
 1391جلد / 4شماره  22جلد /  نشریه دانش کشاورزي و تولید پایدار

    Trichoderma virensهاي   در  جدایه ايبرون یاخته گلوکاناز 3و1بتا  یگیري فعالیت آنزیماندازه
  میري خیار هاي  برتر در کنترل بوتهو انتخاب جدایه
  2اعتباریانحسن رضا و  2نوازاالله صاحبانی، *1فاطمه زواري

  
  6/3/91: تاریخ پذیرش      8/6/90: تاریخ دریافت

  شناسی پردیس ابوریحان دانشگاه تهرانفارغ تحصیل کارشناسی ارشد بیماري  -1
  عضو هیأت علمی گروه گیاهپزشکی پردیس ابوریحان دانشگاه تهران -2
 E-mail: zzz.fatemeh@gmail.com   مسئول مکاتبه*

  

  چکیده
 همچنین و گلوکانازي 3و1 بتا آنزیمی فعالیت میزان نظر از  Trichoderma virens جدایه چهار پژوهش این در

. . شدند بررسی آزمایشگاه و گلخانه شرایط در (Phytophthora drechsleri)  خیار میري بوته بیماري کنندگی کنترل
 فرار مواد اثر آزمون و متقابل روش کمک به گوناگونی هايآزمایش فوق، هايجدایه آنتاگونیستی فعالیت بررسی براي
 هايجدایه رشد روي)  گرادسانتی درجه 40 و 30 ،25 ،20 ،15 ،5( دما و) 9 و pH )3، 5، 7، 8 اثر همچنین.  گرفت انجام

 متیل کربوکسی داراي آگار آب کشت محیط در فوق هايجدایه ايپرگنه رشد میزان. شد بررسی تریکودرما
 3و1بتا فعالیت میزان و هاجدایه ايپرگنه رشد میزان میان کهدیده شد   و گرفت قرار ارزیابی مورد نیز  (CMC)سلولز

 گونه که داد نشان پژوهش این از بدست آمده نتایج کلی بطور. دارد وجود مستقیمی ارتباط هاآن از مترشحه گلوکانازي

T. virens 304 و T. virens 414.8  بیولوژیک کنترل درP. drechsleri  نتایج همچنین. بوده هاجدایه دیگر از تواناتر 
 دو این میان نتیجه در شد، ارزیابی مثبت گلوکانازي 3و1 بتا فعالیت میزان و کنندگی کنترل درصدمیان  همبستگی
  .دارد وجود مستقیمی رابطه شاخص

  

   Phytophthora drechsleri همبستگی، بیولوژیک، کنترل خیار، میري بوته گلوکاناز، 3و1 بتا آنزیم  :کلیديهاي واژه
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Abstract 

In this study four isolates of  Trichoderma virens (T.virens 414, T.virens 414.8, T.virens 304 

and  T.virens 404.4) were compared based on extra cellular β-1,3 glucanase production and 

biological control of root rot cucumber (Phytophthora drerchsleri) in laboratory and green house 

experiments.The in vitro potential of those isolates were evaluated against  P.drechsleri  through 

production of volatile and dual culture. The pH (3, 5, 7, 8, 9) and temperature effects(5, 15, 20, 25, 

30, 40˚C) on Trichoderma mycelial growth were also evaluated. Colony growth rate of thease 

isolates were also studied in water agar culture medium containing carboxy methyle cellulose 

(CMC) and showed direct correlation with β-1,3 glucanase secretion. According to results T. virens 

304 and T. virens 414.8    were the best isolates in biocontrol of . drechsleri. Result also showed 

direct correlation between β-1,3 glucanase secretion and inhibition growth of phytophthora  

mycelium and reduction of phytophthora infection. 
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  مقدمه 
مهمترین و اصلی ترین مکانیسم بیوکنترلی که 
باعث شده تریکودرما به عنوان یک آنتاگونیست بکار 

- آنتی تولیدو ) 2003هاول (رود صفت، میکوپارازیتیسم 

تی آلبرسیواسیسی تام پارام و قیس(آن است  بیوتیک
شامل  .Trichoderma sppترکیبات ضد قارچی ). 1998

که اغلب ) 1998لوریتو (آنزیم هاي لیتیک متنوعی است
کوبیکک و همکاران (آنها نقش زیادي در بیوکنترل دارند 

تعداد زیادي از آنزیم هاي تجزیه کننده دیواره ). 2001
تریکودرما خالص گوناگون از استرین هاي  یاخته اي
  ).  1998لوریتو (اند شناسایی شدهسازي و 

از جمله مهمترین . . . کیتیناز، گلوکاناز و پروتئاز و 
باشند که این آنتاگونیست میبرون یاخته اي هاي آنزیم

یاخته در مکانیسم هیپرپارازیتیسم قادر به تجزیه دیواره 
بنابراین در مکانیسم . ها هستندبسیاري از قارچ اي

هاي کودرما، استفاده از آنزیمهاي تریکنترلی گونه
هیدرولازي نظیر کیتیناز و گلوکاناز است که باعث 

- عوامل بیماريیاخته اي  پاشیدن ساختارنابودي و فرو

سلولی، جا  که دیواره از آن. گرددزاي گیاهی می
هاي هیدرولازي ترین سد در برابر آنزیمنخستین و مهم

دیواره قارچی از  دهندهبردن اجزاي تشکیل میاناست، از 
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جمله کیتین و گلوکان وظیفه اختصاصی بسیاري از این 
  ).     1996هاران (باشد ها میآنزیم

Phytophthora drechsleri   یکی از بیمارگرهاي مهم
 داراي آنیاخته اي  دیواره. در اغلب مناطق کشور است

و بتا  3و1و بتا ) گلوکان 4و1هاي بتا زنجیره(سلولز 
بنابراین ). 1973بارت نیکی و لیپمان (ن است گلوکا 6و1

. هاي سلولازي داردحساسیت بالایی نسبت به آنزیم
مطالعات ژنتیکی روي محتواي پروتوپلاست فیتوفتورا 

دهد که سلولاز و لامیناریناز بطور کامل دیواره نشان می
  ).1996اروین و ریبریو (کند یرا حل م یاخته اي

ــا  ــوا 3و1بت ــان  در دی ــه ايره گلوک ــب  یاخت اغل
برگتر  -بارتو( ها وجود داردها به جز در زیگومیستقارچ

گلوکـان بـه خـاطر غـالبیتی کـه       3و1بتـا  ) 1983و گورین 
هـا  قارچ یاخته ايساکاریدها در دیواره پلی دیگرنسبت به 

بـا توجـه بـه ایـن     . دارد، بیشتر مورد مطالعه قـرار گرفتـه  
 .P یاختـه اي که بیشترین ترکیبات دیـواره  موضوع و این

drechsleri       سلولزي هستند بـر آن شـدیم کـه تحقیقـات
در این .  گلوکاناز متمرکز کنیم 3و1خود را روي آنزیم بتا 

 Trichodermaهـاي  میزان کنترل کنندگی جدایـه تحقیق، 

virens   علیهP. drechsleri    در شرایط آزمایشگاهی و
 3و1با میزان فعالیت آنزیمـی بتـا    آن با گلخانه  و ارتباط 

  . ها بررسی شده استگلوکانازي این جدایه
  

  مواد و روش ها
  هاجدایه  بیمارگر و آنتاگونیست

 (Phytophthora drechsleri)قارچ عامل بیماري         

Tucker. هاي خیار آلوده جداسازي شده که از گیاهچه
بود از موسسه تحقیقات گیاهپزشکی کشور تهیه شد و 

 CMAپس از تک ریسه کردن این جدایه روي محیط 
که قابلیت   T. virensجدایه  4. تکثیر  و نگهداري شد

ها  در پردیس ابوریحان بررسی گردیده آنتاگونیستی آن
پزشکی یاهاز کلکسیون گروه گ) 1386تابع بردبار، (بود 

  .حان دانشگاه تهران دریافت گردیدیپردیس ابور

هاي تریکودرما روي بررسی اثر آنتاگونیستی جدایه
P.drechsleri  مواد فرار ساختبه روش آزمون  

این آزمون، بر اساس روش فیدامن و رزال    
درصد بازداري از رشد میسیلیوم . انجام شد) 1994(

. به شاهد محاسبه شدقارچ بیمارگر در روز هفتم نسبت 
تکرار  5این آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی در 

  .انجام شد
  

 هاي تریکودرما روي بررسی ماکروسکوپی تأثیر جدایه

P.drechsleri با روش کشت تقابل  
این آزمون بر اساس روش به کار گرفته توسط دنیس و 

تیمار شاهد تنها قارچ در  . انجام گرفت) 1971(وبستر 
بیمارگر کشت شد و به جاي پلاك تریکودرما، یک پلاك 

هاي سپس تشتک. قرار داده شد  PDAمتري میلی 5
. نگهداري شدند  25±1پتري در انکوباتور با دماي 

درصد بازداري از رشد میسیلیوم قارچ بیمارگردر روز 
این آزمایش در قالب  . سوم نسبت به شاهد محاسبه شد

    .تکرار انجام شد  4طرح کامل تصادفی در 
  

  هاي تریکودرما بر میزان رشد جدایه  CMCتأثیر افزودن 
 يهاجدایه در این آزمایش میزان رشد پرگنه   

دار تریکودرما در دو محیط کشت آب آگار و آب آگار 
به محیط . مقایسه شد) کربوکسی متیل سلولز( CMCاي 

افزوده شد و  CMCدرصد،  5/0کشت آب آگار به میزان 
هاي متري جدایهمیلی 5هاي سپس پلاك .اتوکلاو گردید

تریکودرما در ظروف پتري کشت داده شد و در دماي 
هاي مساحت کلونی. درجه سانتیگراد نگهداري شدند 25

. کشت محاسبه گردیدز س اپساعت  48تریکودرما در 
 3آزمایش با طرح فاکتوریل در قالب کاملاً تصادفی با 

  .انجام شدتکرار 
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 يدماها در کودرمایتر يهاهیجدا رشد زانیم سهیمقا
  گوناگون

 هــايجدایــه  يروزه 5 کلــونی حاشــیه از ايقطعــه         
  PDA کشـت  محـیط  روي متـر میلـی  5 قطر به تریکودرما

 ،25 ،20 ،15 ،5 دماهـاي  در پتري هايتشتک و شد منتقل
 شـعاعی  رشـد . شـدند  نگهـداري  سانتیگراد درجه 40 ،30

. شـد  گیـري انـدازه  کشـت  پـس از  سـاعت  72  هايجدایه
 3 بـا  تصـادفی  کـاملاً  قالـب  در فاکتوریل طرح با آزمایش
  .نجام شد تکرار

  
 يها pH در کودرمایتر يهاهیجدا رشد زانیم سهیمقا

  مختلف
 از متـر  میلـی  5 قطـر  بـه  هـایی پلاك آزمون این در        
 و برداشته تریکودرما هايجدایه يروزه 5 کلونی حاشیه

 کشـت    9 ،8 ،7 ،5 ،3 هـاي  pH با PDA کشت محیط در
 توسـط  محـیط  pH. شـدند  نگهداري 25 ± 2 دماي در و

HCl 1/0  و نرمـال  NaOH 1/0  اتـوکلاو  از قبـل  نرمـال 
 تریکودرمـا  هـاي جدایـه  شعاعی رشد. گردید تنظیم کردن

 طـرح  با آزمایش. شد گیرياندازه کشت از بعد ساعت 48
 صـورت  تکـرار  3 بـا  تصـادفی  کـاملاً  قالـب  در فاکتوریل

  . گرفت
  

  ايهاي گلخانهبررسی
به خاك ،   P. drechsleriبراي افزودن زاد مایه         

و زاد ) 2000بورنز و بنسون (فیتوفترا روي لوبیا سفید 
مایه قارچ تریکودرما، روي سبوس گندم کشت  و تکثیر 

بهره گیري   Beith Alphaدر این آزمایش از رقم  . شد
 6این آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی شامل . شد

  :تیمارها شامل. تکرار انجام شد 3تیمار در 
T. virens 414 + P. drechsleri 
T. virens 414.8 + P.drechsleri 
T. virens 304 + P. drechsleri 
T. virens 401.4 + P. drechsleri 

  P. drechsleri) فقط(شاهد بیمار 
  سالمشاهد 

گرم به ازاء یک  5به نسبت  P. drechsleriزاد مایه 
هاي جدایه چنین زادمایهکیلوگرم  خاك اضافه شد، هم

 15به نسبت ) تکثیر شده روي سبوس گندم(تریکودرما 
اعتباریان (گرم به ازاي یک کیلوگرم خاك، اضافه شد 

یک روز قبل از کاشت   P. drechsleriزادمایه   و )2000
هاي تریکودرما در روز کاشت بذرها، به و زادمایه  جدایه

و  )2000اعتباریان و همکاران ( ها اضافه شدخاك گلدان
هاي سالم نسبت به هفته پس از کاشت درصد گیاهچه 3

همچنین ارتفاع ، وزن تر و . شاهد سالم شمارش شد
نیز ) قطع شده از محل طوقه(ها هوایی بوته خشک اندام

 .در شرایط گلخانه بررسی شد

  
گلوکاناز در  3و1بتا برون یاخته اي مقایسه میزان آنزیم 

   Trichoderma virensگوناگونهاي یهجدا
  هاي تریکودرماکشت جدایه

لیتر از محیط کشت  مایع را در میلی 30مقدار 
لیتري ریخته و  پس از اتوکلاو، میلی 50هاي لوله فالکن

 2متر از حاشیه کشت میلی 5پلاك به قطر  10به هر لوله 
ها در سپس لوله. ي هر جدایه قارچ اضافه شدروزه

درجه  25± 2دستگاه انکوباتور شیکر دار  در دماي 
روز  نگهداري  7به مدت  rpm 100 گراد و دور سانتی
  دار ايمحیط کشت مایع ). 2005کار و همکاران (شدند 

NH 4NO3)2 گرم( ،K2HPO4  )1گرم(  ،MgSO4 )5/0 
 CuSO4، )گرم 01/0( FeSO4، )گرم  5/0( KCl، )گرم 

به عنوان منبع کربنی   CMCدرصد  5/0و )  گرم 005/0(
 4این آزمایش شامل .  (Kaur et al., 2005)افزوده شد
هاي تریکودرماي کشت شده در شامل جدایه(تیمار اصلی

و یک تیمار ) ها و منبع کربنینمک ايدارمحیط 
محیط کشت حاوي منبع کربنی که قارچی در آن (شاهد

  .انجام شدتکرار  6بود که در ) کشت نشده
روز،   7هاي تریکودرما به مدت رشد کافی جدایهپس از 

صاف  1محیط مایع  توسط کاغذ صافی واتمن شماره 
 دار اياز محیط کشت صاف شده به عنوان محلول . شد

و براي تغلیظ میزان بهره گیري شد هاي ترشحی پروتئین
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بهره گیري شد  1:1آنزیم آن  از استن سرد به نسبت 
  ).1384همکاران، بهرامسري و (

  
  گلوکاناز 3و 1بررسی فعالیت آنزیم بتا 

گلوکاناز به روش ابلز  3و1بررسی فعالیت آنزیم بتا        
مخلوط . انجام شدبا کمی تغییرات ) 1970(و فورنس 

درصد  4لیتر محلول کرویم 2/31واکنش شامل 
  (Laminarin from Laminaria digitata)لامینارین

، تهیه شده در بافر استات سدیم  Sigmaساخت کمپانی 
لیتر از محلول میکرو 5/62و  pH) 5(مولار  05/0

مخلوط حاصله براي مدت . آنزیم  بوددار اي  پروتئینی
. گراد نگهداري شددرجه سانتی 40دقیقه در حمام آب  10

به عنوان    (DNS)نیترو سالیسیلیک اسیداز معرف دي
 دستگاه به کمک. شد بهره گیريمتوقف کننده واکنش 

 500جذب نوري آن در طول موج  اسپکتروفوتومتر،
 3و1واحد فعالیت آنزیم بتا . گیري شدنانومتر اندازه

تواند در ، برابر با مقدار آنزیمی است که می (U)گلوکاناز
مشخص یک  میکرو  pHمدت یک دقیقه واکنش، در دما و 

. زاد نمایدلیتر مخلوط واکنش آمول گلوکز را در یک میلی
صورت مقدار فعالیت آنزیم به فعالیت ویژه آنزیمی، به

- موجود در محیط تعریف می (μg/ml)مقدار کل پروتئین 

گرم پروتئین جهت تعمیم فعالیت آنزیم به میلی .شود
ها موجود در عصاره، میزان پروتئین تام موجود در نمونه

  .تعیین شد) 1976(به روش برادفورد 
،کلیه آنالیزهاي آماري توسط ها آزمایش همهدر         

 همههمچنین  . انجام شد SAS ver 9.0نرم افزار 
  ≥ 05/0Pاي دانکن آزمون چند دامنه به کمکتیمارها با 
   .انجام شد

هاي میزان کنترل کنندگی جدایه تعیین میزان همبستگی
 3و1شرایط گلخانه و فعالیت بتا تریکودرما در 

هاي میزان همبستگی بین شاخص هاآنگلوکانازي 
اي و فعالیت آنزیمی گیري شده در آزمون گلخانهاندازه

  Excel 2003افزار گلوکانازي  با استفاده از نرم 3و1بتا 
  .تعیین شد

  
  نتایج

 P.drechsleriهاي تریکودرما روي اثر آنتاگونیستی جدایه
  مواد فرار  ساختبه روش آزمون 

 23/58با  T. virens 401.4در این آزمون جدایه         
و   P. drechsleriدرصد بازدارندگی از رشد میسیلیوم

درصد بازدارندگی از  10/35با  T. virens 304جدایه 
و  تواناترینبه ترتیب   P. drechsleriرشد میسیلیوم

. هاي تریکودرماي مورد استفاده بودندترین جدایهضعیف
درصد بازدارندگی از  26/46با  T. virens 414.8جدایه 

در یک گروه  T. virens 414رشد میسیلیومی با جدایه 
  ).1جدول (قرار گرفتند 

  
با  P. drechsleriروي  Trichodermaهاي جدایهاثر

  روش کشت متقابل
 46/26با  T. virens 304در این آزمون جدایه        

به   P. drechsleriدرصد بازدارندگی از رشد میسیلیوم
  T. virens 401.4جدایه .  کرد کارعنوان بهترین جدایه 

  T. virens 414.8درصد بازدارندگی و  جدایه  94/19با 
. آن قرار گرفتندپس از درصد بازدارندگی  15/13با 

درصد  43/8با  T. virens 414ي همچنین جدایه
- ضعیف  P. drechsleriبازدارندگی از رشد میسیلیوم

   ).1جدول (بود  شده ي تریکودرماي آزمایشترین جدایه
  

در محیط   Trichodermaهاي ارزیابی میزان رشد جدایه
    CMC کشت دار اي

- بر اساس جدول تجزیه واریانس میان جدایه

هاي تریکودرما و همچنین میان دو محیط کشت اختلاف 
مقایسه . داري در سطح  یک درصد دیده شدمعنی

هاي بدست آمده حاصل از رشد جدایههاي میانگین
در دو  T. virens 414.8 .گوناگون، نشان داد که جدایه
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، بیشترین CMCمحیط کشت آب آگار و آب آگار دار اي 
کمترین رشد را   T. virens 414میزان رشد و جدایه 

هاي فوق مقایسه میانگین رشد کلنی جدایه .داشته است
آزمایش نشان داد در این  CMCدر محیط کشت دار اي 

. داري داشتندها با شاهد اختلاف معنیي جدایهکه همه
  T. virens 414.8 بیشترین میزان رشد مربوط به جدایه

 T. virens 414و کمترین میزان رشد مربوط به  جدایه 
 T. virensو   جدایه  T. virens 401.4میان جدایه . بود

در ). 2جدول ( داري مشاهده نشداختلاف معنی   414
ها با شاهد اختلاف ي جدایهمحیط کشت آب آگار،  همه

در این محیط کشت بیشترین میزان . داري داشتندمعنی
دیگر . بود T. virens 414.8  رشد مربوط به جدایه 

هاي مورد آزمایش نیز در میان این جدایه و شاهد جدایه
 T. virens 304قرار گرفتند و در این میان جدایه 

  ).2جدول (ترین میزان رشد را نشان داد  کم
  

  
و آزمون ساخت مواد  )سوم روز(متقابل آزمون در کودرمایتري هاهیجدا توسط P. drechsleriی ومیلیسیم رشد کاهش درصد نیانگیم سهیمقا -1جدول 

  کودرمایتر هايجدایه برون یاخته اي گلوکاناز 3و1 بتا میآنز تیفعال زانیمو ) روز هفتم(فرار 

  .داري ندارندهایی که در هر ستون  داراي حروف مشترك هستند اختلاف معنیمیانگین
  

  )کشتپس از ساعت  48( و آب آگار CMC دار ايهاي تریکودرما کشت شده در محیط کشت مقایسه میانگین مساحت کلنی جدایه -2جدول

   .داري ندارندهایی که داراي حروف مشترك هستند اختلاف معنیمیانگین

هاي تریکودرما در دماهاي مقایسه میزان رشد جدایه
  گوناگون

هاي بدست آمده حاصل از رشد مقایسه میانگین
دماي مورد آزمون، نشان داد  6در  گوناگونهاي جدایه

بیشترین میزان رشد  T. virens 414.8ي که جدایه
به عنوان کند رشدترین  T. virens 401.4جدایه . داشت

- جدایه. جدایه در کل  دماهاي مورد آزمون معرفی شد

بین این  T. virens 304 و  T. virens 414هاي 
دماي آزمایش شده،  6از میان . دوجدایه قرار گرفتند

  جدایه  (U/μg protein)گلوکانازي 3و1فعالیت بتا  تست تقابل  مواد فرار

06/42  bc 43/8  d 67/1  c 
T. virens 414 

  26/46  b 15/13  c 41/15  b T. virens 414.8  
  10/35  c 46/26  a 09/22  a T. virens 304  

  23/58  a 94/19  b 75/14  b T. virens 401.4  

---- ---- 0 c شاهد  

  جدایه  (mm2) کشت آب آگارمحیط  CMC (mm2) محیط کشت آب آگار حاوي
00/2162  c 11/859  ab T. virens 414 

  
00/3229  a 

67/1031  a T. virens 414.8  

  
10/2795  b 

53/308  c T. virens 304  

  
70/2360  c 

00/720  b T. virens 401.4  

63/19  d 63/19  d شاهد  
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ترین دما گراد، به عنوان مناسبدرجه سانتی 25دماي 
 30آن دماي پس از هاي تریکودرما  و براي رشد جدایه
گراد درجه سانتی 20و  15دماي میان . درجه قرار داشت

 5در آخر نیز  دماهاي . داري مشاهده نشداختلاف معنی
ها گراد بودند که از لحاظ رشد جدایهدرجه سانتی 40و 

  .  داري نداشتنداختلاف معنی

  )کشت پس از ساعت 72(  شده شیآزماي دماها در کودرمایتري هاهیجدا رشد زانیم نیانگیم سهیمقا -3جدول
 C 15˚C 20˚C 25˚C 30˚C 40˚C˚5 جدایه

T. virens 414 

T. virens 414.8 

T. virens 304 

T. virens 401.4 

33/36  c 

33/58  b 

66/96  a 

00/18  d 

62/608  ab 

89/655  ab 

77/534  b 

00/741  a 

34/831  ab 

33/658  bc 

56/926  a 

c 36/571  

80/3895  a 

b 30 /3228 

b 40/2848 

b40 /2846 

70/2636  a 
a10 /3364  

a90/3458  

a30  /2605  

0 
0 

0 

0 

  .داري ندارندهایی که در هر ستون  داراي حروف مشترك هستند اختلاف معنیمیانگین

هاي تریکودرما در محیط کشت با جدایهمقایسه میزان رشد 
pH گوناگون هاي  

با توجه به جدول تجزیه واریانس در این 
هاي تریکودرماي کشت شده در جدایه میانآزمون 
داري در ، اختلاف معنیگوناگونهاي  pHهایی با محیط

  .سطح احتمال یک درصد وجود داشت
- هاي بدست آمده از رشد جدایهمقایسه میانگین

هاي مورد تریکودرما درتمامی محیط گوناگونهاي 
با   T. virens 414.8آزمایش نشان داد که جدایه 

 T. virensبیشترین میزان رشد در گروه اول و جدایه 

. با کمترین میزان رشد در گروه آخر قرار گرفت 401.4
بین این T. virens 304 و   T. virens 414هاي جدایه 

  .مجزایی قرار گرفتند دو جدایه هر کدام در گروه
هاي محیط میانبا توجه به جدول تجزیه واریانس 

که در این آزمایش بررسی شدند اختلاف  گوناگونی
دراین . .دیده شدمعنی داري در سطح یک درصد 

به عنوان pH  7و pH  5آزمایش محیط کشت  با 
به عنوان pH 9 ترین و محیط کشت بامناسب

 8pHهاي با  محیط کشت. نامناسبترین محیط معرفی شد

نیز به ترتیب بین این دو گروه به صورت مجزا   3pHو  
و بعد از  T. virens 414.8جدایه   3pHدر . قرار گرفتند
بیشترین میزان رشد را از  T. virens 401.4آن جدایه 

. خود نشان دادند و هر دو در یک گروه قرار گرفتند
 T. virens 304کمترین میزان رشد مربوط به جدایه 

 .Tبیشترین رشد را جدایه    5pHدر ). 4جدول (بود

virens 414.8 و کمترین میزان رشد را جدایهT. virens 

 T. virensو   T. virens 414بین جدایه . داشت 401.4

اختلاف معنی داري وجود نداشت و هر دو در  401.4
چنین و هم   7pHدر ). 4جدول (یک گروه قرار گرفتند

8pH  ها در یک گروه مجزا قرار دام از جدایههر ک
 T. virensبیشترین میزان رشد مربوط به جدایه . گرفتند

 T. virensو کمترین میزان رشد مربوط به جدایه  414.8

ن یبیشتر  T. virens 414جدایه   9pHدر . بود 401.4
کمترین میزان رشد  T. virens 304میزان رشد  و جدایه 

داري بین این را داشت دو جدایه دیگر بدون اختلاف معنی
  ).4جدول ( دو جدایه قرار گرفتند
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  کشت پس از ساعت 48 گوناگوني هاpH  با کشت طیمح  در کودرمایتري هاهیجدا رشد زانیم نیانگیم سهیمقا -4جدول
pH 9 pH 8 pH 7 pH 5 3pH  جدایه 

a90/2159  c70/3063  c  00/3007  c60/3028  b50 /2720  T. virens 414 

ab  90/2047  a30/4710  a  90/4899  a00/4805  60 /6923 a T. virens 414.8 

b  50/1631  b80/3701  b  40/4185  b10/4210  c10/2036  T. virens 304 

ab10/1657 d70/2340  d  70/2630  c20/2830  a00 /3502  T. virens 401.4 

  .داري ندارندهایی که در هر ستون داراي حروف مشترك هستند اختلاف معنیمیانگین
  )متر مربعبر حسب میلی(هاي تریکودرما هستند اعداد جدول مساحت کلنی جدایه

  
در جلوگیري از   Trichodermaهاي بررسی تاثیر جدایه

  خیار در شرایط گلخانه هايمرگ گیاهچه
که تمامی دیده شد ، 5ها در جدولبا مقایسه میانگین 

-تیمارهاي آزمایشی با شاهد سالم و آلوده اختلاف معنی
و   T. virens 304و  T. virens 414.8داري داشتند و جدایه 

و درصد کنترل کنندگی بهترین  29و  30به ترتیب با 
 .Tها براي کنترل بیماري بودند همچنین جدایه جدایه 

virens 401.4   درصد کنترل کنندگی با جدایه  66/24با
 .Tجدایه . هاي ذکر شده در بالا در یک گروه قرار گرفتند

virens 414    کمترین  درصد کنترل کنندگی را از خود
در آزمون ارزیابی ارتفاع قسمت ). 5جدول (نشان داد

 T. virens که جدایهدیده شد اي خیار ههوایی گیاهچه

به ترتیب بیشترین تأثیر را در  T. virens 304 و  401.4
ها داشتند و در یک گروه قرار افزایش رشد گیاهچه

تأثیر چندانی در   T. virens 414هاي  جدایه .گرفتند
- ها و با شاهد آلوده اختلاف معنیافزایش رشد گیاهچه

  ).5جدول (داري نداشت

ر آزمون ارزیابی وزن تر و خشک قسمت هوایی د  
بیشترین تأثیر  T. virens 401.4هاي خیار، جدایه گیاهچه

هاي خیار هاي هوایی گیاهچهرا در وزن تر و خشک اندام
 .Tو  T. virens 414.8هاي داشته داشته و پس از آن جدایه

virens 304 داري با هم قرار داشتند که اختلاف معنی
  . )5جدول ( در یک گروه آماري قرار گرفتندنداشته و 

  
اي گلوکاناز برون یاخته 3و1ارزیابی میزان فعالیت آنزیم بتا 

  هاي تریکودرمامترشحه از جدایه
 T. virens 304ها جدایه با مقایسه میانگین

پس . بیشترین فعالیت بتا گلوکانازي را از خود نشان داد
 T. virens و T. virens 401.4از آن به ترتیب جدایه 

ها مشاهده داري میان آنبودند که اختلاف معنی 414.8
کمترین میزان فعالیت بتا   T. virens 414 جدایه . نشد

گلوکانازي را از خود نشان داد که با شاهد اختلاف 
    ).1جدول (داري نداشت معنی

  
هاي رشدي و شاخص P. drechsleriروي درصد بوته میري ناشی از   Trichoderma virensهايجدایهمقایسه میانگین اثر  -5جدول

  ايگیري در شرایط گلخانهاندازه
(gr)وزن تر  وزن خشک(gr)  هاارتفاع گیاهچه(cm) تیمار درصد گیاهان سالم 

95/0  c 83/3 c  167/30 c  54/16 c  T. virens 414 + P. drechsleri 
29/1 b 44/5 b 06/48 b  00/30 b  T. virens 414.8 + P.drechsleri 
44/1 b 32/5 b 00/45 b 00/29 b  T. virens 304 + P. drechsleri 
31/1  b 03/6 b  66/51 b  66/24 b T. virens 401.4 + P. drechsleri 
88/1 a 60/9 a  86/93 a  66/96 a  شاهد سالم 
0 d  0 d  66/30  d  0 d P.drechsleri 

ها در هفته پنجم محاسبه شده، وزن تر و خشک گیاهچههابوته کاشت و ارتفاعپس از هاي سالم در هفته سوم درصد گیاهچه
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هاي میزان کنترل کنندگی جدایه تعیین میزان همبستگی
گلوکانازي  3و1شرایط گلخانه و فعالیت بتا تریکودرما در 

  هاآن
گیري هاي اندازهآزمون بین همه شاخصدر این 

گلوکانازي  3و1شده در گلخانه و فعالیت آنزیمی بتا 
میزان همبستگی بین این  .همبستگی مثبت وجود داشت

  .دست آمد، به91/0دو شاخص 
  

  بحث
 T. virensفرار، جدایه  ساخت مواد در  آزمون

 .Pدرصد بازدارندگی از رشد میسیلیوم 23/58با  401.4

drechsleri   بهترین و جدایهT. virens 304   10/35با 
  P. drechsleriدرصد بازدارندگی از رشد میسیلیوم

  .هاي تریکودرماي مورد استفاده بودندترین جدایهضعیف
در اثر ترکیبات   P. drechsleriدرصد بازداري از رشد 

نسبت  افزایشیبا گذشت زمان افزایش یافته و یک روند
به زمان داشت که ممکن است به دلیل تجمع بیشتر 
ترکیبات فرار طی گذشت زمان در محیط بسته داخل 

قطر کلنی  پژوهشالبته در در این . تشتک پتري باشد
عامل بیماري هر روز اندازه گیري شد ولی درصد 

هاي متابولیت. بازدارندگی فقط در روز هفتم محاسبه شد
و نیازي به  پخش شدهفرج خاك  وتوانند در خلل فرار می

ها تأثیر مستقیم با عامل بیماري براي تأثیر گذاري آن
ها احتمالاً بیوتیکشعاع تأثیر و نفوذ این آنتی. نیست
اي است که شعاع آن رابطه معکوس با وزن دایره

ماهیت جذبی محیط اخته شده، سمولکولی ماده شیمیایی 
-بیوتیکمصرف آنتیها براي و توانایی سایر اورگانیسم

بیکر ( ها و رابطه مستقیم با حلالیت و رطوبت خاك دارد 
  ). 1974و کوك 

 Trichodermaهايدر بررسی ماکروسکوپی تأثیر جدایه

در آزمایشگاه به روش کشت  P. drechsleriروي  
هاي که جدایهدیده شد ،  dual) (cultureمتقابل

تر اشغال سریعتریکودرما به دلیل سرعت رشد بیشتر و 

 P. drechsleriاي نسبت به سوبسترا در رقابت تغذیه
 .T و T. virens 414.8 همچنین جدایه. موفق بودند

virens 401.4   هاي توانایی رشد روي میسیلیومP. 

drechsleri بیشترین درصد بازدارندگی . را دارا بودند
 .Tدرصد در تقابل جدایه  46/26از رشد به میزان 

virens 304   و مشخص گردید دیده شد با عامل بیماري
 دیگراي بالاتري نسبت به که این قارچ قدرت رقابت تغذیه

- رقابت. دارد  P. drechsleriها در تقابل با قارچ جدایه

خاك نیز مانند محیط کشت براي هاي موجود در 
یابی به موادغذایی است که عامل اصلی محدود کننده دست

منطقه ). 1965کلارك (شود در خاك محسوب می
ریزوسفر نیز از نظر تراکم ماده غذایی غنی است در 

اي در آن منطقه حاکم است نتیجه رقابت سخت و فشرده
-و سرعت رشد زیاد هیف، تولید اسپور فراوان و جوانه

-هاي رقابت محسوب میزنی سریع اسپورها از قابلیت

، T. virens 304ي بنابراین جدایه).  1970گارت (شود 
که سرعت رشد  و  پژوهش مورد بررسی در این

ها داشتند ممکن اسپوردهی بیشتري نسبت به بقیه جدایه
ي ریزوسفر و ایجاد حفاظی در است در تسخیر منطقه

ها مؤثرتر جدایه دیگربرابر عوامل بیماریزا نسبت به 
  .بوده باشند

در این طرح با توجه به نتایج حاصل از سنجش میزان 
ي گلوکانازي در مورد چهار جدایه 3و1یت آنزیم بتا فعال

به محیط  CMCمذکور، در آزمایش دیگري با افزودن 
ها مورد ارزیابی کشت آب آگار میزان رشد این جدایه

آمده از مقایسه میزان رشد نتایج بدست. قرار گرفت
ساعت بر روي دو محیط  48هاي فوق در زمان جدایه

نشان داد که  CMC ار ايدکشت آب آگار و آب آگار 
به محیط کشت قارچ سبب بروز تغییراتی  CMCافزودن 

ها نسبت به محیط کشت آب آگار در میزان رشد جدایه
ها این تغییر در میزان رشد در تمامی جدایه. شده بود

به محیط  CMC، افزودن 3در جدایه .  مثبت ارزیابی شد
 درصد T. virens 401.4  69، در جدایه درصد 88کشت

  و در جدایه درصد T. virens 414.8  ،68در جدایه 
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T. virens 414 ، 60چنین . دیده شدافزایش رشد  درصد
به عنوان  منبع کربنی  که  CMCشود که استنباط می

توسط قارچ مصرف شده و در رشد آن تأثیر داشته 
  .است

pH  ،و دما دو فاکتور کلیدي براي رشد
ساخت تی هستند که مانند اسپورزایی و توانایی ساپروفی

فرار و غیر فرار در تغذیه، رقابت، میکوپارازیتیسم مواد 
براي متلاشی کردن دیواره (برون یاخته اي هاي و آنزیم

هاي در آزمون رشد جدایه. نقش دارند) سلولی بیمارگرها
هاي که جدایه گوناگون دیده شد هاي  pHتریکودرما در 

ها رشد کردند و pH تریکودرما در طیف وسیعی از 
5pH    7وpH   به عنوان مناسبترینpH  براي رشد

 ). 2003کردیکز و همکاران (ها در نظر گرفته شد جدایه
ها در خاکهاي مناطق مختلف که توان از این گونهپس می
متفاوت هستند استفاده کرد و نتیجه جالب  pHاز نظر 

  .توجهی گرفت
هاي تریکودرما در دماهاي در آزمون رشد جدایه

گراد به عنوان دماي درجه سانتی 25، دمايگوناگون
. هاي مورد آزمون معرفی شدبهینه براي تمامی جدایه

هاي نشان داد، دماي بهینه براي رشد گونه پژوهشاین 
ها در توان از این گونهو می تریکودرما متفاوت است، 

- اغلب گونه اگرچه. مناطق با دماي مختلف استفاده کرد

کردیکز و همکاران (هاي تریکودرما مزوفیل هستند 
هاي موجود در این آزمایش از بررسی کلی جدایه). 2003

گلوکاناز نشان داد که  3و1نظر میزان تولید آنزیم بتا 
با بیشترین میزان تولید آنزیم بتا  T. virens 304 جدایه

قرار ها در مقام اول گلوکاناز در میان این جدایه 3و1
در مقام  T. virens 414.8هاي گرفت و پس از آن جدایه

جا که از آن. ها تولید کننده آنزیم واقع شددوم جدایه
پژوهش  در اینبهره گیري شده هاي تریکودرماي جدایه

ها بودند آنتاگونیست هاي انتخاب شده در دیگر طرح
گري انتخاب شدند، و از روش غربال) 1386تابع بردبار، (

برون کدام یک جدایه نسبتاً خوب براي تولید آنزیم  هر
با توجه به وجود بتا . گلوکاناز بودند 3و1بتا اي یاخته

زاي هاي بیماريگلوکان در ساختار بسیاري از قارچ 3و1
هاي تریکودرما در گیاهی و نیز با در نظر گرفتن قابلیت

توان گلوکاناز می 3و1تولید مقادیر قابل توجه آنزیم بتا 
هاي پارازیت گیاهی را به عنوان بستر دیواره قارچ

گلوکاناز توسط  3و1مناسبی براي تولید آنزیم بتا 
کنترل  هايآزمایشموجوداتی از قبیل تریکودرما در 

  .بیولوژیک مورد استفاده قرار داد
اي تأثیر کنترل گلخانه هايآزمایشدر بخش 

 .Pي رو Trichoderma virensکنندگی چهار جدایه 

drechsleri در گیاه خیار مورد بررسی قرار گرفت .
ممکن است در خاکی که  P. drechsleriاووسپورهاي 

شود وجود داشته باشد و یا در آن جالیز کاشته می
همراه آب آلوده وارد شده، گیاهان را مورد حمله قرار 

رو زمان وقوع آلودگی در خاك مزرعه دهد از این
هاي تریکودرما در جدایه با افزودن. مشخص نیست

زا، امکان بیماري عاملپس از هنگام کاشت یک روز 
هاي آنتاگونیست در شرایطی که خاك بررسی اثر جدایه

اي گلخانه هايآزمایشدر . از قبل آلوده باشد فراهم شد
درصد کنترل  30با  T. virens 414.8هاي جدایه 

درصد کنترل  29با    T. virens 304کنندگی و جدایه  
 P. drechsleriکنندگی، بیشترین تأثیر را در کنترل 

هاي ي دیگر داشتند و به عنوان جدایهنسبت به دو جدایه
  . برتر برگزیده شدند

هاي تریکودرما  با تولید اسیدهاي آلی مثل گونه
 pHسیتریک و فوماریک اسید، باعث تغییر  -گلوکونیک 

فسفاتها ، عناصر میکرو و خاك می شوند و قابلیت حل 
کاتیون هاي معدنی مثل آهن، منگنز و منیزیوم را بالا می 

ها را براي متابولیسم هاي گیاهی قابل استفاده برند  و آن
-نتایج حاصل از اندازه). 2000بنیتز و همکاران (می کنند 

هاي خیار گیري وزن تر و خشک اندام هوایی گیاهچه
 .T و T. virens 414.8هاي دهد که جدایهنشان می

virens 304  هایی که نقش بیشتري در عنی همان جدایهی
ها داشتند، در افزایش وزن تر و افزایش رشد گیاهچه

ها نیز  بیشترین تأثیر را خشک اندام هوایی گیاهچه
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با توجه به اطلاعات موجود در این تحقیق، .  داشتند
مورد  تریکودرما به عنوان یک عامل بیوکنترلی موفق

توجه قرار گرفت و در پایان قابلیت بالاي این قارچ در لیز 
با میزان کنترل کنندگی یاخته اي  کردن و تخریب دیواره

P. drechsleri هاي  خیار  از طریق محاسبه در گیاهچه
شود چنین استنباط می. ها مقایسه شدآن میانهمبستگی 

ان اي، نتایج حاصل از سنجش میزکه مشاهدات گلخانه
هاي گلوکاناز مترشحه از جدایه 3و1فعالیت بتا 

میزان فعالیت آنزیم و  میانتریکودرما را تأئید کرده و 
هاي تریکودرما ارتباط درصد کنترل کنندگی جدایه

 ).2010یدیدیا و همکاران (شود مستقیمی مشاهده می
  .بود 8/0این دو شاخص  میان که نتایج همبستگیبطوري

  
  

  گیري کلینتیجه
 گوناگونهاي توان گفت جدایهدر پایان می

تحقیقات به عنوان  دیگرکه در گونه  تریکودرما همان
آنتاگونیست  بیمارگرهاي گیاهی مورد بررسی قرار 

هاي مؤثر خود را در گرفتند در این طرح نیز قابلیت
کنترل بیماري بوته میري خیار به بهترین شکل نشان 

اگرچه در .  T. virens 414.8 دادند مخصوصاً جدایه
ملاك اصلی در سنجش قدرت بیوکنترلی این  پژوهشاین 

گلوکاناز بوده، در  3و1ها میزان فعالیت آنزیم بتا جدایه
ها و هاي این جدایهقابلیت دیگرهاي آینده با تکیه بر طرح

ها  را توان تعدادي از این جدایهانجام کارهاي تکمیلی می
در کنترل بوته میري خیار به به عنوان آنتاگونیست مؤثر 
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