
 ، دانشكده كشاورزي)اصفهان(دانشگاه آزاد اسلامي واحد خوراسگان 

   1389ماه  بهمن  27- 28

 ৗو   ই    భشاورزی  ایده    ୓ ی      مਚیھماীش     پ࣊಻ൕहن
  

تغييرفعاليت آنزيم پراكسيداز در ريشه گوجه بر  harzianum BI Trichodermaر سي اثبرر
  M. javanicaفرنگي در تعامل با نماتد مولد گره ريشه

 
  3، حسن رضا اعتباريان 2، نوازاالله صاحباني 1فاطمه ناصري نسب

  پرديس ابوريحان، دانشگاه تهرانگروه حشره شناسي وبيماري شناسي گياهي 
  فاطمه ناصري نسب: نويسنده مسئول *
 ،fnaserinasab63@gmail.com  

  
   چكيده

و توانايي آن در القاء سيستم دفاعي  در گياه گوجه فرنگي رقم ارلي  M. javanica عليه  .BI harzianum Tفعاليت بيوكنترلي جدايه     
 BI برگي توسط سوسپانسيون اسپور  6گي در مرحله ريشه گياهچه هاي گوجه فرن. در آزمايشگاه و گلخانه بررسي شد Yاوربانا 

harzianum .T  ميزان فعاليت لارو فعال سن دو نماتد به ازاء هر گياه مايه زني گرديد  2000اسپور در ميلي ليتر و تعداد  106با غلظت
وه بر كاهش شدت بيماري در گلخانه، اين جدايه علا. آنزيم پراكسيداز در روزهاي اول تا هشتم بعد از مايه زني نماتد اندازه گيري شد

نتايج تغييرات در ميزان فعاليت آنزيم طي . طي روزهاي نمونه برداري شدمقايسه با شاهد در سبب افزايش فعاليت آنزيم پراكسيداز در 
 .Mعليه  T.harzianum BIروزهاي مختلف پس از مايه زني نشان داد كه امكان تحريك مقاومت القايي در گياه گوجه فرنگي توسط 

javanica وجود دارد .  
   .مقاومت القايي، پراكسيداز، T.harzianum BI،  M. javanica: كليديواژگان 

 
   مقدمه

هاي ايران از بهترين آنتاگونيست ها شناخته شده است كه پتانسيل بالايي در كنترل بيماري  در خاك T. harzianum  آنتاگونيست
از مهمترين مكانيسم هاي اين آنتاگونيست در مقابله با نماتد ها مي توان به ايجاد . ت و غيره داردپس از برداش هاي خاكزاد، برگي،

متابوليت هاي ضد نماتدي و كاهش ترشحات ريشه كه سبب بازدارندگي از جذب نماتد مي شود و همچنين اثر مستقيم قارچ روي 
 BIهدف از اين تحقيق، بررسي توانايي قارچ  ).Sikora et al., 1993(تخم و لارو نماتد و القاء مقاومت عليه نماتد اشاره كرد 

harzianum T.   براي كنترل نماتدM. javanica  و بررسي ميزان تغييرات  گلخانه اي در شرايط عامل گره ريشه گوجه فرنگي
مي  .harzianum BI T نماتد و جدايه در اثر مايه زني با  Yفعاليت آنزيم پراكسيداز در ريشه گياه گوجه فرنگي رقم ارلي اوربانا 
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  ها مواد و روش
تكثير نماتد با روش . ورامين جمع آوري شدخيار و گوجه فرنگي منطقه  از گلخانه هاياي آلوده به نماتد ريشه ه: عامل بيماري

Single egg mass انجام و شناسايي گونه نماتد مطابق كليد جپسون صورت گرفت)Jepson, 1987 ( . استخراج تخم ولاروسن
  .انجام شد) Hussay &Barker )1973  دو با استفاده از روش

از آزمايشگاه گروه گياهپزشكي پرديس ابوريحان به صورت خالص تهيه و تكثير  harzianum BI T.جدايه:  آنتاگونيست
  ).Maleki., 2008(ت تهيه شداسپور در ميلي ليتر قارچ جهت استفاده در آزمايشا 106غلظت موثر ). Booth, 1997(شد

ضد عفوني  بذور گوجه فرنگي :بر ميزان بيماري نماتد مولد گره ريشه در شرايط گلخانه  T.harzianum BIآزمايش اثر 
برگي توسط مقدار  6گياهچه هاي گوجه فرنگي در مرحله  . سطحي شد و در گلدان هاي حاوي خاك پاستوريزه شده كشت گرديد

لارو فعال نماتد به ازاء  2000اسپور در ميلي ليتر و تعداد  106با غلظت   T. harzianum BI نسيون اسپور قارچميلي ليتر سوسپا 20
گياه سالم، گياه مايه زني شده با نماتد، گياه مايه زني شده با نماتد و عامل آنتاگونيست به : تيمار ها شامل. هر گياه مايه زني شدند
 Soil drench)(گياه مايه زني شده با نماتد و عامل آنتاگونيست به روش خيساندن خاك  و Root dip)(روش خيساندن ريشه 

ريشه ها براي بررسي بيماري به سپس روز در شرايط گلخانه نگهداري شد و  45گياهچه ها پس از مايه زني به مدت . بودند
در ريشه فعاليت پراكسيداز ارزيابي تغييرات   .انجام شد تكرار 6اين آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي و با . آزمايشگاه منتقل شد

 6در مرحله تهيه، و مانند آزمايش قبل گياهچه هاي گوجه فرنگي :  T. harzianum BIگوجه فرنگي مايه زني شده با نماتد و قارچ 
  106سوسپانسيون اسپور با غلظت ميلي ليتر  20لارو فعال سن دو نماتد و  2000به ازاء هر گياهچه تعداد . برگي مايه زني گرديد

تيمارها شامل گياه سالم مايه زني شده با آب مقطر استريل، گياه مايه زني شده با . اسپور در ميلي ليتر آب مقطر استريل استفاده شد
تكرار در نظر  4مار براي هر تي. عامل آنتاگونيست، گياه مايه زني شده با نماتد و گياه مايه زني شده با نماتد و آنتاگونيست، بودند

، 1زمان نمونه برداري 8شامل  B تيمار ذكر شده و فاكتور  4شامل  Aكه فاكتور  8 ×4آزمايشات به صورت طرح فاكتوريل . گرفته شد
 روز بعد از مايه زني با نماتد بود در قالب طرح كاملاً تصادفي انجام شد و ميزان تغييرات فعاليت آنزيم 8و  7، 6، 5، 4،  3، 2
  .راكسيداز در روزهاي اول تاهشتم مورد ارزيابي قرار گرفتپ

و تهيه وتئين موجود در عصاره به منظور ارزيابي ميزان پر: ارزيابي ميزان كل پروتئين قابل حل در عصاره و سنجش پروتئين استاندارد
  ).Bradford, 1976(ستفاده شد  ااز روش برادفورد  منحني پروتئين استاندارد  جهت تعيين ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز

يك ميلي ليتـر  .  نيم گرم از بافت گياهي ريشه در هاون چيني با استفاده از ازت مايع كوبيده و له شد :استخراج پروتئين از بافت گياه 
هـاي دو ميلـي   مخلوط حاصل بلافاصله به ميكروتيوب . مخلوط شد به آن اضافه و كاملاً   6pHمول با  1/0بافر نمونه فسفات سديم 

مايـه رويـي بـراي    . درجه سانتي گراد سـانتريفوژ شـد   4دقيقه در  20به مدت  rpm 13000ليتري منتقل و توسط ميكروسانتريفوژ در 
  . Reuveni, 1995)(درجه سانتي گراد نگهداري شد -20انجام آزمايش ها جدا و تا قبل از انجام آزمايش در دماي 

 Milton Roy ارزيـابي پركسـيداز بـا اسـتفاده از دسـتگاه اسـپكتروفتومتر      ): POX(پراكسـيداز   اندازه گيري ميزان فعاليت آنـزيم 

Company- Unterfoehring –Germany  به صورت زير انجام شد:  
ميكروليتر گوئيكول و مقدار كافي بافر  20ميكروگرم پروتئين باشد،  40دو ميلي ليتر مخلوط واكنش شامل مقداري از عصاره كه داراي 

ميلي ليتر برسد ، در يك لوله آزمايش ريخته و دستگاه اسپكتروفتومتر با  2تا به حجم نهايي   4/5pHميلي مول  25سيترات فسفات 
درصد به اين مخلوط اضافه  30ميكروليتر پراكسيد هيدروژن  10سپس . نانومتر صفر گرديد 475استفاده از اين مخلوط در طول موج 



 ، دانشكده كشاورزي)اصفهان(دانشگاه آزاد اسلامي واحد خوراسگان 

   1389ماه  بهمن  27- 28

 ৗو   ই    భشاورزی  ایده    ୓ ی      مਚیھماীش     پ࣊಻ൕहن
  

مقدار فعاليت آنزيم بر حسب تغييرات جذب . ثانيه ، به مدت يك دقيقه اندازه گيري شد 10ور به فواصل تغيرات جذب ن شد و سريعاً
تجزيه آماري داده هاي به دست  .ΔOD /Min./mg. protein) ((Reuveni, 1995(گرم پروتئين بيان شد نور بر دقيقه بر ميلي

 . شدمقايسه ) (p<0.05يانگين داده ها با آزمون چند دامنه اي دانكنانجام شد و م SAS 9.0آمده با استفاده از نرم افزار 

 
 نتايج و بحث

در آزمايشات گلخانه اي عامل آنتاگونيست توانست تعداد گال و كيسه هاي تخم ايجاد شده بر روي ريشة گوجه فرنگي را هم به  
كاهش دهد، با وجود معني دار نبودن اختلاف،   (Soil drench)و هم به روش خيساندن خاك ) Root dip( روش خيساندن ريشه 

كمتر بود و نيز وضعيت وزن تر ريشه و اندام هاي هوايي   Soil drenchتعداد گالهاي ايجاد شده در تيمار با آنتاگونيست به روش 
در . ريشه مشاهده شددر اين تيمار داراي وضعيت بهتري بود و اختلاف معني دار بين اين تيمار با كاربرد قارچ به روش خيساندن 

 Khattak et(توانست تعداد گال ها را بر روي ريشه گوجه فرنگي كاهش دهد   T. harzianumاز قارچ Th كارمشابهي جدايه 

al., 2008(.  
  ، وزن تر ريشه و اندام هاي هواييegg massروي بيماري در شرايط گلخانه بر روي تعداد گال، تعداد  T.harzianum BIاثر  - 1جدول 
  )گرم(وزن تر اندام هاي هوايي  )گرم(وزن تر ريشه هر گياهegg massتعداد تعداد گالهاي هر گياه تيمار
* H c0 c0 a2/9 a5/40 

* N a273 a5/156 a6/8 c1/32 

N+*T(Rd)  b46 b5/33 c2/5 cd4/29 

N+*T(Sd) b42 b17/34 

  
b3/7 b6/38  

 .p< ..T :BI T) 05/0(آزمون دانكن (ه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شده اند با هم اختلاف  معني دار دارند تكرار بوده و ميانگين هايي ك 6 هر تيمار داراي

harzianum وN  :M. javanica  ،H :  ،گياه سالمRd: روش خيساندن ريشه وSd :مي باشند روش خيساندن خاك.  
  

پس  تا هشتم تيمار شده با ساليسيليك اسيد از روز اولآلوده به نماتد در گياه فعاليت آنزيم  :بررسي تغييرات فعاليت آنزيم پراكسيداز
از آن رو به به بيشترين ميزان خود رسيد و پس  4از مايه زني تفاوت معني داري را با شاهد نشان داد و روند افزايشي آن در روز 

با  تيمار شده با آنتاگونيست نسبت به شاهد آلوده ةآلود گياه گوجه فرنگيدر تمام روز هاي نمونه برداري  ) .2جدول(كاهش گذاشت
اين آنزيم در اثر تيمار گياه با عوامل آنتاگونيست مانند تريكودرما افزايش پيدا مي  .نشان دادفعاليت آنزيم پراكسيداز را افزايش  نماتد
 .)Depinto & De Gara, 2004( كند
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با نماتد مولد گره در اثر مايه زني  ريشه گياه گوجه فرنگي در (ΔOD 475/min/mg)زان فعاليت آنزيم پراكسيداز مقايسه ميانگين تغييرات مي - 2دول ج

   BI   T. harzianumقارچ آنتاگونيست  ، M. javanica ريشه 

ميانگين هايي كه در هر ستون از نظر آماري با يكديگر اختلاف دارند با حروف مختلف بزرگ و ميانگين هايي كه در رديف با يكديگر . هر عدد ميانگين چهار تكرار است
نماتد   Nو BI  T. harzianumقارچ آنتاگونيست   T.ه اندارائه شد) P≤0.05(تفاوت ها  با آزمون دانكن . اختلاف دارند با حروف مختلف كوچك مشخص شده اند

 .مي باشند) شاهد(گياه سالم  Hو  M. javanicaمولد گره ريشه 

 
 

  گيري كلي نتيجه
اه به وسيلة اين عامل گلخانه وهمين طور القاء مكانيسم هاي دفاعي گيري ريشه گرهي گوجه فرنگي در نظر به كنترل موفق بيما 

  .نماتد مولد گره ريشه به كار گرفته شودبيوكنترل موفق در كنترل بيماري قارچ مي تواند به عنوان يك عامل ، اين آنتاگونيست
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 نماتدتيمار                                              روز هاي بعد از مايه زني   

8 7 6 5  4  3  2  1  

A 37/40f A4/56e A02/68d A38/80c A07/106a A88  b A68/59e A 12/38f T+N 

B12/35 g B13/50d AB1/60c B21/68b B22/95a B61 e B 47 e A1/39f *T 

B12/33e C25/41d B4/56c A46/79b B23/98a C25/56c C 2/40d C  1/25f *N 

B74/32a D6/27c C63/30b C09/33a C53/33a D66/28 c D 27 c C  5/25d  *H 
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Induction of peroxidase against Meloidogyne javanica by Trichoderma 
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Abstract  
The biocontrol activity of T.harzianum BI on root-knot nematod caused by M. javanica and its 
ability to induce biochemical defense responses on tomato were investigated. The roots of tomato 
seedling inoculated with antagonist suspension (106 conidia/ ml)  and second-stage juvenile 
(J2).Peroxidase activity was  measured on 1 to 8 days after inoculation. In addition of significanced 
reduction of nematode disease in green house, T.harzianum BI caused increase in peroxidase 
activity that reached maximum level 4 days after nematode inoculation. The ability of T.harzianum 
BI to increase activity of peroxidase and plant defense induction may be one of the mechanism 
responsible to it’s biocontrol activity. 
Keywords: T.harzianum BI ،  M. javanica, Resistance induction, Peroxidase. 


