
  ۲۰۳-۲۱۵: ۱۳۸۹ الس / ۳شماره  / ۴۶جلد   /هاي گياهي بيماري

۲۰۳  

 
 

  ،  Phytophthora sojaeزئوسپور  رهاسازي ودرما برکيهاي تراثر گونه

  *انازک گلويهاميت آنزيشدت بيماري در سويا و سنجش فعال

  

EFECT OF Trichoderma SPECIES ON  ZOOSPORE PRODUCTION 
OF Phytophthora sojae, DISEASE SEVERITY, AND GLUCANASE 

ENZYMES ACTIVITY ASSAY  
 

   ۲يمنصوره ميرابوالفتح و **۱ظفریدوستمراد ، ۱يجمه ايوبن

  )۲۴/۶/۱۳۸۹ :رشيخ پذي؛  تار۲۸/۱۱/۱۳۸۸: افتيخ دريتار(

 
  دهيچك

 , Trichoderma ceramicum , T. virens, T. pseudokoningii ودرمـا شـامل  ک گونـه قـارچ تري  ۱۲در اين بررسي اثر ترشحات مايع خارج سـلولي  
T.koningii, T. koningiosis, T. atroviridae, T. viridescens, T. asperellum, T. harzianum, T .orientalis. , T. brevicompactum و 

 T. spirale  بر توليد زئوسپورPhytophthora sojae  ها در ارتباط اين گونه )سلولاز(گلوگاناز  ۴ و ۱ گلوكاناز و بتا ۳ و ۱ هاي بتاو ميزان فعاليت آنزيم

ها بر كنترل بيماري پوسيدگي ريشه و طوقه سويا در گلخانه           يه ديواره سلولي فيتوفتورا در شرايط آزمايشگاه آزمايش شده و در نهايت اثر اين گونه              با تجز 

 ۱۰ و ۵، ۱ ،۵/۰هـاي   غلظت Phytophthora sojae  از توليد زئوسپوريهاي فوق الذكر بر بازداربات فيلتر شده گونهيک اثر تريجهت بررس. بررسي شد

الـذكر در حـضور     هـاي اخيـر   اناز جدايه کگلو ۴ و ۱ اناز و بتا  کگلو ۳ و ۱  بتا يهاميت آنز يزان فعال يم. ه شد يزه سترون ته  يونيبات در آب مقطر د    يکاين تر 

لتر شـده خـارج سـلولي تمـامي         يبات في که تر کح نشان داد    ينتا. ندشد يابينگ، ارز ينديشت و کط  يتوفتورا به عنوان منبع كربن، در مح      يف ف ين و ه  يريگلس

  و T. virensهـاي مختلـف اثـر بازدارنـدگي متفـاوتي داشـته و بيـشترين بازدارنـدگي مربـوط بـه           اهش توليد زئوسپور شدند، غلظـت کها سبب گونه

 T. brevicampactom ف فيتوفتـورا در  ياربرد هکه کاد ح نشان ديودرما، نتاکي توسط ترکهاي هيدروليتي اثر دو منبع كربن در توليد آنزيميدر بررس. بود

انـاز در  کگلو ۴ و ۱ انـاز و بتـا  کگلو ۳ و ۱  بتايهاودرما سبب افزايش فعاليت آنزيمکهاي تريربن در محيط رشد گونهکمقايسه با گلسيرين به عنوان منبع    

گلوكانـاز بـه    ۳ و ۱ بود كه ميزان فعاليت آنزيم بتا T. virensو  T. brevicampactom و بيشترين ميزان فعاليت هر دو آنزيم مربوط بهشدها تمامي گونه

 بود و ميـزان فعاليـت   sojae  P .ف يمار هي مربوط به ت۹۱/۳ و U/mg protein ۴۷/۴مار گليسرين، ي مربوط به ت۷۳/۱ و U/mg protein ۳۱/۲ ترتيب معادل 

مـار  ي در ت۷۲/۱ و U/mg protein ۷۲/۱ گليسرين و يمار حاويدر ت۸۶/۰  وU/mg protein۶۶/۰  به ترتيب اناز مربوط به اين دو گونهکگلو ۴ و ۱ آنزيم بتا

 شرايط شدت بيماري پوسيدگي فيتوفتورايي طوقه و ريشه سويا در بر ودرماکتري هايگونه اثر يجهت بررس. شت بودک ميسليوم فيتوفتورا در محيط يحاو

 ـ تيمار شامل شاهد سالم، شاهد آلوده، هـر  ۱۵املاً تصادفي با ک طرح  در قالب دو(v1) و در مرحله سه برگي خاك سترون در گلخانه هـاي   دام از گونـه ک

نتـرل بيمـاري،    کها در   ترين گونه موفق ن بررسي يدر ا . رار انجام گرفت  کودرما به علاوه عامل بيماري و سبوس گندم به علاوه عامل بيماري در سه ت              کتري

  . بودندT. spirale و T. orientalis، T. brevicompactum گلخانه اهش شدت بيماري و كاهش درصد مرگ گياهچه درک

  

  انازک گلو۴و  ۱ اناز و بتاک گلو۳ و ۱ هاي بتا، آنزيم Phytophthora sojae. ، spp Trichoderma : يدي كل يها واژه

  
  

  ، همدانناي سيگاه بوعل دانش،نامه كارشناسي ارشد نگارنده اول ارائه شده به دانشكده كشاورزيبخشي از پايان :*

  zafari_d@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**

   همدان، دانشگاه بوعلي سينا،بيماري شناسي گياهيار يدانش و  كارشناسي ارشد سابقدانشجويبه ترتيب . ۱

  کشور يکپزشاهي گپژوهشی مؤسسه تحقيقاتار يدانش. ٢
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  مقدمه

هاي مازندران، اردبيل، استاندر ايران در ) Glycin max(سويا 

شرقى، اصفهان، گلستان و     غربي، لرستان، آذربايجان  آذربايجان

 )Agriculture Jehad Ministry 2009( شودشت ميکگيلان 

ا در اسـتان    يشت سـو  ک ـ ي مساعد برا  يرغم آب و هوا    يعل

اه ي ـن گ ي ـشت ا کر  يلرستان، به دليل عوامل متعددي سطح ز      

  ننــدهکز عوامــل محــدود ي اکــه يکــاهش يافتــه اســت کــ

  شت در استان لرسـتان بيمـاري بوتـه ميـري سـويا بـوده              ک

ــ ــت   که در اکـ ــده اسـ ــشاهده شـ ــويا مـ ــزارع سـ ــر مـ   ثـ

)Mohammadi et al. 2007 .(   بيماري پوسـيدگي ريـشه و

 .Phytophthora sojae Kauf. & Gerdه توسط کطوقه سويا 

شود باعث مرگ گياهچه قبل و بعـد از ظهـور آن            ايجاد مي 

ن در تمام مراحل رشـدي گيـاه مخـصوصا          يچنشود، هم مي

مارگر قرار گيرد باعـث     ين ب يافي در اختيار ا   که آب   کزماني  

 ۵۰رد گياه تا حـدود      کاهش عمل کپوسيدگي ريشه، مرگ و     

  . (Xiao et al. 2002)شوددرصد مي

اشت گياهـان   کل است،   ک اين بيماري بسيار مش    مؤثرنترل  ک

 ولي ايــن بيمــاري اســتنترلــي متــداول و اصــکمقــاوم روش 

(Erwin & Ribeiro 1996) ولي ظهور نژادهاي جديد بيمارگر 

 شـوند ولتيوارهـاي سـويا مـي   کسته شدن مقاومـت  کباعث ش

Sadeghi Garmaroodi et al. 2007;Mohammadi et al. 2007) 
(Giesler & Christensen 2002 .هــاي زراعــي ماننــد روش

ــ زه ــ ،شيک ــاک ــشردگي خ ــاوب زرکاهش ف ــي در  و تن اع

). Schmitthenner 1999( اسـت  مؤثرمديريت اين بيماري 

توانـد در   ل ااوسـپور مـي    که عامل بيماري به ش    کاز آنجايي   

 دوام يابـد، از     کغياب ميزبان بـراي مـدت زيـادي در خـا          

ــن ــر   ايـ ــي اثـ ــاوب زراعـ ــي کرو تنـ ــي دارد کنترلـ مـ

(Schmitthenner & Van Doren 1985) .ــار  در بهـ

 ــ  ــب باش ــا مناس ــاه دم  ــهرگ ــه م ــپورها جوان ــد يد ااس  زن

 ت، زئوســـپورها يـــهـــا و در نهاوميل اســـپورانژيکو تـــش

ــا   ــراوان در خ ــداد ف ــه تع ــاکب ــاب يه ــ غرق ــباع ي  ا اش

ــتول ــي  ــيد م ــه وس ــوند و ب ــا يش ــود در خ   کله آب موج

ــشار  ــه و ايانت ــوم ثانوکنويافت ــول  ــي ــراهم م ــازديه را ف  س

)Sinclair 1989 .(  

ديريت تلفيقـي   هـاي م ـ  ترين روش املکي از   کامروزه ي 

 ـ کها استفاده از    نترل بيماري کبراي    ک بـا ي ـ   کنترل بيولوژي

 ،کي ـولوِِِژيان عوامـل ب   ي ـاز م . استريز جاندار آنتاگونيست    

 اسـت و    ييودرما داراي قدرت آنتاگونيستي بـالا     کقارچ تري 

زاد گيـاهي مختلـف ماننـد       کنترل بيمارگرهـاي خـا    کباعث  

Sclerotinia sclerotiorum)Dos Santos et al. 1982( ،

Rhizoctonia solani (Honeycutt 2001)، Pythium 

(Howell 2002) ــه ــنس و گونـ ــاي جـ    Phytophthoraهـ

)(Smith et al. 1990; Khan et al. 2004; Ezziyyani et al. 2007) 

 يستي ـ آنتاگونيهـا زميانک ـودرما از م  کي تر يهاگونه. اند شده

 خـود   ي رقابت طين شدن در مح   ک بقا و سا   ي، برا يادي ز مؤثر

 بيـوز  آنتـي  پديـده  شـامل  هـا مكـانيزم  اين .نندکياستفاده م

)(Antibiosis غـذايي، توليـد   مـواد  و فـضا  بـراي  ، رقابـت 

 یالقـا  و گياه رشد افزايش پارازيتيسم، و ليزكننده هاي آنزيم

  .(Hraman 2003)باشند مي مقاومت

ع ي از ترشـحات مـا     ياري بـس  يهـا تي ـبات و متابول  يکتر

ــلول  ــارج س ــنس تريخ ــا کي ج ــودرم ــيه داراک ت ي خاص

ات ي شـده و خـصوص     ينون جداساز ک تا هستند يستيآنتاگون

بات يکن تر يا. ز مشخص شده است   يبات ن يکن تر ي ا ييايميش

ننـده  کهي ـ تجز يهاميها و آنز  نيسکها، تو کيوتي ب يشامل آنت 

  . هستنديواره سلوليد

ه توسط جـنس    ک يواره سلول يننده د که  ي تجز يهاميآنز

   شــــوند و تحــــت عنــــوانيد مــــيــــرمــــا تولودکيتر

)Cell Wall Degrading Enzymes( CWDEs شــناخته 

   واقــعياديــر مــورد توجــه زيــانــد در طــول دهــه اخشـده 

 و  کي ـتيانولک گلو يها ميها، آنز  مين آنز ين ا يدتريمف. اندشده
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 يواره سلوليد ديه مفيرا قادر به تجزيباشند زي مکيتينوليتيک

 هــستند و امــروزه بــه عنــوان ياهيــ بيمــارگر گيهــا قــارچ

  د بـه كـار     ي ـ جد يهـا شکقـارچ  بات فعال در فرمـول    يکتر

ه ک ي زمان يبات آزول يک تر يشک مثال اثر قارچ   ي برا .روندمي

   استخراج شده از   ينازهايتيک از اندو  يمکزان  يب با م  يکدر تر 

T. harzianum   ش ي بـار افـزا  ۱۰۰ استفاده شدند، بـالغ بـر

  ).Monte 2001(. داشته است

 sojae  P .ق ابتدا به علت اهميت زئوسپورين تحقيدر ا

ع خـارج   ي در مزرعـه اثـر ترشـحات مـا         يمـار يدر انتشار ب  

د زئوســپور يــزان توليــودرمــا بــر مکي گونــه تر۱۲ يســلول

سـلولي   ه ديـواره ک ـ ييسپس از آنجا.  شديتوفتورا بررسيف

 ستيبرابر نفوذ آنتاگون در سد ترينمهم و نخستين مارگر،يب

 ـ    يواره سـلول  ي ـ د ي اصـل  یه اجـزا  ک ـني ـه علـت ا   است و ب

باشـد ميـزان    ي و سلولز م   انک گلو ۳ و   ۱بتا  توفتورا شامل   يف

 انـاز کگلو ۴ و ۱ انـاز و بتـا  ک گلو۳و ۱ فعاليـت آنـزيم بتـا   

ت ي ـ شـد و در نها يودرما بررسکي تريهادر گونه ) سلولاز(

نتـرل موفـق و     کودمـا در    کين گونـه تر   ي بهتـر  يجهت معرف 

 يا اثـر تمـام    ي سـو  ييتوفتوراي ف يدگي پوس يماريجانبه ب همه

 شــد و ي بررســيمــاريط گلخانــه بــر بيهــا در شــراگونــه

شگاه و گلخانـه بـه عنـوان عامـل          ين گونه در آزما   يترموفق

  . شدي معرفيمارينترل بکويب

  

  روش بررسي

  هاي عامل بيماري  تهيه جدايه-۱

شتر ي ـا منطقـه ال   ي از مزارع سو   ۱۳۸۶در بهار و تابستان سال      

 علائــم ي دارايهــا د شــد و از بوتــهيــتان لرســتان بازداســ

 و نـسوج آلـوده در       يبـردار  شه نمونـه  ي طوقه و ر   يدگيپوس

سازي  پس از خالص. شت گرديدکPARPH + CMA محيط 

شـدت  . حاصل شـد  Phytophthora sojae جدايه ۱۰تعداد 

  بـه  هـايي كـه قـبلاً     هاي حاصل و جدايـه    زايي جدايه بيماري

لـوژيكي و ملكـولي شناسـايي شـده         هاي مورفو  روش کمک

زايااو و با روش  ،)Mirabolfathy et al., 2000, 2001(بودند

ط يا در شرا  ياه سو يامز گ يليه رقم و  يبر عل ) ۲۰۰۲ (همكاران

ه ي ـتـاً جدا  يسه قرار گرفت و نها    ي و مقا  يگلخانه مورد بررس  

نترلي ک جهت مطالعات بيو   ييزايمارين قدرت ب  يشتري ب يدارا

  . انتخاب شد

  

   spp Trichoderma .هاي   تهيه جدايه-۲

ــجدا ــا هيــ ــامل  ۱۲ از ييهــ ــا شــ ــه تريكودرمــ    گونــ

T. virens, T. pseudokoningii, T. koningii, 
 T. koningiosis, T. atroviridae, T.ceramicum, 
T. viridescens, T. asperellum, T. harzianum,  

T .orientalis T. brevicompactumو  T. spiraleقبلا كه  "

ــط  ــاران توس ــي و همك ــه ) ۲۰۰۷، ۲۰۰۶ (نظم ــکب    کم

هاي مورفولوژيكي و ملكولي شناسايي شـده بودنـد،         روش

  . مورد استفاده قرار گرفت

  

 آزمون اثر ترشحات خارج سـلولي توليـد شـده در            -۳

  محيط مايع بر توليد زئوسپور

دنـيس و وبـستر     مي تغييرات طبـق روش      کاين آزمايش با    

)(Dennis & Webster 1971aبــراي تهيــه .  انجــام شــد

ودرما، تعداد  کهاي تري ترشحات مايع خارج سلولي از گونه     

شت پـنج روزه  ک ـمتـري از حاشـيه    ميلـي   پـنج کپنج ديس

 PDBشت  ک ـهاي حـاوي محـيط      ودرما را داخل ارلن   کتري

 قــارچ کمــاير شــاهد بــه جــاي ديــسانداختــه و در ارلــن

. ديـد شت اضـافه گر   ک ـ از محـيط     کآنتاگونيست پنج ديـس   

ان در دقيقـه    ک ـ ت ۱۰۰ با   (Shaker)ر  کها در دستگاه شي   ارلن

سـپس  .  روز نگهداري شدند۱۵ به مدت   C˚ ۱±۲۵ با دماي 

اغـذ صـافي سـترون      کطور جداگانه از    ه  ها ب محتويات ارلن 

ع يهاي ميسليومي آنها جدا شود، مـا عبور داده شدند تا توده   
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 ـکهـاي مي   پمپ خلأ از صـافي     کمکحاصل با     کروبيولوژي

  . رومتر عبور داده شدک مي۲۲/۰با قطر روزنه 

د شده در ي بررسي اثر عصاره خارج سلولي تول   به منظور 

 ۱۰ و   ۵،  ۱،  ۵/۰هـاي   ع بر توليد زئوسپور غلظت    يط ما يمح

بـه  . درصد از عصاره در آب مقطر ديونيزه سترون تهيه شد         

ــه روش     ــپور بـ ــه زئوسـ ــور تهيـ ــاي و هممنظـ    ارانکـ

 )Eye et al. 1978 (ه ابتـدا  ک ـن صـورت  ي ـبـه ا .  شدعمل

  اي هفتـه  کشت ي ـ ک ـمتري از حاشـيه      هاي پنج ميلي   کديس

P. sojae  شت کدر محيطLBAحـاوي  کز تشتک را در مر 

 قـرار داده و  half-strength LBAشت کليتر محيط ميلي۱۰

 شد، پـس از     ي به مدت چهار روز نگهدار     C˚ ۲۵در دماي   

ر عصاره به   ک الذ  فوق يها ليتر از غلظت   ميلي ۱۵اين مدت ،    

 ۱۸ نگهداري شد، پس از      C˚ ۲۱ آن افزوده شد و در دماي     

ساعت تعداد زئوسپورهاي آزاد شده با استفاده از لام مدرج          

 شاهد تنهـا آب  يها کدر تشت. سيتومتر شمارش گرديد وهم

در نهايت با توجه به ميزان . مقطر ديونيزه سترون ريخته شد

اهش توليـد   ک ـان درصد   توليد زئوسپور در تيمار شاهد، ميز     

توفتورا از طريـق فرمـول تفاضـل ميـزان توليـد            يزئوسپور ف 

توفتورا در هر غلظـت از تفاضـل ميـزان توليـد            يزئوسپور ف 

زئوسپور تيمار شاهد تقسيم بر ميزان توليد زئوسپور تيمـار          

  .صد محاسبه شد شاهد ضربدر

  

 ۴ و ۱ بتا و انازکگلو ۳ و ۱ بتا آنزيم تيفعال سنجش -۴

  نازاکگلو

 ـيآنز عصاره هيته) الف  ـ بـستر  و يم  ـ منـابع  بـا  شتک  ربنک

  متفاوت

 ml  ۳۰ حـاوي ml ۲۵۰هـاي ودرما در ارلـن کهاي تريگونه

جونز و  ه توسط   ک Wiendlingشت مايع و معدني     کمحيط  

ــهن ــه  کوک ــر يافت   و ) (Jones & Hancock 1987( تغيي

   گــرم2SO4 ،۱[NH4] گــرم ۲ربنــي، کمنبــع % ۵/۰ :شــامل 

 MgSO4, 7H2O ،۵/۰ ــرم ــيKH2PO4 ، ۳ گ ــر از ميل  ليت

Na-Fe EDTA بــه )  ليتــر آبکمــولار در يــ ميلــيک يــ

ديـــواره ســـلولي  % ۵/۰ و يـــا glycerol% ۵/۰ي عـــلاوه

 در  C ۲۵˚ روز بـا دمـاي     ۷شت شده و به مدت      کفيتوفتورا  

ــا ســرعت ) Shaking(ان خــوردن کــحالــت ت  rpm ۱۲۰ب

 اسـتفاده از    بعد از اين مـدت محـيط را بـا         . نگهداري شدند 

رده و عصاره حاصل    ک صاف   کياغذ صافي واتمن شماره     ک

 C˚ ۴  در دمـاي rpm ۱۳۰۰۰  دقيقه با سرعت ۳۰به مدت 

جهت تغليظ بيشتر آنزيم عصاره حاصـل       . سانتريفوژ گرديد 

روليتـر  ک مي ۵۰۰را ليوفيليزه نموده، سپس به پـودر حاصـل          

 و  ردهک ـ اضـافه    pH ۵مـولار بـا      ميلي ۵۰بافر استات سديم    

عـصاره حاصـل تـا      . هاي آنزيمي استفاده شد   جهت بررسي 

 .  نگهداري شد-C ˚۲۰زمان استفاده در دماي

 روز ۱۰، پـس از  P. sojae  براي تهيـه ديـواره سـلولي   

 گوجـه فرنگـي تـوده       -زمينيرشد آن در محيط مايع سيب     

ميسليومي حاصل سه بار با آب مقطر سترون شستـشو داده           

آوري و چندين    جمع کيشماره   واتمن   ياغذ صاف کشد، با   

بار با آب مقطر سترون شسته و با اسـتفاده از هموژنـايزر و        

د، سوسپانـسيون   ي ـردکنواخت  کآب مقطر سترون خرد و ي     

   دقيقـه بـا سـرعت   ۱۰حاصل سه بار و هـر بـار بـه مـدت         

rpm  ۶۰۰۰ فوژ يد، بعد از هـر بـار سـانتر   يردک سانتريفيوژ

رسـوب نهـايي    . دش ـميسليوم با آب مقطر سـترون شـسته         

و به عنوان منبـع  ) El-Katanty et. al. 2001(ليوفيليز شده 

  . شت فوق اضافه شدکربن به محيط ک

  

  ازانک گلو۳ و ۱بتا  آنزيم فعاليت بررسي )ب

  ميلـر   روش  بـه  انـاز ک گلو۳ و ۱ آنـزيم بتـا   فعاليت بررسي

) Miller 1959 (گرفـت  صـورت  زيـر  شرح به تغييراتي با .

 درصـد  ۵/۰ محلـول  ميكروليتـر  ۲۵۰ شامل واكنش مخلوط

   مـولار ۰۵/۰ سـديم  اسـتات  بـافر  در شـده  لامينارين، تهيـه 
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 )۵ (pHمخلـوط  . بـود يميآنز عصاره از ميكروليتر ۲۵۰  و 

  نگهداريC˚ ۴۰آب  حمام در دقيقه ۳۰ مدت براي حاصله

 معـرف   ميكروليتـر ۵۰۰ كـردن  اضـافه  با واكنش سپس. شد

 مـدت  براي و شد متوقف) DNS(اسيد  ساليسيليك  نيترو دي

 سـپس . داده شـد  قـرار  جوشـيدن  حال در آب در دقيقه پنج

 ـ واكـنش  نهايي مخلوط حجم    دو بـه  مقطـر  آب وسـيله ه ب

اسـپكتروفوتومتر   دستگاه از استفاده با و شد رسانده ليترميلي

)Varian Cary 100 Conc (زان جـذب در طـول مـوج    ي ـم

تاندارد بـر اسـاس      اس ـ يگيـري و منحن ـ    نانومتر انـدازه   ۵۰۰

 اسپكتروفتومتر دستگاه. شد ز رسمک مختلف گلويها غلظت

كـه عـصاره آن در    واكنش مخلوط وسيلهه ب نمونه هر براي

. شـد  صـفر   فعاليتش متوقف شـده بـود،  C°۱۰۰حمام آب 

  برادفــــوردل نيــــز بــــه روش کــــميــــزان پــــروتئين 

 (Bradford 1976) اختــصاصي فعاليــت. تعيــين شــد  

واحـد  (دقيقه  در شده آزاد گلوكز گرم ليمي صورته ب آنزيم

 تعيين عصاره در موجود تام پروتئين گرم ميلي ازاي به )آنزيم

  .شد

  

  انازکگلو ۴ و ۱ آنزيم بتا فعاليت بررسي) ج

تونـدج و  اناز به روش کگلو ۴ و ۱ آنزيم بتا فعاليت بررسي

 بــا تغييراتــي صــورت) Tondje et al. 2007 (ارانکــهم

 يـك  محلـول  ميكروليتـر  ۲۵۰ شامل واكنش مخلوط. گرفت

 ۰۵/۰ سـديم  اسـتات  بافر در سلولز كه متيل كربوكسي درصد

 يم ـيآنز عـصاره   ميكروليتر۲۵۰و  شده تهيه=pH) ۵( مولار

  دقيقه۳۰مدت  براي) روليترک مي۵۰۰(واكنش  مخلوط. بود

 اضـافه  بـا  سـپس  و شـد  نگهـداري  C˚ ۵۰ آب  حمـام  در

 مخلـوط  دادن رارق ـ وDNS معـرف    ميكروليتـر ۶۰۰كـردن 

 سپس. شد دقيقه متوقف پنج مدت به جوش آب در واكنش

 رسـانده  ليتـر  به دو ميلـي  مقطر آب با واكنش مخلوط حجم

  اســپكتروفتومتر   دســتگاه از اســتفاده بــا  و شــد

)Varian Cary 100 Conc ( ۵۰۰در طـول مـوج    جـذب 

 يها  استاندارد بر اساس غلظت    يگيري و منحن   نانومتر اندازه 

 هـر  براي اسپكتروفوتومتر دستگاه. شد ز رسمکگلومختلف 

كه عصاره آن در حمـام آب   واكنش مخلوط وسيلهه ب نمونه

. شـد  صفر گراد فعاليتش متوقف شده بود،درجه سانتي۱۰۰

 فعاليت. ل نيز به روش برادفورد تعيين شد      کميزان پروتئين   

 در شـده  آزاد گلـوكز  گـرم  ميلي صورته ب آنزيم اختصاصي

 تعيـين  عصاره در موجود تام پروتئين گرم ميلي ازاي به دقيقه

  .شد

  

 پوسـيدگي  بيمـاري  روي ودرمـا کتري هـاي گونه اثر -۵

  گلخانه شرايط در سويا ريشه و طوقه فيتوفترايي

شدت بيمـاري پوسـيدگي    بر ودرماکتري هايگونه اثر تعيين

اه ي ـ گيشي ـ رويتورهـا کفيتوفترايي طوقه و ريشه سويا و فا 

و در مرحله اولين بـرگ   سترون خاك در نهگلخا شرايط در

ايـن آزمـون در قالـب دو طـرح          . اي بررسي شد  سه برگچه 

 تيمار شامل شاهد سالم، شـاهد آلـوده،   ۱۵املاً تصادفي با    ک

 عامـل بيمـاري و       ودرما به علاوه  کهاي تري  دام از گونه  کهر  

رار انجـام   ک ـ عامل بيمـاري در سـه ت        سبوس گندم به علاوه   

ررسي ابتدا بذرهاي ضدعفوني شـده سـويا        در اين ب  . گرفت

متــري حــاوي  ســانتي۴*۲۰*۲۰هــايي بــه ابعــاد در ســيني

اشته شد و   ک) ۱:۱به نسبت   (وليت مرطوب و پرليت     کورمي

 ۱۲و نور   % ۷۸ و رطوبت    C˚ ۲±۲۴ رشد با دماي     کدر اتاق 

هـا منتقـل     روز به گلـدان    ۴ساعت نگهداري شده و بعد از       

متر از عمـق گلـدان را        سانتي کدر روش اول ابتدا ي     .شدند

متر عمـق بعـدي را از       رده و سپس شش سانتي    کبا ماسه پر    

 گرم سوسپانسيون ميـسليوم     ۶ه حاوي   ک يا  پاستوريزه کخا

P. sojaeگيلوگرم بود، پر شد، سـپس در هـر   کي ي به ازا 

شت شده و پنج روز بعـد بـه هـر           ک گياهچه سويا    ۵گلدان  

ه در بستر سبوس گنـدم     کودرما  کگلدان سه گرم از مايه تري     



  ۲۰۳-۲۱۵: ۱۳۸۹ سال / ۳شماره  / ۴۶جلد   /هاي گياهيبيماري 
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 لايـه ماسـه     کرده و سطح گلدان با ي     کتهيه شده بود اضافه     

ودرما کدر روش دوم ابتدا سه گرم از مايه تري        . پوشانده شد 

 مخلوط شد و پنج روز بعد سوسپانسيون ميـسليوم          کبا خا 

P. sojaeدر ارزيـابي  مورد  فاكتورهاي. اضافه شدک به خا 

 نـوك  خاك تـا  بوته از سطح ارتفاع شامل اي گلخانه آزمون

 ريـشه،  تر وزن هوايي، اندام تر وزن ش،يان آزمايپا در بوته

 بيمـاري  و شـدت  ريشه، درصد مرگ گياهچه خشك وزن

 از پـس  روز ۳۰ مذكور هاي شاخص محاسبه منظور به .بود

شـده   تقريبـاً زرد  هـا شاهد آلوده ساقه كه در زماني كشت و

 بـا  بيمـاري  شـدت  و شـده  خـارج  خاك بودند، بوته ها از

ه در آن ک ـ) (Xiao et al. 2002 چهـار  تـا  صـفر  مقيـاس 

هاي داراي ريـشه سـالم و سيـستم         شاخص صفر براي بوته   

اهش انـشعابات   ک ـ ي بـرا  کي ـاي گـسترده، شـاخص       ريشه

اي  روز قهـوه  ک ـهـاي ن   هک ـنسبت به ريشه سـالم و وجـود ل        

هـا    و يا حاشـيه ريـشه      که اغلب در نو   کروشن و مشخص    

-هکم و ل  کهاي جانبي     ريشه ياخص دو برا  شد، ش ديده مي 

 طـرف   که فقـط در ي ـ    کاي تيره و واضح      روز قهوه کهاي ن 

هـاي جـانبي      ريـشه  يشد، شاخص سه برا    يها ديده م   ريشه

ه در تمام سيستم ريشه     کاي تيره    روز قهوه کهاي ن هکم و ل  ک

 يشد، شاخص چهار بـرا     يها ديده م  و يا تمام اطراف طوقه    

  . شد گياهچه مرده، ارزيابي

 
  نتايج

نتايج اثر ترشحات خارج سلولي توليد شـده در محـيط           

  مايع بر توليد زئوسپور

 در فيتوفتـورا  روزه چهـار  كـشت  ميكروسكوپي بررسي در

 بـا  هک نشد ديده اسپورانژيومي half-strength LBA محيط

 گذشـت  از بعـد  شاهد پتري ظروف محيط نمودن ورغوطه

 در هکيحال در كرد، رظهو به شروع اسپورانژيوم ساعت سه

ــروف ــري ظ ــاويپت ــحات ح ــارج ترش ــلولي خ ــه س    هم

 سـاعت  شـش  الـي  پنج تقريباً از بعد ودرماکتري هايجدايه

 تـأثير  جينتـا . شـدند  ظـاهر  كمتـري  تراكم با هااسپورانژيوم

 زئوسـپور  ديتول بر ودرماکتري سلولي خارج مايع ترشحات

ــز، ــشان ني ــ داد ن    خــارج ترشــحات% ۱۰ و% ۵ غلظــت هک

ــلولي ــرکا س ــه ث ــايجداي ــاکتري ه ــانع ودرم ــتول از م    دي

 در زئوسپور ديتول از ممانعت نيشتريب. است شده زئوسپور

ــه ــت همــ ــاغلظــ ــوط هــ ــه مربــ   و T. virens بــ

 T. brevicompactum نيمتـر ک و بـوده  يبـازدار % ۱۰۰ بـا 

 بـود  يبـازدار % ۴۱ بـا  T. asperellum بـه  مربوط ممانعت

  ).۱ شكل(

  

  ودرماکتري مي،آنزي فعاليت نتايج

 پروتئين گرم ميلي واحد آنزيمي در صورته ب آنزيم فعاليت 

 همـه  در انـاز کگلو ۳ و ۱ بتا آنزيمي فعاليت. شد تعيين لک

 ۱ بتـا  آنزيم فعاليت از بيشتر T. ceramicum جزه ب ها گونه

 ودرماکيتر يهاگونه آنزيم دو هر فعاليت. بود انازکگلو ۴ و

 شــده لاوکاتــو هيــف يحــاو طيمحــ در رشــد طيشــرا در

 و  بـود  گلـسيرين  يحـاو  طيمح ـ برابـر  دو تقريباٌ فيتوفتورا

  بيــشترين ميــزان فعاليــت هــر دو آنــزيم مربــوط بــه      

T. brevicampactom  وT. virens     بود كـه ميـزان فعاليـت

 U/mg protein گلوكاناز به ترتيب معـادل   ۳ و ۱ آنزيم بتا

 U/mg proteinمـار گليـسرين،   ي مربوط بـه ت ۲۳/۲ و ۳۱/۲

 بود و ميزان sojae  P .ف يمار هي مربوط به ت۹۱/۳ و ۴۷/۴

بـه   اناز مربوط به اين دو گونـه کگلو ۴ و ۱ فعاليت آنزيم بتا

ــب ــاو يدر ت۸۶/۰  وU/mg protein۶۶/۰  ترتي ــار ح  يم

 يمار حـاو ي در ت۷۲/۱ و U/mg protein ۷۲/۱گليسرين و 

ــيط    ــورا در مح ــسليوم فيتوفت ــمي ــود شت ک ــدول (ب    ۱ج

  ).۲ شكل و
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د زئوسپور يتول هاي تريکودرما برع فيلتر شده گونهي، در صد ترشحات ما۱۰ و ۵، ۱، ۵/۰ يهابازدارندگي غلظت اثر ميانگين  مقايسه.۱شکل

Phytophthora sojaeآزمايشگاه  ، در آب مقطر ديونيزه در شرايط  

Fig. 1. Mean comparison of inhibitory effect at .5%,5%,1%  and 40% concentrations of Trichoderma species liquid culture 
filtrates on mycelial growth of P. sojae, in deionized distilled water, in vitro 

abbreviation of Trichoderma species in this experiment showed as : T. virens (T. vi), T. orientalis(T. o), T . ceramicum  
(T. ce), T. atroviride (T. at), T. koningii (T. ko), T. brevicompactum (T. br), T. spirale (T. sp), T. viridescens (T. vid), 
T. pseudokoningii (T. pu), T. harzianum (T. ha), T. asperellum (T. as) 

  

  

  

  

  

  

  

  

 
  

  

ف ي هيط حاويدر مح ) U/mg proteinا ي پروتئين گرم ميلي واحد آنزيمي در( تريکودرما يها گونهميانگين فعاليت آنزيمي،  مقايسه.۲شكل

  ) .WG(نيريسي گليط حاويو مح) WP(اتوکلاو شده

Fig. 2. Mean comparison of Trichoderma species enzyme assay (released glucose milligram in minute in milligram protein or 
U/mg protein ) in medium plus  autoclaved hyphae (WP) and medium plus glycerol (WG) 

abbreviation of Trichoderma species in this experiment: showed as T. virens (vi), T. orientalis(o), T . ceramicum (ce), T. 
atroviride (at), T. koningii (ko), T. brevicompactum (br), T. spirale (sp), T. viridescens (vid), T. pseudokoningii (pu), T. 
harzianum (ha), T. asperellum (as) 
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   متفاوتيهاطيدر مح ). U/mg protein(ميانگين فعاليت آنزيمي، تريکودرما   مقايسه.۱ جدول

Table 1. Mean comparison of enzyme activities from Trichoderma species grown on various media 

 
) glycerol) WG% ۵/۰وسط جونز و هنکوک تغيير يافته، به علاوه  که تWiendlingهاي تريکودرما در محيط کشت مايع و معدني  گونه :*

 کسانُ حروف با ستون هر در كه ييها نيانگيم .تكرار هستند سه ميانگين جدول اعداد. کشت شدند) WP(ديواره سلولي فيتوفتورا % ۵/۰و يا 

   .ندارند دارمعني فاختلا يكديگر با) ≥P  ۵/۰ (دار حداقل اختلاف معني آزمون در اند،شده داده نشان

*: Trichoderma species  were grown in Wiendling’s minimal salts (Jones and Hancock, 1987) plus 0.5% (v/v) glycerol (W G), 
Wiendling’s minimal salts plus %0.5 (w/v) hyphae of Phytophthora sojae (W P). values are average of 3 replicates. Means 
with the same letter in each column are not significantly different at least significant difference(P≤ 0.5  )  

  

   ايگلخانه هايآزمايش نتايج

ودرما باعث ک ترييها قبل از گونهP. sojaeه يافزودن زادما

دار تعداد گياهچه زنده نسبت به شـاهد آلـوده         افزايش معني 

چنـين در ايـن حالـت        هـم  ،)۳شـكل (  روز شـد   ۳۰ از   پس

 )۴شكل  ( افتياهش  کشدت بيماري نسبت به شاهد آلوده       

تورهاي رويشي از قبيل وزن تر ريشه، وزن کو در بررسي فا  

 ريشه، طول ريشه، وزن تر اندام هوايي و طول اندام           کخش

داري داشـته و     هوايي نسبت به شاهد آلـوده تفـاوت معنـي         

تورهـا در   ک باعث افزايش ايـن فا     ک در خا  ودرماکوجود تري 

تـرين گونـه در      موفـق ).۴ و   ۳جـدول   (تمامي تيمارها شـد     

ــ ــه  کـ ــاري، گونـ ــدت بيمـ ــه و شـ ــرگ گياهچـ   اهش مـ

T. brevicampactom تورهــاي رويــشي کو در افــزايش فا

ــه ــاي گونــ   و T. orientalis ، T.brevicompactum هــ

 T. spirale شناخته شد.  

  

β-1,4-glucanase 
β-1,3-glucanase Enzyme                                        

   
Trichoderma species WG WP WG WP 

T. virens a۰۲/۰± ۸۶/۰ a ۰۸/۰±  ۷۲/۱ a۰۷/۰±  ۷۳/۱ a۰۶/۰± ۹۷/۳ 

T. orientalis ab۰۱/۰± ۳/۰ d۰۳/۰±  ۶۸/۰ dc۰۴/۰±  ۷۳/۰ bc۰۵/۰± ۲۷/۲ 

T . ceramicum d۰۰۸/۰± ۱۶/۰ c۰۷/۰±  ۱۸/۱ fg۰۳/۰±  ۴۱/۰ d۰۵/۰± ۹۱/۰ 

T. atroviride ab۰۱/۰± ۳۷/۰ fg ۰۲/۰± ۵/۰ b۰۵/۰±  ۶۹/۱ b۰۵/۰± ۷۶/۲ 

T. koningii abcd۰۱/۰± ۴۹/ ۰ b۰۴/۰±  ۲۸/۱ bc۰۵/۰±  ۵۹/۱ b۰۶/۰± ۸۵/۲ 

T.brevicompactum ab۰۳/۰± ۶۶/۰ a۰۳/۰±  ۷۲/۱ a۰۵/۰±  ۳۱/۲ a۰۷/۰± ۴۷/۴ 

T. spirale cd۰۰۷/۰± ۱۶/۰ ۴۲/۰  ۰۲/۰±  g efg۰۳/۰±  ۶۱/۰ b۰۵/۰± ۴۴/۲ 

T. viridescens ab۰۳/۰± ۶/۰ c۰۳/۰± ۱۲ /۱ c۰۳/۰±  ۳۶/۱ b۰۶/۰± ۳۴/۲ 

T. pseudokoningii abc۰۲۴/۰± ۴۱/۰ ef۰۲/۰± ۵۳/۰ d۰۳/۰±  ۹/۰ dc۰۵/۰± ۵۱/۱ 

T. harzianum bcd۰۰۷/۰± ۲۳/۰ ef۰۱/۰± ۵۴/۰ g۰۲/۰±  ۳۵/۰ d۰۴/۰± ۱۳/۱ 

T. asperellum bcd۰۱/۰±  ۳/۰ e۰۱/۰± ۵۸/۰ ef۰۲/۰±  ۶۷/۰ d۰۸/۰±  ۳۴/۱ 

T. koningiopsis bcd۰۰۵/۰± ۲۱/۰ ef۰۲/۰± ۵۲/۰ efg۰۳/۰±  ۵۳/۰ d۰۸/۰±  ۳۹/۱ 
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  و فاكتورهاي رويشي در گلخانه  P. sojae شدت بيماري بر تريكودرما هايرگونهيتاث يبرا انسيوار هيتجز. ۲ جدول

Table 2. analysis of variance for the effect of Trichoderma species on P. sojae  disease severity and growing factors in vivo 

Source of variation Degree of 
freedom 

Root fresh 
weight 

Root 
length 

Root dry 
weight 

Shoot fresh 
weight 

Shoot 
height 

Disease 
severity 

Treatment 
 
 

Ph +T and T+Ph 
methods 

 

۱۴ 

  

۱ 

*۳۵/۰ 

  

*۳۸/۱ 

*۷۹/۷۸ 

  

*۳۴/۱۳۸ 

*۱۲/۱۰۱۰ 

  

*۸/۱۹۴۱ 

*۰۳/۱۱ 

  

*۱/۳۷ 

*۷۵/۱۰۱۰ 

  

*۹/۱۹۵۰ 

*۰۷/۹۰۷ 

  

*۱۹/۷۹۱۰۸ 

Interact of Ph +T * 
T+Ph 
 

Error 

۱۴ 

  

۶۰ 

*۰۴/۰ 

  

۰۰۱/۰ 

*۶/۶ 

  

۵۴/۰ 

*۵۶/۱۱۵ 

  

۴۳/۹ 

*۰۰۳/۱ 

  

۰۵۷/۰ 

*۷۳/۱۱۶ 

  

۰۵۲/۹ 

*۱۸/۶۱۵ 

  

۱۳/۵۰ 

Total ۸۹       

 و شدت ۷/۴، طول اندام هوايي ۴/۵،وزن اندام هوايي ۵/۴، وزن خشك ريشه ۶۸/۶ ، طول ريشه ۹۴/۷ وزن تر ريشه براي (CV) تغييرات ضريب

 .باشد مي۱۵بيماري 

  درصد۵دار در سطح يمعن: *

Coefficient of variation (C.V.) is 7.49 for Root fresh weight, 6.68 Root length,4.5 Root dry weight, 5.4 Shoot fresh weight, 4.7 Shoot 
height and 15 for Disease severity 
*: significant at 5% level 

  

  

  

  

  

  

  

  

و پنج روز بعد ) PH+T(ه فيتوفتورا پنج روز قبل از تريکودرما به خاکياهچه با افزودن زادمايمرگ گ ي اثر گونه هاي تريکودرما رو.۳شكل 

سبوس گندم   شاهدWbو ) (+co کودرما ي، شاهد آلوده بدون تر )-co( فيتوفتورا بدونهمراه با شاهد  )T+PH(از تريکودرما به خاک 

  علاوه عامل بيماري در شرايط گلخانهه ب

Fig. 3. Effect of Trichoderma species on damping off for Phytophthora inoculum were introduced to soil five days before the 
Trichoderma inoculation ( PH+T) and five days after the Trichoderma inoculation (T+PH) mid control without P. sojae 
(co- ) , infected control without Trichoderma (co+) and wheat bran control with pathogen (Wb), in vitro 
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و پنج روز بعد از ) PH+T(ه فيتوفتورا پنج روز قبل از تريکودرما به خاکيبيماري با افزودن زادما شدت هاي تريکودرما بر  اثر گونه.۴شكل 

سبوس گندم   شاهدWbو ) + co(کودرما يو شاهد آلوده بدون تر ) - co( فيتوفتورا بدوناهد همراه با ش ) T+PH(تريکودرما به خاک

 علاوه عامل بيماري در شرايط گلخانهه ب
Fig. 4. effect of Trichoderma species on disease severity for Phytophthora inoculum were introduced to soil five  days before 

the Trichoderma inoculation ( PH+T) and five days after the Trichoderma inoculation (T+PH) mid control without P. 
sojae (co- ) and infected control without Trichoderma (co+) and wheat bran control with pathogen (Wb), in vitro 

 

  .values in fig.3, 4 are average of 3 replicates :*                                  .   هستند تكرار سه نگينميا ۴ و ۳نمودار  در رفته كاره ب اعداد: *

abbreviation of Trichoderma species in this experiment: showed as: T. virens (vi), T. orientalis(o), T . ceramicum (ce), T. 
atroviride (at), T. koningii (ko), T. brevicompactum (br), T. spirale (sp), T. viridescens (vid), T. pseudokoningii (pu), T. 
harzianum (ha), T. asperellum (as) 

  

  هيــودرمــا پــنج روز قبــل از زادماکدر آزمــون افــزودن تري

P. sojaeدام از تيمارهاي ک ، مرگ گياهچه در هيچک به خا

، شدت بيماري نيز )۳شكل(  نشدديدها ودرمک ترييگونه ها

تورهـاي  کو فا ) ۴شكل  ( اهش يافته کنسبت به شاهد آلوده     

رويشي هم در اين حالت افزايش يافته و حتي در برخي از            

 و ۳جدول ( تيمارها نسبت به شاهد سالم، افزايش نشان داد

اهش شـدت   ک ـنتـرل بيمـاري و      کها در   ترين گونه موفق) ۴

ــزايش فا ــاري و افــــ ــشيتکبيمــــ ــاي رويــــ   ورهــــ

T. orientalis ، T.brevicompactumو  T. spiraleبودند  .

تر واقع شده و تفاوت     مؤثراين آزمون نسبت به آزمون اول       

) LSD ( دار بين دو روش در آزمون حداقل اخـتلاف معنـي  

  ).۲جدول (بود  دارمعني≥P  ۵/۰ در سطح

  

  بحث 

لي د ترشحات مـايع خـارج سـلو       يها در تول  ن گونه يترموفق

  ،T. virens  ين بررس ـي ـد زئوسـپور در ا ياهش تولکجهت 

 T. brevicampactom لسن يقات نيه بر اساس تحقک بودند

 ي پس از رشـد رو T. brevicampactom اران گونه کو هم

آ انومي ـن و هارزيوتـس کيد تريع و جامد تول يشت ما کط  يمح

بـر  . شتر اسـت  يزان آن ب  يع م يشت ما کط  يه در مح  کنند  کيم

 ) Chet et al. 1997(مطالعـات چـت و همكـاران    اسـاس  

 كـه ميـزان زيـادي گلايـوويرين     T. virensهايي از موتانت

عامـل   (P. ultimumهاي پنبـه را از  كنند، گياهچهتوليد مي

  .كنندحفاظت مي) مرگ گياهچه

دار   هـــستهيهـــاسميـــروارگانکي از ميعيف وســـيـــط

  ه در  ک ـ ين زمـا  )يوتيارکپرو(اي  و پيش هسته   )يوتيارکوي(
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 يهاشاخص (ياط گلخانهيدر شرا(Ph)  پوسيدگي فيتوفتورايي سويا يماري بي رو(T)کودرما ي تريهاهين اثر جدايانگيسه مي مقا.۳جدول

  )شهي ريشيرو

Table 3. Mean comparison of Trichoderma (T) isolates on soybean Phytophthora (Ph) rot in vivo ( root growing factors 

  دار حداقل اختلاف معني آزمون در اند،شده داده نشان کساني حروف با ستون هر در كه هايي ميانگين. دهستن تكرار سه ميانگين اعداد جدول

)۵/۰P ≤  (دندارن دارمعني اختلاف يكديگر با. 
Values of table are average of three replicates. Means with the same letter in each column are not significantly different at least 
significant difference (P ≤ 0.5).  

  

 موجـود  ي قارچيواره سلوليا دي ن ويتيکشت آنها کط يمح

واره ي ـننـده د  کهي ـ تجز يهـا مي آنز يد بالا يل تول يباشد پتانس 

 يهـا  گونـه  يتيوپـاراز کيم م يت مـستق  يفعال.  را دارند  يسلول

ن يتــر از مهــميکــيودرمــا بــه عنــوان کيمختلــف قــارچ تر

 يهـا ه قـارچ  ي عل يستيت آنتاگون ي فعال ي آنها برا  يهازميناکم

 قلاب  يله ساختارها يوسه  ودرما ب کيتر.  است ياهيپاتوژن گ 

زبـان متـصل    يف م ي ـدن، بـه ه   ي ـچيا پ ي ـوم و   يمانند، اپرسور 

 ماننـد  کيتيدرولي ـ ه يهـا ميله ترشح آنز  يوسه  شوند و ب  يم

فـوذ  زبـان ن  ي م يواره سـلول  يناز و پروتئاز به د    يتيکاناز،  کگلو

  (Viterbo et al. 2002)نند کيم

نــاز و يتيکاز، ســلولاز، انــک گلو۳ و ۱بتــا م يد آنــزيــتول

ط يودرمـا در مح ـ   کيه تر ک ـي زمان يداريپروتئاز به طور معن   

زبـان  ي قـارچ م   يواره سـلول  ي ـا د يلاو شده   کف اتو يشت ه ک

ن ي ـن مشاهدات با ا   يا. افته است يش  يرده است، افزا  کرشد  

ن از  ي، سـلولز و پـروتئ     انک گلو ۳ و   ۱بتا  ن،  يتيکه  کقت  يحق

  هــاثــر قــارچک ايواره ســلوليــ مهــم ديبــات ســاختمانيکتر

Disease severity Shoot height Shoot fresh weight 

T+Ph Ph+T T+Ph Ph+T T+Ph Ph+T 

 

Treatment 

۳/۶۳ bcd ۶۶/۸۱ abc ۶/۷۸ cd ۹۳/۵۸ def ۴/۵ de ۴۲/۳ cd T. asperellum 

۸۳/۶۰ bcd ۸۳/۸۰ abc ۹/۷۲ fe ۷۵/۵۵ fe ۲۶/۴ gf ۹۳/۲ def T. ceramicum 

۷۵ab ۵/۷۷ bc ۹/۶۷ gf ۶۳/۵۹ def ۸/۳ hi ۰۴/۳ cdef T. harzianum 

۳/۲۸ ef ۳/۴۸ d ۳/۸۶ b ۹۸/۷۹ a ۵/۶ ab ۳۹/۴ b T. orientalis 

۳/۵۳ bcdef ۸/۷۰ bc ۳/۶۳ gh ۹۱/۶۲ de ۴hi ۱۸/۳ cdef T. koningi 

۵/۵۲ bcdef ۵/۷۲ bc ۲/۸۲ c ۹۱/۵۷ def ۰۷/۶ c ۴۳/۳ c T. atroviride 

۴۲/۷۰ bc ۱/۷۲ bc ۵/۶۲ hi ۶۳ de ۶۲/۴ fg ۵۲/۳ c T. koningiopsis 

۳/۴۳ cdef ۶/۶۱ dc ۳/۶۶ hg ۹۱/۵۹ def ۵/۳ i ۳۳/۳ cde T. virens 

۸/۴۰ def ۹/۴۷ d ۷۶/۷۹ cd ۳۳/۷۱ bc ۲/۶ abc ۴/۴ b T. brevicompactum 

۵۵ bcde ۵/۶۷ bcd ۷۴ de ۲۶/۶۵ cd ۸۷/۵۷ dc ۴ b T. viridescens 

۵/۴۴ cdef ۳/۷۳ bc ۳/۷۹ cd ۱/۶۰ def ۱۲/۵ ef ۱۴/۳ cdef T. pseudokoningii 

۰۸/۲۷ fg ۶۵ bcd ۴/۹۶ a ۳۸/۵۷ ab ۷/۶ a ۱/۴ b T. spirale 

۰g ۰ e ۱۶/۵۷ ij ۰۶/۵۷ ef ۵/۶ ab ۵۹/۶ a Co + 

۱۰۰a ۱۰۰ a ۶/۳۰ k ۶۶/۳۰ g ۵۲/۰ k ۵۲/۰ g Co - 

۷۵ab ۶/۷۵ bc ۵۳ j ۵۳f ۸/۲ j ۸۴/۲ ef Wb 
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ط ي پوسيدگي فيتوفتورايي و فاكتورهاي رويشي هوايي در شرايماري شدت بي رو(T) کودرماي تريهاهين اثر جدايانگيسه مي مقا.۴جدول

  ياگلخانه

Table 4. Mean comparison of Trichoderma (T) isolates on disease severity of Phytophthora rot disease and aerial growing 
factors, in vivo 

  دار حداقل اختلاف معني آزمون در اند، شده داده نشان کساني حروف با ستون هر در كه هايي ميانگين .هستند تكرار سه ميانگين اعداد جدول

)P ≤ 0.5 (ندارند دارمعني اختلاف يكديگر با. 
Values of table are average of 3 replicates. Means with the same letter in each column are not significantly different at least 
significant difference (P ≤ 0.5). 

  

 يهـا ميه آنـز  ک ـشنهاد اسـت    ي ـن پ ي ـ ا ي برا يهستند، اساس 

ــه ــ تولکيتيدرولي ــي ــده ب ــه د ش ــشکيله تريوس ــا نق   ودرم

  ننــد کي مــي بــازياهيــ گيب بيمارگرهــايــ در تخريمهمــ

)El-Katanty et al. 2001( 

 يهاق گونه ين تحق يم در ا  يت آنز يزان غعال ي م يدر بررس 

، بـه مـدت     يع معـدن  يط مـا  يشت شده در مح ـ   کودرما  کيتر

ه بـر   ک ـ شـدند    يداران خوردن نگـه   کهفت روز درحالت ت   

 ارانکزالديوار و هم  و  ) ۲۰۰۵( ارانکون و هم  ج  ياساس نتا 

 در پـنج روز اول      ودرمـا کيم در تر  يد آنز يزان تول يم) ۲۰۰۱(

ثر ک پنجم تا هشتم به حدا     يافته و در روزها   يش  يشت افزا ک

ابـد  يياهش م ـ کج  يتدره  رسد و پس از آن ب     يزان خود م  يم

)El-Katanty et al. 2001 .(  

توفتـورا  يوم ف يسليه م ک يدر سنجش فعاليت آنزيمي زمان    

شتر شده  ي ب يميت آنز يزان فعال يشت اضافه شد م   کط  يبه مح 

   ،P. capsiciوم يسلي ـه مک ـ ارانک ـتونـدج و هم  جيه با نتاک

P. citrophthora و P. palmivoraشتکــط ي را بــه محــ  

T. asperellum  رده بود و باعث پـنج برابـر شـدن    کاضافه

سـلولاز  لي ـمتيسک ـربوکاز و   انک گلو ۳ و   ۱بتا  م  يت آنز يفعال

Root length Root dry weight Root fresh weight 

T+Ph             Ph+T T+Ph Ph+T T+Ph Ph+T 
Treatment 

۵/۱۴ bc ۲۵/۸ def ۱۷/۰ dc ۰۸/۰ ef ۶۹/۰ de ۳/۰  fg T. asperellum 
۷۶/۱۱ def ۶/۷ fe ۱/۰ g ۰۷/۰ gh ۴۲/۰ h ۲۵/۰  h T. ceramicum 
۴/۱۰ f ۵۶/۷ fe ۱۶/۰ d ۰۵۷/۰  i ۶۶/۰ ef ۲۴/۰ h T. harzianum 
۷۶/۱۵ ab ۶۶/۱۲ bc ۲/۰ c ۱/۰  d ۸۵/۰ d ۴۳/۰ d T. orientalis 
۴/۱۲ ed ۹ ed ۱۲/۰ f ۰۵۳/۰ i ۴۸/۰ gh ۲/۰ h T. koningi 
۷/۱۲ d ۵۱/۹ d ۱۳/۰ fe ۰۷۲/۰  g ۵۵/۰ fg ۳۲/۰ fe T. atroviride 
۹/۱۰ ef ۱۶/۹ ed ۱۳/۰ fe ۰۸۷/۰ ef ۵۳/۰ gh ۳۴/۰ e T. koningiopsis 
۵/۱۰ f ۹۱/۸ edf ۱۱/۰ fe ۰۹۶/۰ de ۵۲/۰ gh ۴/۰ d T. virens 

۶۶/۱۵ abc ۵۸/۱۱ c ۲۵/۰ b ۱۱/۰ c ۹۶/۰ bc ۵۳/۰ d T. brevicompactum 

۵۳/۱۲ de ۱۳/۹ ed ۱۳/۰ ef ۰۷۱/۰ gh ۵۴/۰ gh ۳/۰ fe T. viridescens 

۴/۱۴ c ۳۳/۷ f ۲۵/۰ b ۰۵۹/۰ i ۷۴/۰ d ۲۳/۰ h T. pseudokoningii 

۰۸/۱۶ ab ۰۸/۱۴ b ۳۱/۰ a ۲۲/۰ b ۹۸/۰ b ۸۴/۰ b T. spirale 
۰۸/۱۷ a ۰۸/۱۷ a ۳۱/۰ a ۳۱/۰ a ۱۳/۱ a ۱۶/۱ a Co + 
۴۶/۳ g ۴/۳ g ۰۲/۰ i ۰۲۱/۰ j ۰۸۸/۰ j ۰۹/۰ i Co - 
۱۳/۴ g ۱۶/۴ g ۰۶/۰ h ۰۶۱/۰ hi ۲۸/۰ i ۲۵/۰ h Wb 
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زان ي ـ مارانک ـتوندج و همج يدر نتا. شده بود، مطابقت دارد   

 ۳ و   ۱بتـا   شتر از   ي ـسـلولاز ب  لي ـمتيسک ـربوک ميت آنز يفعال

 ۳ و ۱ بتا آنزيمي فعاليت ين بررس ي در ا  ياز بوده ول  انکگلو

 ـ ها گونه همه در انازکگلو  بيـشتر از   T. ceramicumجـز ه ب

  .اناز بوده استکگلو ۴ و ۱ فعاليت آنزيم بتا

 شناسـايي  بـراي  خـوبي  روش آزمايشگاهي هايبررسي

 شـود، مي محسوب آنتاگونيست ايهميكروارگانيزم مقدماتي

 يـك  بـودن  مفيـد  تـوان نمـي  آزمايشگاه نتايج اساس بر ولي

 اثـر  آزمايـشگاه عمومـاً   در زيـرا  كـرد،  تعيين را آنتاگونيست

 يـك  روي بيمـاري  عامـل  بـا  تقابل در مستقيماً آنتاگونيست

 اثـر  كـه حـالي  در شـود  مـي  بررسـي  غـذايي  كـشت  محيط

 زيادي عوامل تأثير تحت طبيعي محيط در هاميكروارگانيسم

 سـاير  رفتـار  و بافـت خـاك   رطوبـت،  اسـيديته،  دمـا،  نظير

 در جدايـه  يك است ممكن  مثلاً.باشدمي هاميكروارگانيسم

 محيط در اما باشد داشته عامل بيماري بر قوي اثر آزمايشگاه

 ظاهر موفق نتواند هاآنتاگونيست ساير با رقابت در و طبيعي

 مـورد آزمـون در      يهـا  گونـه  يمن علـت تمـا    يشود، به هم  

ــآزما ــه بررســي شــدند يشگاه، در شــراي ــدر و  .ط گلخان ه

ه اسـتقرار و  ک ـنشان دادند ) Hadar et al. 1978 (ارانکهم

اربرد آن دارد و    ک ـ بـه    ي بـستگ  کودرمـا در خـا    کير تر يثکت

ر شود و سـپس     يثک سبوس گندم سترون ت    يه رو ک يهنگام

شـود و   ير م ـ ي ـثکون برابر ت  يلي م کي اضافه شود تا     کبه خا 

 ۳۶ تـا    ۹ کاربرد در خـا   ک ـ آن از زمـان      يدارياستقرار و پا  

 از يک ـين روش يرسد اينظر مه ب. هفته به طول مي انجامد    

بـا توجـه بـه      . باشديودرما م کياربرد تر ک يهان روش يبهتر

 يهان روش به گلدان   يودرما با ا  کي تر يهاهين مطلب جدا  يا

  ه ک ـ ي زمـان  يادر آزمـون گلخانـه    .  اضـافه شـدند    يشيآزما

ودرما صورت گرفت،   کي زودتر از تر   يماريزني عامل ب   مايه

ن ي ـاهچـه را داشـته،و در ا      ي گ يبيمارگر فرصت استقرار رو   

 يمارينترل بک باعث T. brevicompactumحالت تنها گونه 

ودرمـا  کي تر يهـا گر گونـه  ي د ياهچه شد ول  يو مانع مرگ گ   

 ـاهچـه شـوند  ينتوانستند صد درصـد مـانع از مـرگ گ        ي ول

اهش ک ـ يا نسبت به شـاهد آلـوده تـا انـدازه        يماريشدت ب 

ودرمـا زودتـر از قـارچ       کيزني تر كه با مايه   افت، در حالي  ي

ر فراريـشه  يودرما فرصت استقرار و تسخ کي تر يماريعامل ب 

ر ي اضافه شد به علت تسخيماريه عامل بک يافته و زمان يرا  

تنهـا  ودرمـا، بيمـارگر     کياه توسط تر  يشه گ ي اطراف ر  يفضا

اهچه ي شده و مرگ گ  ي فرع يهاشه  ي ر يقادر به استقرار رو   

ن ي ـاهش يافـت ، ا    ک ـز  ي ـ ن يمـار يده و شدت ب   يبه صفر رس  

 (Hadar et al. 1978)  ارانک ـهـدر و هم ج با تحقيقات ينتا

ــ ــارچ کـ ــتفاده از  Rhizoctonia solaniه قـ ــا اسـ   را بـ

T. harzianum نترل نمودند مطابقت داردک.  

  هکــ ـوان گفـــت تـــي مــ ـيلـــکد يـــ دکيـــدر 

T. brevicompactum بــه يشگاهيــه در مطالعــات آزماکــ 

اي هاي گلخانهعنوان گونه موفق شناخته شده بود در بررس    

ــدت ب  ــست از ش ــاريتوان ــزا  ک يم ــث اف ــته و باع ش ياس

تـوان آن را بـه عنـوان    ياه شـود و م ـ ي گ يشي رو يتورهاکفا

  . نمودي معرفيمارين بينترل اکن گونه جهت يبهتر
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