجزا از توده تخم هاي   توده تخم منفرد و١٠داد تع منظور
  ديگر به ازاء هر گياه به طور تصادفي انتخاب و 

 درصد ضد عفوني ١٠هر کدام جداگانه در وايتکس 



 ۱۳۸۸، ۱ شماره، ۴۰ وره ايران، دپزشكي دانش گياهمجله   ۲۸

 

  ها در زير بينو کولر شمارش گرديدندتخمسطحي شد و 
(Sahebani et al., 2006).  

تغييرات فعاليت آنزيم  بررسي ميزان آزمايش
  : در دو تيمار انجام شدپراکسيداز 

  ي شده به وسيله قارچزن مايههاي   گياهچهالف ـ
قارچ  ي شده به وسيله نماتد وزن مايههاي   گياهچه ـب

  )همزمان(
گيري فعاليت آنزيم پراکسيداز با آزمايش اندازه

 سطح و عامل ١٠فاکتوريل با عامل زمان نمونه برداري در 
قالب طرح کاملا  قارچ و شاهد در سه سطح در ‐ نماتد 

ها با ناليز ميانگين دادهآتصادفي با سه تکرار انجام شد و 
 صورت SAS افزارآزمون دانکن در سطح پنج درصد در نرم

هايي زني با قارچ گياهچهگرفت شاهد در آزمايش مايه
در  زني شده بودند وهستند که با آب مقطر استريل مايه

 قارچ و نماتد شاهد ها بازني همزمان گياهچهآزمايش مايه
  . ي شده بودندزن مايههايي هستند که تنها با قارچ گياهچه

رقم نيمه (ابتدا بذور گوجه فرنگي رقم  کينگ استون 
حاوي (درصد  ١٠با استفاده از وايتکس ) مقاوم به نماتد

ضد ) پنج درصد هيپو کلريت سديم به مدت يک دقيقه
 استريل عفوني سطحي شد و پس از شستشو با آب مقطر

حاوي هوموس، خاک (درداخل گلدان با خاک الک شده 
 و پاستوريزه شده در دماي ١:١:٢مزرعه ، ماسه، به نسبت 

در )  دقيقه در اتوکلاو٣٠ درجه سانتيگراد  به مدت ٨٥
. ظروف يکبار مصرف با حجم يک کيلوگرم کشت گرديدند

ها در مرحله چهار برگي با دقت از در اين آزمايش گياهچه
 خارج وريشه آنها پس از چندين بار شستشو داده ها لدانگ

، ١٠٧ ،١٠٦ ،١٠٥ ،١٠٤ ،١٠٣ي ها غلظتها با شد و ريشه
 اسپور قارچ تريکودرما در ميلي ليتر به روش غوطه ور ١٠٨

 به مدت پنج دقيقه،  (Root- dip)ها در اسپور کردن ريشه
سپس در . زني شدبه عنوان تيمارهاي آزمايش مايه

نشاء گرديدند ) ظروف يکبار مصرف يک کيلويي (ها نگلدا
لارو سن دوم نماتد به ازاي هر  ٢٠٠٠ و سپس جمعيت

ان آب زمي  بدون زهکش وها گلدانزني شد گياه مايه
 ها گلدانب وارد آاي بود که هموجود درتشت به اندازه

نشود حرارت مورد نياز به وسيله قرار دادن هيتر اکواريومي 
 حداقل دما در گلخانه حداکثر و( ت مطلوبتنظيم حرار و

بدهي به آميزان  .مين گرديدأت) گراد درجه سانتي ٢٨ و ٢٠
به اندازه مصرف   مساوي وازاي هر گياه به صورت کاملاً

 روز متوالي به فاصله ١٠سپس به مدت  روزانه بوده است

فرنگي از سه تکرار گلدان حاوي گياهچه گوجه يک روز
 هر يک دو نمونه جهت ارزيابي فعاليت از زني شده،مايه

زني همزمان در تيمار مايه .آنزيم پراکسيداز انجام گرديد
زني قارچ به ريشه گياهچه  نماتد نيز پس از مايه‐ قارچ

زني   لارو سن دوم نماتد مايه٢٠٠٠بلافاصله با جمعيت  
) حجم /وزن (١:١گيري  از هر گياه به نسبت عصاره. شد

ها تا  و عصاره. م بافر نمونه انجام گرفتوزن ريشه در حج
 درجه سانتيگراد، نگهداري ‐ ٢٠فريزر موقع مصرف در 

  .(Mohammadi et al., 2002; Sahebani et al., 2006)شد
   (Total protein)تعيين پروتئين کل 

ي فعاليت آنزيم پراکسيداز، ميزان کل گير اندازهبراي 
 Bradford (1976)پروتئين موجود در عصاره گياه با روش 

گرم پودر كوماسي بريليانت بلو ميلي ١٠٠. انجام گرفت
(G250) شده و درصد حل٩٥ليتر اتانول   ميلي٥٠ در  

ليتر محلول اسيدفسفريك ميلي ١٠٠ ،سپس در روي شيكر
.  قطره قطره به محلول فوق اضافه شد(W/V) درصد ٨٥

با .  تغيير پيدا کرداي روشنقهوهبه  رنگ محلول نهايتاً
. حجم نهايي به يك ليتر رسانده شد استفاده از آب مقطر،

 درجه چهارتوان دور از نور و در دماي اين معرف را مي
 درون ظروف تيره رنگ تا يك ماه نگهداري ،گرادسانتي

براي تعيين ميزان پروتئين کل عصاره مورد آزمايش،  .کرد
ليتر   ميکروليتر از عصاره هر نمونه با سه ميلي٥مقدار 

 مخلوط گرديد و تغييرات جذب نور محلول براد فورد کاملاً
با دستگاه اسپکتروفتومتر  nm٥٩٥  در طول موج

  .ي شدگير اندازه
شرکت (  فراکسيون پنج(BSA) سرم آلبومين گاوي

Merck (به صورت آماده تهيه گرديد.  
  رز استخراج پروتئين از بافت گياهط

هاون چيني در  ابتدايک گرم  بافت ريشه گياه در 
ليتر محلول بافر  ظرف يخ قرار داده شد و سپس يک ميلي

 به آن اضافه و کاملاً ٦ pHنمونه از مول فسفات سديم با 
 با عصاره ريشه مخلوط شد و پس از يکنواخت شدن،

هاي اپندرف منتقل شده و توسط مخلوط حاصل به لوله
 ٢٠دور در دقيقه به مدت  ١٣٠٠٠ميکروسانتريفوژ در 

 درجه سانتيگراد سانتريفوژ شد و محلول ٤يقه در دماي دق
 درجه ‐ ٢٠رو نشست  حاصل براي انجام آزمايش در فريزر 

 ;Mohammadi et al., 2002)سانتيگراد نگهداري شد

Sahebani et al., 2006).  
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  POXارزيابي فعاليت آنزيم پراکسيداز 

 ميکروگرم پروتئين ٤٠مقداري از عصاره که حاوي 
ميکروليتر گوئيکول و مقدار کافي بافر  ٢٠با است،

طوري که  ٤/٥ pHمول با    ميلي٢٥ فسفات  ‐ سيترات
ليتر است، را در يک لوله  حجم نهايي مخلوط دو ميلي

 مخلوط کرده و دستگاه اسپکتروفتومتر با آن آزمايش کاملاً
 پراکسيد H2O2ميکروليتر  ١٠سپس به مقدار . صفر گرديد
جذب نور توسط . خلوط اضافه شد درصد به م٣٠هيدروژن 

 در طول ٥٠١ دستگاه اسپکتروفتومتر مدل اسپکترونيک
پس از انجام واکنش براي .  قرائت شدnm٤٧٥موج 
ي فعاليت آنزيم به مدت يک دقيقه و با فواصل گير اندازه

 ثانيه از ماده بازدارنده فعاليت به نام سيانيد ١٠زماني هر 
 ومول استفاده شد با غلظت هفت ميکر(KCN)پتاسيم 

(Mohammadi et al., 2002; Sahebani et al., 2006).  

 الکتروفورز ژل پلي اکريل آميد به روش لاملي 
(Lammeli, 1970)در اين تحقيق از روش .  انجام شد

براي تفکيک  Native electrophoresis)(الکترو فورز بومي 
هاي پراکسيداز استفاده شد که در آن ماده آيزوآنزيم

کننده  داراي ژل متراکم دينيچر کننده آنزيم وجود ندارد و
 درصد است، استفاده گرديد ١٢جدا کننده  شش  درصد و

(Mohammadi et al., 2002).  
 ٢٠گرم تريس بيس را در٥٢/١ :بافر ژل متراکم کننده

مول  ٥/٠ تريس بيس ليتر آب مقطر حل نموده وميلي
 روي pH ريک غليظاستفاده از اسيد کلريد با و بدست آمد

 ٢٥ حجم نهايي با آب مقطر به  تنظيم گرديد و٨/٦
 بافر .(Mohammadi et al., 2002) ليتر رسانده شد ميلي

ليتر آب ميلي ٢٠گرم تريس بيس را در٥/٤ :کنندهژل جدا
مول بدست آمد ٥/١ محلول تريس بيس مقطر حل نموده و

نظيم  ت٨/٨ روي pHو با استفاده از اسيد کلريدريک غليظ 
ليتر رسانيده ميلي ٢٥ حجم نهايي با آب مقطر به و گرديد

  .شد
 ميلي ليتر بافر ژل ٦/٠بافر نمونه نيز از مخلوط 

ميلي ليتر آب  ٤/٣ ليتر گليسرول،  ميلي٥/٠ کننده،متراکم
پنج درصد بدست  گرم برم فنل بلو  ميلي٢٠ الي١٠مقطر،  

  .(Zacheo et al., 1995; Mohammadi et al., 2002)آمد 
هاي اتصال  به منبع تغذيه  سيم:ظاهر شدن باندها

تانک بالا به قطب منفي وتانک پايين به قطب  نصب شد و
  ولت ٧٥کننده ولتاژ در مرحله متراکم. مثبت وصل گرديد

 و ٢٨ابتدا  آمپر(ولت  ١٠٠در مرحله ژل جداکننده  و
باندها زماني ظاهر شدند که  .در تظر گرفته شد) ٢٢سپس 

رنگ آبي برم فنل بلو موجود در نمونه به حدود يک 
  .متري انتهاي ژل رسيدسانتي

هاي پراکسيداز ابتدا باندهاي آميزي آيزوآنزيمبراي رنگ
اي خارج و با آب مقطر هاي شيشهظاهر شده از بين صفحه

   سپس در بافر .چندين بار شستشو داده شد
 محتوي ٤/٥ pH  ميلي مول با٢٥  فسفات ـ سيترات

 دقيقه ٣٠گوئيکول با غلظت نهايي پنج ميلي مول به مدت 
سپس مقداري پراکسيد . با دستگاه  شيکرتکان داده شد

پس از چند ثانيه  هيدروژن يک درصد به آن اضافه شد و
هاي دهنده آيزوآنزيمکه نشان ايباندهاي قرمز قهوه

 ;Zacheo et al., 1995)پراکسيداز بودند، ظاهر شد

Mohammadi et al., 2002).  

  
    و بحث نتايج

ي مختلف قارچ ها غلظتبررسي آزمايش مقايسه تاثير 
T. harzianum بر ميزان بيماري نماتد M. javanica اعم ،

از متوسط قطر گال، متوسط وزن تر ريشه،  متوسط تعداد 
توده تخم و متوسط تعداد تخم داخل هر توده تخم نشان 

 اسپور در ميلي ليتر قارچ از نظر کاهش ١٠٦ که غلظت داد
تعداد گال و قطر گالها، کاهش وزن تر ريشه، کاهش ميزان 

 ،١٠٣ي ها غلظتبيماري نماتد و توده تخم در مقايسه با 
دار داشته اما نسبت به  و شاهد اختلاف معني١٠٥، ١٠٤

  ).١جدول(دار نداشت  تفاوت معني١٠٨ و ١٠٧ي ها غلظت
  ي مختلف قارچها غلظتمقايسه تاثير  بررسي

T. harzianumهاي هوايي نشان داد که  بر وزن تر اندام
 يها غلظتاسپور در ميلي ليتر قارچ نسبت به  ١٠٦غلظت 

دار  و شاهد اختلاف معني١٠٨ ،١٠٧، ١٠٥، ١٠٤ ،١٠٣
  ). ١جدول (داشت 

  POXبررسي فعاليت آنزيم پراکسيداز 
  ارچ زني گياه به وسيله قمايه

دار فعاليت آنزيم از روز اول با شاهد اختلاف معني
زني داشت و حداکثر ميزان آن در روز هفتم بعد از مايه

در گياهان . مشاهده شد و سپس به تدريج کاهش يافت
در طي روزهاي ) زني شده با آب مقطر استريلمايه(شاهد 

 دار وجود داشتمتوالي اختلاف اندک و غيرمعني
  ).۲جدول(



 ۱۳۸۸، ۱ شماره، ۴۰ وره ايران، دپزشكي دانش گياهمجله   ۳۰

 

  ي همزمان گياه با نماتد و قارچزن هماي
دار دوم با شاهد اختلاف معني  فعاليت آنزيم از روز

زني داشت و حداکثر ميزان آن در روز پنحم بعد از مايه
در گياهان . گيري شد و سپس به سرعت کاهش يافتاندازه

حداکثر فعاليت در روز هفتم بود ) زني با قارچمايه(شاهد 
  ).۳جدول(

هاي پراکسيداز مربوط به تروفورز آيزوآنزيمنتايج الک
 دهنده نشان(A)زني شده با قارچ تيمار گوجه فرنگي مايه

  ،۳۵   هايRf   با  ترتيب آن است که هر پنج آيزوآنزيم به

 (C1)اند و در گياهان شاهد  بيان شده۵۲ ،۴۸ ،۴۳ ،۴۱
. باندها مشاهده نشد) زني شده با آب مقطر استريلمايه(

هاي پراکسيداز مربوط به  الکتروفورز آيزوآنزيمهمچنين
 نيز (B)قارچ + زني شده با نماتدتيمار گوجه فرنگي مايه

دهنده آن است که هر پنج آيزوآنزيم به ترتيب با  نشان
Rf اند و در  بيان شده۵۲ ،۴۸ ،۴۳ ،۴۱ ،۳۵هاي  

تري ظاهر ساختند  باندهاي قوي (C2) مقايسه با شاهد خود
  ).۱شکل(

  
  

   M. javanicaدر کاهش آلودگي نماتد T. harzianum  ف قارچ لي مختها غلظت مقايسه تاثير ‐١جدول
  در گوجه فرنگي رقم کينگ استون

  غلظت
  معيارارزيابي

  *شاهد  ۱۰۳  ۱۰۴  ۱۰۵  ۱۰۶  ۱۰۷  ۱۰۸

 ۲۷۶c ۲۷۷c ۲۸۰c b۳۴۵ ۳۴۸b ۳۸۱a ۳۸۳a  تعداد تخم داخل هر توده تخم
  c۱۲۵  c۱۳۹  c۱۴۰  ۱۷۹b ۱۹۰b ۲۰۹a a۲۱۷  ياهتعداد توده تخم به ازائ هر گ

c۵۴/۱  ۹۲/۱  )ميلي متر(قطر بزرگترين گالها c c۹۳/۱ ۴۸/۲ b ab۶۶/۲ a۷۵/۲  ََa۸/۲ 
۱/۲۰  )گرم(وزن تر اندامهاي هوايي ab ۱۵/۲۰ ab ۱۲/۲۳ b ۹۵/۱۹ ab ۳۱/۱۹ ab ۰۷/۱۷ a ۰۲/۱۶ a 

۳/۱۱  )گرم(وزن تر ريشه  c ۳۸/۱۱ c ۰۲/۱۲ c ۴۱/۱۳ b ۰۱/۱۴ b ۶۲/۱۵ a ۱۴/۱۶ a 
  . اعداد متن جدول ميانگين پنج  تکرار هستند‐      .ي شدندزن مايه شاهد گياهاني هستند که با نماتد و آب مقطر استريل *
   ندارنددار معني اعدادي که با حروف يکسان در رديف ها نشان داده شده اند براساس آزمون دانکن در سطح پنج درصد اختلاف ‐

  
  

  T. harzianumي شده با قارچ زن مايهيم پراکسيداز در گوجه فرنگي رقم کينگ استون  متوسط فعاليت آنز‐٢جدول

 (λ max/min/mg protein )متوسط فعاليت آنزيم پراکسيداز
  يزن مايهروز 

١ ۲  ١٠ ٩ ٨ ٧  ٦ ٥ ٤ ٣ 
 

۲/۲۸ a ٧/٢٨ a ٣١a ٧/٥١ c ٢/٥٥ c ٢/٦٦ d ٥/٧٤ d ٧/٦٧ d ٥/٤٧ bc ٦/٣٨ ab ي با قارچزن مايه  
١٣a ١/١٥ a ٤/١٩ a ٩/٢٠ a ٥/٢١ a ٥/٢٤ a ٦/٢٦ a ٢٥a ٢٢a ٨/١٩ a شاهد*   

  .ي شدندزن مايهشاهد گياهاني هستند که با آب مقطر استريل  *
  . ندارنددار معنياعدادي که با حروف يکسان در رديف ها نشان داده شده اند براساس آزمون دانکن در سطح  پنج درصد اختلاف . اعداد جدول ميانگين سه تکرار هستند‐

  
  

   T. harzianumي شده با قارچ زن مايه متوسط فعاليت آنزيم پراکسيداز در گوجه فرنگي رقم کينگ استون ‐٣جدول

  (λ max/min/mg protein )متوسط فعاليت آنزيم پراکسيدازM. javanica و نماتد
   يزن مايهروز 

۱  ١٠ ٩ ٨ ٧  ٦ ٥ ٤ ٣ ٢  
۸/۱۲ a ٦/٢٥ b ٤/٤٥ d ٦٩e ٥/٧٦ f ٣/٤٨ d ٧/٣٥ c ٦/٣٢ c ٥/٢٤ b ٨/٢٢ b قارچ+ي با نماتد زن مايه 
٦/١٦ a ٩/٢٢ a ٣/٢٦ b ۲/۳۵ c ٥/٤٧ d ٥٨de ٤/٧٠ f ٨/٦٦ ef ٠٢/٤٤ d ٧/٣٧ ab شاهد* 

  .ي شدندزن مايه شاهد گياهاني هستند که با قارچ *
  . ندارنددار معنيدانکن در سطح پنج درصد اختلاف اعدادي که با حروف يکسان در رديف ها نشان داده شده اند براساس آزمون . اعداد جدول ميانگين سه تکرار هستند‐
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در ريشه  هاي پراکسيداز باندهاي الکتروفورزي آيزوزيم‐۱شکل

  نماتد زني شده با قارچ وفرنگي رقم کينگ استون مايهگوجه
:C1ي شدندزن مايهشاهد هستندکه با آب مقطر استريل   گياهان.  
:C2 زني شدندماتد و آب مقطر استريل مايهشاهد هستندکه با ن گياهان  

 :B  قارچ+ ي شده با نماتدزن مايهتيمار گوجه فرنگي  
 :A   ي شده با قارچزن مايهتيمار گوجه فرنگي  

  
ي مختلف قارچ ها غلظتنتايج مقايسه ميزان تاثير  از

T. harzianum بر متوسط قطر گال تشکيل شده توسط 
 قادر است به T. harzianum  دهد که قارچنماتد نشان مي

  ميزان قابل توجهي بر فعاليت نماتد مولد گره ريشه
M. javanicaايجاد گال روي   شامل ايجاد بيماري و  

تعداد تخم در هر توده تخم  تعداد توده تخم و ها،ريشه
هاي دفاعي  قارچ با تحريک مکانيسم و احتمالاً،موثر باشد

 با نتايج مانع نفوذ نماتد به داخل ريشه شده است که
Windham et al. (1989)  ،Sharon et al. (2001) و 

Sahebani et al. (2006) مشابهت دارد.  
همچنين اين محققين  نشان دادند که گياهان گوجه 

هاي  در خاک  T. harzianumفرنگي تيمار شده با جدايه 
 رشدشان  M. javanicaآلوده به نماتد مولد گره ريشه 

هاي ريشه در مقايسه با شاهد کاهش افزايش يافته و گال
 Sharon et al. (2001) .(Sharon et al., 2001)يابند مي

مراحل رشد  P2,WT,T-203طي آزمايشاتي که باسه جدايه 
 روز ٢٨ انجام شد مشخص نمودند که M. javanicaنماتد 

زني قارچ جمعيت نماتد به طور چشمگيري پس از مايه
  ن اثر مستقيم جدايهآنها همچني. کاهش يافته است

T. harzianum T-203  را بر لاروهاي سن دوم نماتد مولد
  .گره ريشه نشان دادند

  ي مختلف قارچها غلظتاز مقايسه تاثير ميزان 

T. harzianumهاي هوايي چنين  بر وزن تر ريشه و اندام
که وزن قسمت هاي مختلف ) ١جدول( گيري شدنتيجه

ره ريشه است و با تشکيل گياه تحت تاثير نماتد مولد گ
 وزن ريشه افزايش يافته و به نوبه خود پس از گال طبيعتاً

بنابراين تاثير  يابد ومدتي وزن اندام هوايي نيزکاهش مي
ها مثبت ارزيابي غلظت موثر قارچ تريکودرما در آزمايش

  با توجه به چگونگي فعاليت.(Sharon et al., 2001)شد 
رسد به نظر مي تقابل آنها با گياه،ارتباط م قارچ و نماتد و

 به نحوي فعاليت نماتد را در T. harzianumکه قارچ 
به طوري که نه تنها  داخل گياه دچار محدوديت نمايد،

يابد بلکه تعداد ميزان ظهور گال روي ريشه کاهش مي
  تعداد تخم داخل هر توده تخم نيز کاهش  .توده تخم

  مال وجود دارد که قارچبه عبارتي ديگراين احت .يابدمي
T. harzianum  سيستم دفاعي گياه را به نحوي بر عليه

 Sahebani et al. (2006)نماتد تحريک نمايدکه با نتايج 
  .   مشابهت دارد

از بررسي مقايسه فعاليت آنزيم پراکسيداز در 
زني شده با قارچ مشخص شد که فعاليت فرنگي مايه گوجه

زني به حداکثر ميزان عد از مايهآنزيم مزبور در روز هفتم ب
 رسيد و سپس فعاليت آن dکلاس آماري  و  درصد٥/٧٤

کاهش يافت و نشان داد که در هفته اول ورود نماتد به 
آنزيم  سيستم دفاعي تحريک شده و داخل بافت گياه،

پراکسيداز به خوبي نقش خود را در کاهش ميزان نفوذ 
در  .کندال ميباطبع کاهش ميزان بيماري اعم نماتد و

حداکثر فعاليت در روز (زني نماتد به همراه قارچ تيمار مايه
 f)کلاس آماري   و٥/٧٦ميزان آن  زني وپنجم بعد از مايه

رسد که با نفوذ نماتد در داخل بافت گياه در به نظر مي
شود و روزهاي اول افزايش فعاليت پراکسيداز مشاهده مي

هاي پنجم و ششم و با پس از شروع تغذيه نماتد در روز
در بافت  آسا سنتز آنزيم پراکسيداز هاي غول تشکيل سلول

تواند اثر ترشحات توليد شده يابد و علت آن ميکاهش مي
از غدد مري نماتد بر مسير بيوشيميايي سنتز آنزيم 
پراکسيداز باشد که در ارتباط با پديده بيماريزايي در گياه 

 قارچ عمل  طبيعتاً.(Williamson & Hussay, 1996)است 
 محرک القاء سنتز احتمالاً خود را به خوبي انجام داده و

  .آنزيم مي باشد
 هاي پراکسيداز در تيماراز الکتروفورز آيزوآنزيم

توان چنين استنباط زني شده با قارچ مي ايهمفرنگي  گوجه
ها با تحريک سيستم دفاعي گياه با کرد که اين آيزوآنزيم

A B C2 C1 Rf 
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۴۸/۰  
۵۲/۰ 



 ۱۳۸۸، ۱ شماره، ۴۰ وره ايران، دپزشكي دانش گياهمجله   ۳۲

 

همچنين در مورد . شوندبيوکنترل القاء ميقارچ  نماتد و
رسد که قارچ چنين به نظر مي+ ي با نماتد زن مايهتيمار 

به نحو موثري محرک القاء سنتز آنزيم  قارچ تريکودرما
پراکسيداز بوده و در کنترل نماتد مولد گره ريشه دخالت 

  و = Rf 41 و Rf=35 هاي باايزوآنزيم دارد و تراکم باند

52 Rf=هاي  صورت مشخص بيان شده و در مکانيسم به
  .دارندنماتد نقش  دفاعي گياه گوجه فرنگي عليه

Yedidia et al. (1999) دفاعي گياه خيار واکنش در 
 .نتايج مشابهي دست يافتند بهT. harzianum  بوسيله قارچ

که در نتيجه جستجوي تاثير  هايياين نتايج با آزمايش
ه مقاومت سيستميک در گياه رايزوباکترها در بروز پديد

هاي نيز مشاهده شد که آنزيم گوجه فرنگي بررسي گرديد،
  اي در بروز اين پديده دارندمختلف فعاليت گسترده

(Silva et al., 2004) .  

ها مشخص شد در بيشتر نظر به نتايج آزمايش
اي قارچ تاثير زيادي بر کاهش بيماري آزمايشات گلخانه

 و معيارهاي ارزيابي بيماري در نماتد مولد گره ريشه
القاء مقاومت با .  ليتر دارد   اسپور در ميلي١٠٦ غلظت موثر

افزايش يک سري مواد بيوشيميايي با ماهيت پروتئيني و با 
چه بسا . گيرداي در ميزبان صورت ميهاي پيچيدهواکنش

مواد ديگرپروتئيني از سوي اين قارچ مايکوپارازيت در 
  يوشيميايي گياه وارد شده باشند کهداخل اين مواد ب

  .Brants et al از طرفي نتايج تاثير آن ناشناخته است، و
  چهاي ديگري که قارنشان داد آنزيم (2000)

T. harzianumاندوکيتيناز توليد  هاي سلولاز و به نام  
 گياه   غده کند باعث ايجاد مقاومت در برابر نماتد مولدمي

سوسپانسيون  در ريشه بردن فروروش  .اندتوتون نشده
زني بر قدرت فعاليت  عنوان روش مهم مايههب اسپور نيز

از طرفي اثرات غيرمستقيم قارچ . قارچ افزوده است
قارچ  باشد وتريکودرما در کاهش بيماري داراي اهميت مي

محرک مناسبي براي القاء و سنتز آنزيم پراکسيداز در بافت 
) به ويژه آنزيم پراکسيداز( ياهگ و سيستم دفاعي. گياه است

   .(Howell, 2003) کندرا تحريک مي
  يگيري کلنتيجه

ر فعاليت اثبا توجه به گرفته شده از آزمايشات در مورد 
چنين  آنزيم پراکسيداز در کاهش بيماري مولد گره

شود که در تيمارهاي ريشه ميزان فعاليت  استنباط مي
 ريشه گياه افزايش آنزيم همزمان با ورود قارچ به داخل

يافته و القاء مقاومت همزمان با نفوذ و تغذيه نماتد در 
داخل بافت گياه بوده است و قارچ تريکودرما به نحو 

 ورود ت درانعمم(موثري توانسته ميزان بيماريزايي نماتد 
) لارو سن دوم و متوقف شدن سيکل زندگي و تغذيه نماتد

ودگي نماتد مولد را کاهش دهد و در نتيجه سبب کاهش آل
ثير اين أ تچگونگي .گرددفرنگي ميگره در ريشه گوجه

با توليد ترکيبات سمي از ( ها به خصوص پراکسيداز آنزيم
در کنترل نماتد نياز به پاسخ  )غيره تانن و جمله ليگنين،

هاي بيشتري در  لازم است آزمايشو داردسئوالات ديگري 
هاي به عمل  مايش در آز، شودانجامآينده در اين خصوص 

آمده با نماتد مولد غده در گوجه فرنگي اين موضوع را 
احتمال اينکه قارچ . (Zacheo, 1993)اند ثابت کرده

تريکودرما محرک القاء و سنتز آنزيم پراکسيداز باشد قبلا 
  .(Howell, 2003)نيز مورد بررسي قرار گرفته است  
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