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 چكيده

 اسپور106 با غلظتT. harzianum BIفرنگي توسط جداية آنتاگونيست هاي گوجهگياهچه
و اسيدر ميلي د ساليسيليك به عنوان محرك شيميايي با غلظت پنج ميلي مولار به صورت ليتر

و تركيبي در شرايط گلخانه مايه زني شدند ابتدا اثر اسيد ساليسيليك بر رشد جدايه. جداگانه
و نتايج نشان داد كه تمامي غلظت هاي مورد استفاده اسيد ساليسيليك  آنتاگونيست بررسي شد

در. در مقايسه با شاهد شدندT. harzianum BI پرگنه جدايه باعث كاهش معني دار رشد
و جدايه آنتاگونيست بر فاكتورهاي بيماريزايي در گياهان آلوده با بررسي اثر اسيد ساليسيليك

نماتود، تيمار با جدايه آنتاگونيست به روش خيساندن خاك به همراه اسيد ساليسيليك به روش 
كاهش در تعداد تودة تخم به ازاء%65ش در تعداد گال، كاه%92اسپري روي برگ ها باعث 

و  شد%95هر گياه كاهش در متوسط تعداد تخم هاي درون هر كيسه تخم در مقايسه با شاهد
را بر كاهش شدت بيماري در شرايط گلخانه نشان داد در قسمت دوم تحقيق.و بهترين اثر

ف و اسيد ساليسيليك در القاء و فلاونوئيدنلتوانايي آنتاگونيست كل در بافت گياه گوجه كل
و فلاونوئيدميزان فنل. فرنگي بررسي شد كل از روز اول تا هشتم پس از مايه زني با نماتود كل

شداندازه به. گيري و قارچ آنتاگونيست با گياه آلوده ميزان فنل كل در تيمار اسيد ساليسيليك
و در اين روز به بيشترين نماتود از روز اول پس از مايه زني تا روز  چهارم افزايش يافت

و پس از آن رو به كاهش85/0مقدار خود يعني   ميلي گرم در يك گرم بافت ريشه رسيد
و داراي. گذاشت و پنجم داراي بيشترين مقدار اين تيمار در روزهاي دوم، سوم، چهارم

.اختلاف معني دار با ساير تيمارها بود فلا. ونوئيد كل در تيمار تلفيقي در روز چهارم ميزان
جز آنتاگونيست، اسيد ساليسيليك با گياه آلوده با نماتود در تمامي روزهاي نمونه برداري، به 

و مقدار آن در روز سوم به بيشترين حد خود  آخرين روز اختلاف معني داري با شاهد داشت
ك5/7يعني  و پس از آن به تدريج نتايج. اهش يافت ميكرو گرم بر گرم بافت ريشه رسيد

و اسيد ساليسيليك سبب القاء T. harzianum BIحاصل نشان مي دهد كه استفاده همزمان از 
و در نتيجه افزايش قابل توجه توان كنترل كنندگي آنها در مقايسه با تركيبات دفاعي گياه

. استفاده مجزاي اين عوامل شد

.كلك شيميايي، فنل كل، فلاونوئيدالقاء مقاومت، آنتاگونيست، محر:واژه هاي كليدي
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 مقدمه

، Meloidogyne هاي مولد گره ريشه از جـنس نماتود
و از بيمارگرهــاي مهـم گيــاهي، داراي پارازيـت اجبـاري

كنترل نماتود مولد گره ريشه به دليل. هستندانتشار جهاني 
دامنة وسيع ميزباني، دوره كوتاه چرخه زنـدگي، توليـد مثـل 

و انگل   Trudgill and)داخلي بودن آن دشوار مي باشد زياد،

Blok, 2001; Manzanilla-Lopez et al. امـروزه.(2004
و مشكلات مختلـف  و خطرات دلايلي از جمله هزينه بالا

راكشنماتودزيست محيطي، استفاده از  هـاي شـيميايي
در ). Whitehead, 1997(محدود يا ممنوع ساخته اسـت 

و در بعضي از موارد داراي هاي هاي اخير روش سال ايمن
و القـاء مقاومـت  كارايي بيشتر از جمله كنترل بيولوژيك

 در قـدم اولين. مطرح شده استنماتودبراي كنترل اين 

 در كـه اسـت هاييجدايه انتخاب بيولوژيك كنترل انجام

 در.باشـند كـارايي ميزان داراي بالاترين طبيعي شرايط
و شـيميايي فيزيكـي،يطشـرا بـا بايـد آنتاگونيست واقع

 به باشد داشته بيولوژيكي منطقة مورد استفاده سازگاري

و تكثيـرو شـده تثبيـت آنجـا در بتوانـد كه طوري يابـد،
بـه منطقـه ميكروفلور با بالا رقابت داراي قدرت همچنين
).1379مـنش، آهـون(باشـد بيمـاريزا عوامل با خصوص

اي جـزء قـارچ ه ـTrichodermaشبه گونه هاي جـنس
و و در دامنـه وسـيعي از آب معمول در طبيعت هـستند

 Harman(هوا از توندرا تا مناطق گرمسيري وجود دارند 

et al., 2004.( 
و نمـاتود القاء مقاومت، توليد متابوليت هاي ضـد ي

ــسم ــستقيم از مكاني ــسم م ــستي پارازيتي ــاي آنتاگوني ه
Trichoderma harzianum مولد گره ريـشه نماتود عليه 

 ).Sharon et al., 2001(باشد مي
 كـه دادنـد نـشان 2003 در سال همكارانو ناندي

ــه ــر علي ــسيليك ب ــيد سالي ــاربرد اس ــاتودك ــاي نم  ه
Globodera rostochiensis وG. pallida موجب القـاء 

 Nandi)هاي مرتبط با بيماريزايي مي شود سنتز پروتئين

et al., 2003).و همكاران در سال  نـشان 2001 كمستر
 مولــد سيـــست نمــاتود دادنــد كــه مقاومــت عليــه

)Heterodera trifolli (در گياهان شبدر با كاربرد اسـيد
 ). Kampster et al., 2001(ساليسيليك القاء ميشود 

و همكـاران بررسـي كنتـرل 1386در سال  مختاري
 Meloidogyne javanica مولـد غـده نمـاتود بيولوژيـك

 Pseudomonas flourescens توسط دو عامل بيـوكنترل
و نتـايج قابـل Trichoderma harzianumو  انجام دادند

به دست آوردند .)1386مختاري،(قبولي

گياهان استراتژي هاي متعددي بـراي دفـاع از خـود
دارند كه شامل عملكردهايي از قبيل موانـع فيزيكـي يـا 

سه گروه تركيبـات ثانويـه. تركيبات شيميايي مي باشند 
اي  و در ن فرايند ها نقش دارنـد؛ ترپنهـا، تركيبـات فنلـي

تركيبات حاوي نيتروژن، كه به احتمـال قـوي تركيبـات
و وسـيع تـرين گـروه بررسـي  فنلي رايج ترين تركيبـات

 ,Ruuhola& Yang(شــده در دفــاع گيــاه مــي باشــند 

2005.( 
فلاونوئيدها گـروه بزرگـي از تركيبـات فنلـي بـا وزن

3 كه اسكلت پايه ساختار آنها از ملكولي پائين مي باشند 
و يك گروه هيدروكسيل تشكيل شده اسـت . حلقه بنزني
هـاي تحقيقات اخير نشان ميدهند كه فلاونوئيدها ملكول

صـفات مفيـدو باشـند مي Multifunction)(چند نقشي 
 مـي هـاآنزيادي را براي سازگاري به گياه توليد كننـده 

.بخشند
هاي وابسته نقـش فنلو پلي ونوئيدهاهاي فلا از نقش

و اين  آنها در حفاظت گياهان عليه تهاجم ميكروبي است
هـا در گياهـان نيـست تنها به دليل نقش سـاختماني آن 

هـا در پاسـخ بـه بلكه فلاونوئيدها نيز مانند فيتوالكـسين 
 Grayer and( يابنـد حمله ميكروبي در گياه تجمـع مـي 

Harborne 1994, Harborn 1999(.
 .Tاز انجـام تحقيـق حاضـر اسـتفاده تـوأم از هدف

harzianum BI و اسيد ساليسيليك بـه منظـور بـه كـار
و يـك محـرك گيري تلفيقي از يك عامل آنتاگونيـست
شيميايي در جهت افزايش تـوان كنتـرل كننـدگي آنهـا 

. مولد گره ريشه بودنماتودعليه 

و روش ها  مواد
 عامل بيماري

- مولد گره ريشه از گلخانهودنماتهاي آلوده به ريشه
هاي گوجه فرنگي منطقه پيـشواي ورامـين جمـع آوري

 روي گوجـه Single egg mass با روش نماتودتكثير. شد
و شناسايي گونـهYفرنگي رقم ارلي اوربانا  نمـاتود انجام

.)Jepson, 1987(مطابق كليـد جپـسون صـورت گرفـت
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و چنـدين دوره تكثيـر متـ والي، پس از شناسـايي گونـه
شد M. javanica خالص نماتودجمعيت كافي  در. ايجاد

اين تحقيـق از لارو سـن دوم ايـن نمـاتود اسـتفاده شـد
)Hussy & Barker 1973(.

 جدايه آنتاگونيست
ــه از T. harzianum BIجداي ــه صــورت خــالص ب

و  آزمايشگاه گروه گياهپزشكي پرديس ابوريحان دريافت،
ح پس از انتقال به لوله   درجه4 در PDAاوي محيط هاي

ايــن جدايــه قــبلاً در ايــن.گــراد نگهــداري شــدســانتي
آزمايشگاه به عنوان عامل بيـوكنترل عليـه نمـاتود مولـد 
و خـواص آنتاگونيـستي  گره ريشه به كار گرفته شده بود

 از قـارچ ايـن اسـپورهاي.)1386مختـاري،(بالايي دارد

 لظتغ. تهيه شدPDAكشت محيط روي روزه10كشت

 مقطر استريل آب ليترميلي هر در اسپور106نيازكه مورد
 آب افـزودنو هماسـيتومتر لام از اسـتفاده بـا است، كه

 ).Batta, 1999( آمد دست به سترون مقطر
 محرك شيميايي

) آلمانMerck ساخت شركت(از اسيد ساليسيليك
 ,.Katoch et al( اسـتفاده شـدلار ميلي مـو5با غلظت

2005 .( 
آزمون اثر غلظت هاي مختلف اسيد ساليـسيليك

 به روش محـيط كـشت T. harzianum BIبر رشد 
 مخلوط با غلظت هاي مختلف اسيد ساليسيليك

ــت ــاي غلظ ــيد7و3،4،5،6ه ــولار اس ــي م  ميل
 PDAساليسيليك به صورت مخلـوط بـا محـيط كـشت

ــد ــه ش ــسك. تهي ــك دي ــري ي ــشتك پت در وســط هرت
م5/0ميــسليومي   .T تــري از كــشت ســه روزه ســانتي

harzianum BIدرتايــن تــش. قــرار داده شــد ك هــا را
گراد به مدت سـه روز درجه سانتي25انكوباتور در دماي

.داديمقرار 
هاي پتري شاهد توسط پس از پوشيده شدن تشتك

ريسه هاي قـارچ، ميـزان رشـد قـارچ در ظـروف كـشت 
ازه گيـري براي انـد.تيمارهاي مورد نظر اندازه گيري شد 

اي رشـد كـرده ها به صورت دايـره قارچ چون پرگنهدرش
ا  بهببودند و سپس مساحت پرگنه تدا شعاع آنها محاسبه

و بـا. دست آمد  5آزمايش در قالب طرح كاملاً تـصادفي
 ).Etebarian et al., 2005(تكرار انجام شد

اسـيدو BI  T. harzianumآزمون اثر مايه زنـي بـا
ب  در گلخانه يماريساليسيليك بر

بذور گوجه فرنگـي ضـدعفوني شـده بـا هيپوكلريـت
 درصـد در گلـدانهاي اسـتريل حـاوي خــاك5/0سـديم 

و مقـداري) 2:1:1(سترون شامل خاك، ماسه، كود برگ
و پرليت . كـشت گرديـد) يـك پـنجم هـر گلـدان(پيت

 برگـي توسـط4-6هاي گوجه فرنگي در مرحلـه گياهچه
و اسيد ساليسيليك به شرح زيـر مايـه قارچ آنتاگونيست

 ساعت بعـد هـر گياهچـه توسـط تعـداد24. زني گرديد 
مايـه M. javanica نمـاتود لارو فعـال سـن دوم 2000

 روز45گياهچه ها پس از مايه زني بـه مـدت. كوبي شد 
در شرايط مساعد گلخانه براي رشد گيـاه گوجـه فرنگـي

و16( ه درجـ28-26 ساعت تاريكي، دماي8 ساعت نور
و پـس از آن گياهچـه هـا) سانتي گراد نگهداري شـدند

براي سنجش فاكتورهاي مورد نظر به آزمايشگاه منتقـل 
با. شدند و در قالب طرح كـاملا6ً تيمار،9آزمايش  تكرار

.تصادفي انجام شد
هـر تكـرار بـه ازاء يـك(تيمار هاي زير اعمـال شـد

):گياهچه مي باشد
ــارچ)1 ــپور ق ــسيون اس درا106(سوسپان ــپور س
 ميلـي20 به مقدار�به روش خيساندن خاك) ليترميلي
 ). Tsd+ N(نماتود+ ليتر

ــارچ)2 ــپور ق ــسيون اس ــپور در106(سوسپان  اس
در) ليتـــرميلـــي بـــه روش غوطـــه ور كـــردن ريـــشه

ــسيون ــدت�سوسپان ــه م ــپور ب ــه5 اس ــاتود+ دقيق  نم
)Trd+N.( 

 ميلـي مـولار اسـيد ساليـسيليك بـه5غلظت)3
 ميلي ليتر به ازاء هـر25 خاك به مقدار روش خيساندن

 ).SAsd+N(نماتود+ گياه
 ميلي مولار اسيد ساليـسيليك بـه روش5غلظت)4

 ).SAsp+N(نماتود+ اسپري روي برگها
106( ميلي ليتـر سوسپانـسيون اسـپور قـارچ20)5

25+ بـه روش خيـساندن خـاك) ليتـر اسپور در ميلـي
ا5ميلي ليترغلظت سـيد ساليـسيليك بـه ميلـي مـولار

 ).Tsd+ SAsd+ N(نماتود+ روش خيساندن خاك 

1. Soil drench(sd) 
2. Root dip(rd)  
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106( ميلي ليتـر سوسپانـسيون اسـپور قـارچ20)6

5غلظت+ به روش خيساندن خاك) ليتراسپور در ميلي
ميلي مولار اسيد ساليسيليك به روش اسپري روي برگها

 ).Tsd+ SAsp+ N(نماتود+ 
-پور در ميلـي اسـ106(سوسپانسيون اسپور قارچ)7
 ميلـي ليتـر25+ به روش غوطه ور كـردن ريـشه) ليتر

ــت ــه روش5غلظ ــسيليك ب ــيد سالي ــولار اس ــي م  ميل
 ).Trd+ SAsd+ N(نماتود+ خيساندن خاك

 اســـپور در106(سوسپانـــسيون اســـپور قـــارچ)8
5غلظـت+ به روش غوطـه ور كـردن ريـشه) ليترميلي

ا سپري روي برگها ميلي مولار اسيد ساليسيليك به روش
 ).Trd+SAsp+ N(نماتود+ 

)شاهد( تنها نماتود)9
ها از خاك به طور كامـل ريشه،در مورد همة تيمارها

 در سوسپانـسيون8و2خارج شدند، در مورد تيمارهاي 
و نماتود، تيمار اسـيد+ درسوسپانسيون اسـپور7اسپور

و بقيــه تيمارهــا در آب ســترون  و نمــاتود، ساليــسيليك
و دوبــاره بــه گلــدان هــاي مــورد نظــر غو طــه ور شــدند

، تا شرايط بـراي همـة تيمارهـا يكـسان برگردانده شدند 
. باشد

ــاعي ــات دف ــي تركيب ــرات برخ ــي تغيي بررس
 بيوشيميايي گياه

و گياهچه هاي گوجه فرنگي مانند آزمايش قبل تهيه
 برگــي توســط سوسپانــسيون اســپور قــارچ6در مرحلــه 

زنـيو اسـيد ساليـسيليك مايـه آنتاگونيست مـورد نظـر
.گرديد

بهتـرين( در ايـن آزمـايش3 تيمار تلفيقي شـماره
براي انجام بررسي تغييرات ميزان) تيمار از آزمايش قبل 

كل در ريشه گياه انتخاب شـد  و فلاونوئيد تيمارهـا. فنل
:در اين بررسي شامل موارد زير مي باشند

و اسيد بدون تلقيح نماتود، آنتاگ(تيمار شاهد ونيست
نمـاتود، تيمـار اسـيد+، تيمار آنتاگونيست)ساليسيليك

ــسيليك  ــسيليك+ سالي ــيد سالي ــار اس ــاتود، تيم + نم
نماتود كـه ايـن تيمارهـا بـه صـورت زيـر+ آنتاگونيست
:اعمال شدند

ــارچ)1 ــپور ق ــسيون اس ــپور در106(سوسپان  اس
 ميلـي20به روش خيساندن خاك بـه مقـدار) ليترميلي
 ). Tsd+ N(نماتود+ ازاء هر گياهچه ليتر به

 ميلـي مـولار اسـيد ساليـسيليك بـه5غلظت)2
 ).SAsp+N(نماتود+ روش اسپري روي برگها

106(ميلي ليتر سوسپانسيون اسپور قـارچ20)3

5غلظت+ به روش خيساندن خاك) ليتراسپور در ميلي
ميلي مولار اسيد ساليسيليك به روش اسپري روي برگها

 ).Tsd+ SAsp+ N( نماتود+ 
.گياه سالم تيمار شده با آب مقطر استريل)4
با)5 . تنهانماتودگياه مايه زني شده

ايـن. تكـرار در نظـر گرفتـه شـد4براي هـر تيمـار
 بر پايـه كـاملا8ً×5آزمايش به صورت طرح فاكتوريل 

و5 شاملAفاكتور. تصادفي انجام شد  تيمار ذكـر شـده
،1،2،3،4،5،6نه برداري زمان نمو8 شامل B فاكتور

و. روز بعد از مايه زني بود8و7 تغييرات ميزان فنل كل
فلاونوئيد كل در ريشه گوجه فرنگـي در روزهـاي اول تـا 

.هشتم مورد ارزيابي قرار گرفت
 ارزيابي ميزان فنل كل

 تهيه محلول پايه غلظت هاي فنل استاندارد
در پنج ) Fluka, Germany( ميلي گرم اسيدكافئيك 10

و حجم نهايي محلـول  ميلي ليتر متانول خالص حل شده
شد50با آب مقطر به  سـپس مقـادير. ميلي ليتر رسانده

را5/0،1،2،3،4،5،6،8  ميلي ليتـر از ايـن محلـول
و حجم هر لولـه بـا جداگانه در لوله هاي آزمايش ريخته

شد10افزودن آب مقطر به   Seevers( ميلي ليتر رسانده

et al.,1971(.
 تهيه منحني استاندارد

 هـر يـك از غلظـت هـاياز ميلـي ليتـر5/0مقدار
مختلف اسيد كافئيك را در هفت ميلـي ليتـر آب مقطـر

و سپس   ميلي ليتر معرف فولين به آن اضـافه5/0ريخته
سه دقيقه بعد از افزودن معرف فولين يك ميلي ليتر. شد

و حجـم نهـايي محلول كربنات سديم اشباع به  آن اضافه
شد10محلول با افزودن آب مقطر به  . ميلي ليتر رسانده

س ج ـــ ـاعت مي ــ ـپس از گذشت يك  ذب نـور در ــ ـزان
nm 725 max = λشد . اندازه گيري

 ايــن مراحــل بــه طــور جداگانــه بــراي هــر كــدام از
بـراي صـفر. غلظت هاي مختلف اسيد كافئيك انجام شد

ــپكتروفتومت ــردن اس ــيدكافئيك ك ــد اس ــول فاق ر از محل
. براي هر نمونه سه تكرار در نظر گرفته شـد. استفاده شد

جهت تعيين فنل كل عصاره به دست آمده همانند روش
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تنها تفاوت در اين بـود. تهيه منحني استاندارد عمل شد
 ميلي ليتر عصاره استخراج شده گياه اسـتفاده5/0كه از 
.)Seevers et al.,1971(شد
 خراج فنل گياهاست

يك گرم بافـت ريـشه فنلي تركيبات استخراج جهت
و در درون هـاون گوجـه فرنگـي وزن شـد درون  چينـي

 بعد بافت خـرد شـده را . شد گيري نيتروژن مايع عصاره
و عصاره درصد 80 متانول ميلي ليتر10 به  منتقل كرده

. شـد سـانتريفيوژ دقيقـه5 به مـدت g4000حاصل در
 كـه است فنلي تركيبات حاوي ها لولهلداخ بخش رويي

 لوله در بعدي جهت آزمايشاتو شده جدا بافتي رسوب از

 سانتي درجه-20دماي در ليتري ميلي 10 دار درب هاي

 ).Seevers et al., 1971(شد نگهداري گراد
 بررسي تغييرات ميزان فلاونوئيد كل

و بكـر اسـتخراج كل به روش سـيدهوراج  فلاونوئيد
جهــت تعيــين ). Siddhuraju & Becker, 2003(شــد

مقدار فلاونوئيد كل براي هـر نمونـه، ميـزان جـذب هـر 

شدnm  510نمونه در طول موج براي هر نمونـه. تعيين
و سپس ميانگين جـذب هـر  سه تكرار در نظر گرفته شد

در نهايـت مقـدار فلاونوئيـد كـل بـر. نمونه محاسبه شد 
 Sigma) (Rutinم اساس استاندارد ميكـرو گـرم بـر گـر 

 ).Zishen et al., 1999(معادل بيان شد
 آناليز آماري داده هاي به دست آمده بـا اسـتفاده از

و ميانگين هـا بـا آزمـون چنـد SASنرم افزار  انجام شد
.مورد مقايسه قرار گرفت) p≤0.05(دامنه دانكن

و بحث  نتايج
بررسي اثر غلظت هاي مختلف اسيد ساليـسيليك

 به روش مخلوط با محيط T. harzianum BIبر رشد 
 كشت

نتايج اين آزمايش نـشان داد كـه تمـامي تيمارهـاي
مورد آزمايش سبب كاهش معني دار رشد پرگنه جدايـه 

T. harzianum BI 1شكل( در مقايسه با شاهد شدند.(

د. T. harzianum BI اثر غلظت هاي مختلف اسيد ساليسيليك بر رشد-1شكل با4اراي هر تيمار و ستون هايي كه  تكرار بوده
.داراي اختلاف معني دار مي باشند%)5سطح احتمال(حروف مختلف نشان داده شده اند بر اساس آزمون دانكن

اي با وجود مشاهده اثر سوء هاي گلخانهدر بررسي
اسيد ساليسيليك بر رشد پرگنه قارچ آنتاگونيست ولي 

و در استفاده توأم اسيد ساليسيل  T. hazrzianumيك

BI كنترل كنندگي مؤثر بيماري توسط اين تيمار ،
كه. مشاهده گرديد احتمال اين موضوع هم وجود دارد

و در شرايط ريزوسفر اسيد ساليسيليك اثري  در گلدان
و دايف. بر روي رشد قارچ آنتاگونيست هم نداشته باشد

بيان كردند كه بين ) Daayf et al., 2003(همكاران

و آزمايشاتآ  همبستگي in-vitroزمايشات گلخانه اي
.وجود ندارد

BI Tبررسي اثر مايه زني با .harzianum و اسيد
 بيماري در گلخانه ساليسيليك بر

تمامي متوسط تعداد گال به ازاء هر گياه در
تيمارهاي اعمال شده موجب كاهش معني دار متوسط 

 +Tsdرهاي تيما. تعداد گال در مقايسه با شاهد شدند

SAsp+ N وTsd+ SAsd+ N به ميزان بيشتري موجب 
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و ساير ).2شكل(تيمارها شدند كاهش گال هاي ايجاد شده در مقايسه با شاهد

و-2شكل بر. بر تعداد گالT. harzianum BI اثر تيمار با اسيد ساليسيليك ستون هايي كه با حروف مختلف نشان داده شده اند
،)نماتود تنها(شاهد: Control. تكرار مي باشد6هر تيمار داراي. داراي اختلاف معني دار مي باشند%)5در سطح(دانكناساس آزمون 

SA : اسيد ساليسيليك)mM 5(،T:T. harzianum BI ،N:M. javanica ،sd:Soil dreanch ،rd:Root dip ،sp:Spray.

تماميدرمتوسط تعداد توده تخم به ازاء هر گياه
تيمارهاي اعمال شده سبب كاهش تعداد توده هاي تخم 

 +Tsd تيمارهاي. ايجاد شده در مقايسه با شاهد شدند

SAsd+ N وTsd+ SAsp+ N در به ميزان بيشتري
و ساير تيمارها سبب كاهش تعداد توده  مقايسه با شاهد

).3شكل(هاي تخم ايجاد شده شدند 

اس-3شكل بر. تعداد توده تخم بر T. harzianum BIو يد ساليسيليك اثر تيمار با ستون هايي كه با حروف مختلف نشان داده شده اند
،)نماتود تنها(شاهد:Control. تكرار مي باشد6هر تيمار داراي. داراي اختلاف معني دار مي باشند%)5در سطح(اساس آزمون دانكن

SA :اسيد ساليسيليك)mM5(،T:T. harzianum BI ،N:M. javanica ،sd:Soil dreanch ،rd:Root dip ،sp:Spray.

 متوسط تعداد تخم به ازاء هر توده تخم
تمامي تيمارهاي اعمال شده سبب كاهش معني دار

تيمارهاي. تعداد تخم هاي درون توده هاي تخم شدند

Tsd+ SAsp+ N وTsd+ SAsd+ N وTrd+ SAsp+ N 
زان بيشتري سبب كاهش متوسط تعداد به ميTrd+ Nو

).4شكل(تخم گرديدند 
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و-4شكل ستون هايي كه با حروف مختلف. بر تعداد تخم درون هر توده تخم T. harzianum BI اثر تيمار با اسيد ساليسيليك
. تكرار مي باشد6هر تيمار داراي. داراي اختلاف معني دار مي باشند%)5در سطح(نشان داده شده اند بر اساس آزمون دانكن 

Control:نماتود تنها(شاهد(،SA :اسيد ساليسيليك )mM5(،T:T. harzianum BI ،N:M. javanica ،sd:Soil dreanch ،rd:Root 
dip ،sp:Spray.

كهاي گلخانهدر بررسي ه قارچ اي تيمارهاي تلفيقي
به صورت خيساندن خاك استفاده شد اثر بهتري بر

مي. كاهش ميزان بيماري داشتند رسد در روش به نظر
و  خيساندن خاك چون عامل آنتاگونيست در ريزوسفر

تواند به طور سطحي فراتر از آن حضور دارد، مي
. شودنماتودثرتري سبب جلوگيري از پيش روي مو

 نتايج محلول پاشيرت مصرف اسيد ساليسيليك به صو
تبهتري را نسبت به حالت خاك كاربرد يمارهاي در

.به صورت تنها نشان دادو تلفيقي 
مختاري در بررسي اثر تلفيق دو عامل بيوكنترل

T.harzianum BI وPseudomonas fluorescens عليه 
حالتي كه از قارچ به روش M.javanica نماتود

ت اسپري روي برگ باكتري به صور+ خيساندن خاك 
هاي گياه گوجه فرنگي استفاده شد را به عنوان بهترين

تيمار معرفي كرد، اين تيمار علاوه بر كاهش بيماري در 
و قسمت هاي هوايي  گلخانه، سبب افزايش وزن تر ريشه

خاك خيساندن در استفاده دو عامل به صورت. شد
 كاهش بيماري به طور مؤثر مشاهده شد، اما اين تيمار
و اندام هاي هوايي نسبت به در افزايش وزن تر ريشه

 ). 1386 مختاري،(شاهد موثر نبود 
.T در تحقيق ديگري استفاده از تلفيق دو عامل

harzianum وPseudomonas fluorescens به شكل 

B.sd + F.sd )به+ قارچ به روش خيساندن خاك باكتري
گره ريشه مولد نماتودعليه) روش خيساندن خاك

 را به ميزان معني داري نماتودگوجه فرنگي، جمعيت 
 ,Siddiqui & Shaukat(نسبت به شاهد كاهش داد

2004.( 
 بررسي تغييرات ميزان فنل كل

و قارچ كل در تيمار با اسيد ساليسيليك ميزان فنل
آنتاگونيست با گياه آلوده، از دومين روز پس از مايه زني 

ي و پس از آن با شيب ملايمي تا روز چهارم افزايش افت
. رو به كاهش گذاشت

جز روز اول در تمام روزهاي نمونه برداري اختلاف
در روز ششم اختلاف در ميزان. با شاهد معني دار بود

كل جز با شاهد، با هيچ يك از تيمارهاي ديگر  فنل
در تيمار گياه آلوده با قارچ آنتاگونيست. معني دار نبود

ميزان فنل كل تا روز پنجم داراي روند به صورت تنها 
افزايشي بود، جز روز اول در روزهاي بعد اختلاف با 

كل در تيمار گياه آلوده. شاهد معني دار بود ميزان فنل
با اسيد ساليسيليك جز روز اول در تمام روزهاي بعدي 
و بيشترين ميزان  با شاهد داراي اختلاف معني دار بود

و  در روزهاي بعدي روند كاهشي آن در روز چهارم بود
با. داشت كل در نماتوددر تيمار  بيشترين ميزان فنل

).5شكل(روز ششم مشاهده شد
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 .M (M)و)SA ،T. harzianum BI)Tتغييرات ميزان فنل كل در ريشه گوجه فرنگي مايه زني شده با اسيد ساليسيليك-5شكل

javanica .و توبه اعــماتنهايي نمـــاً، چهــداد مربوط به تكـــودار، ميانگين و بار روي ستون ها خطاي استــار  انداردــرار مي باشند

)(±SE مي باشد.

 ارقام كه وقتي بيماريزا، عاملو ميزبان ارتباط در

موارد بيشتر در شوند، مي مقايسه هم با حساسو مقاوم
 رقم در بيماري به ابتلا از بعد فنلي تركيبات تجمع سرعت

 رابطه خطييكو است حساس رقم از زيادتر مقاوم

دارد وجود گياه مقاومتو فنلي تركيبات مقدار بين مثبت
)Goodman et al., 1986.( 

هاي مهمي در مقاومت دارند، تركيبات فنلي نقش
ازهب خصوص با ساختن موانع غير قابل نفوذ مهمي كه

و اثرات آنزيمي آن ممانع .ت مي نمايندانتشار بيمارگر
و با پروتئين ها مشتقات فنلي مي توانند اكسيد شوند

و باعث ايجاد اختلال در كار آنزيم شوند  واكنش نشان دهند،
و از اين طريق زنده ماني مهاجم را محدود كنند يا مي توانند 
و به عنوان يكي از اولين در ديواره سلولي ته نشين شوند

و(ودگي عمل نمايند سدها در دفاع گياه بر عليه آل غلام نژاد
).1388همكاران، 
هاي شيميايي، مكانيكي يا بيولوژيكي در استرس

اين تغييرات. تغييراتي ايجاد مي كنندگياه متابوليسم فنلي 
در سطح ميزان فنل مي تواند در حفاظت گياه بر عليه 

.)Mayr et al., 1994(استرس نقش داشته باشد 
شان داد كه ميزان فنل كل گوجهن) 1385(ملكي زيارتي

 پس از تيمار با قارچ King stoneفرنگي رقم مقاوم 
Trichoderma harzianum BI و بدون حضور  به تنهايي

و طي روز هاي متوالي با نماتود از روز اول پس از مايه زني
و حداكثر ميزان آن در روز شاهد اختلاف معني دار داشته

.م كاهش سريع صورت گرفتهشتم بوده، سپس در روز نه
 نشان داد كه ميزان فنل كل در 1387سرافراز نيكو در سال

و گياه گوجه فرنگي پس از تيمار اسيد ساليسيليك به تنهايي
بدون حضور نماتود در بعضي از روزهاي نمونه برداري در 

سرافراز نيكو،( دارد دارمقايسه با شاهد اختلاف معني
در). 1387  تيمار مايه زني شده همزمان قارچ در اين تحقيق،

و نماتود نيز ميزان فنل كل در روز M. javanicaتريكودرما
و سپس به تدريج  هشتم بعد از مايه كوبي به حداكثر رسيد

.كاهش يافته است
از نتايج آزمايش مربوط به ميزان تركيبات فنل در ميوة

با هايفرنگيگوجه و اسيد آنتاگونيستمايه زني شده
مياليسيليكس كه چنين استنباط باعث اين دو عامل شود

و سنتز تركيبات فنلي  و گياه گوجه فرنگيافزايش القا  شده
به صورت مقدار مواد فنلي در روز هاي متوالي نمونه برداري

 چهارمافزايش يافته وحداكثر ميزان آن در روز نسبتاً سريعي 
.مشاهده شده است

كلبررسي تغييرات ميزان فلاونو  ئيد
كل در تيمار تلفيقي در تمامي ميزان فلاونوئيد

جز آخرين روز نمونه برداري روزهاي نمونه برداري، به
از. داراي اختلاف معني دار با شاهد بود در هيچ يك

روزهاي نمونه برداري اختلاف با تيمار قارچ آنتاگونيست 
BI T. harzianum در روزهاي. معني دار نبودنماتودو
و چهارم اختلاف معني داري با تيمار اسيد اول ، دوم

با. مشاهده نشدنماتود+ ساليسيليك همچنين اختلاف

+

+
+
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مقدار. تنها در روز چهارم معني دار نبودنماتودتيمار
كل در روز سوم به بيشترين حد خود  عددي فلاونوئيد

و پس از آن به تدريج كاهش يافت ميزان. رسيد
مار در روزهاي اول تا پنجم تغيير فلاونوئيد كل در اين تي

ميزان. معني داري از نظر مقدار عددي نشان نداد
كل در تيمار با قارچ آنتاگونيست در روزهاي  فلاونوئيد
و هشتم اختلاف معني داري با شاهد نداشت در. هفتم

بيشترين. ساير روزها اختلاف با شاهد معني دار بود
و پس از مقدار فلاونوئيد كل در روز سوم مشا هده شد

در تيمار با اسيد ساليسيليك. آن به تدريج كاهش يافت

. بيشترين مقدار فلاونوئيد كل در روز دوم مشاهده گرديد
مقدار فلاونوئيد كل در بين روزهاي نمونه برداري، از روز

در روزهاي. داري نشان نداداول تا چهارم تغيير معني
و هشتم تفاوت معني داري با  شاهد ششم، هفتم

با. مشاهده نشد  تنها در روز اول اختلاف نماتوددر تيمار
بيشترين مقدار. معني داري با شاهد مشاهده نشد

كل در روز چهارم به بيشترين ميزان خود  فلاونوئيد
و پس از آن كاهش يافت و. رسيد در روزهاي ششم

).6شكل(هشتم نيز اختلاف با شاهد معني دار نبود 

 (M)و)SA  ،T. harzianum BI)Tييرات ميزان فلاونوئيد كل در ريشه گوجه فرنگي مايه زني شده با اسيد ساليسيليكتغ-6شكل

M. javanica .و بار روي ستون ها خطاي استاندارد .مي باشد SE±)( اعداد مربوط به نمودار، ميانگين چهار تكرار مي باشند

 در ريشه در بررسي تغييرات ميزان فلاونوئيد كل
و اسيد گوجه فرنگي، تيمار تلفيقي عامل آنتاگونيست

و  و تيمار با قارچ ) Tsd+ SAsp+ N(نماتودساليسيليك
و سبب افزايش معني دار ) Tsd+ N(نماتودآنتاگونيست

ميزان فلاونوئيد كل در تمامي روزهاي نمونه برداري در 
علا. مقايسه با شاهد شدند وه در تيمار تلفيقي گياهچه ها

زني بر قارچ آنتاگونيست، با اسيد ساليسيليك نيز مايه
داري با گياهچه هاي تيمار گرديده، اما اختلاف معني

توانمي. شده با آنتاگونيست تنها مشاهده نشده است
چنين نتيجه گرفت كه استفاده از اسيد ساليسيليك در 
اين تيمار بر افزايش ميزان فلاونوئيدكل در ريشه گوجه 

. در حضور قارچ آنتاگونيست مؤثر نبوده استفرنگي
كل در دو تيمار  Tsd+ Nدر مقايسه ميزان فلاونوئيد

، تيمار با قارچ آنتاگونيست سبب افزايس SAsp + Nو
و پايدارتري در مقايسه با تيمار با اسيد مؤثرتر

ساليسيليك شده است، به نظر ميرسد اين اثر به دليل 
و توسع و منطقه قارچ آنتاگونيةرشد ست در سطح ريشه

و در نتيجه پايداري اثر آن در مقايسه با اسيد  ريزوسفر
علاوه بر اين قارچ آنتاگونيست. ساليسيليك مي باشد

مستقيماً در منطقه ريشه استفاده شده است، كه اين 
تواند در تفسير نتايج حاصل مورد توجه قرار نكته نيز مي

و نيز استرينپاتوژن. گيرد غير بيماريزا سبب القاء هاي ها
ميمتابوليت و متابوليت هاي مرتبط با مقاومت شوند

.Yamamoto et al(كنند هاي ثانويه را القاء مي 2000.( 
 سبب القاء سنتز Milsanaعصاره يك گياه با نام تجاري

و كاهش فلاونوئيدها در سايت آلودگي برگ هاي خيار
,Fofana et al(انتشار سفيدك پودري شده است  2002; 

Mcnally et al.  همانطور كه ذكر شد مقدار ).2003
عددي فلاونوئيد كل در روز سوم به بيشترين حد خود

رسيد، پس مي توان نتيجه گرفت كه فلاونوئيد كل 

+
+
+
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كل زودتر و ژنهاي كنترل نسبت به فنل القا مي شوند
.نها زودتر بيان مي شوندآ كننده

 نتيجه گيري كلي
 مختلف روشهاي معرفي مشكلات رينبزرگت از يكي

معمولاً كه است اين گياهي بيماريهايبراي بيوكنترل
 سريعاً طبيعي شرايطدرو مزرعه در ها آنتاگونيست

نتايج. مي دهند دست از را خود حياتي خواص
و يا شرايط طبيعي  آزمايشگاهي با نتايجي كه در گلخانه

ند زيرا در شود، الزاماً همبستگي مثبت ندارحاصل مي
و شرايط آزمايشگاهي شرايط كاملاً كنترل شده مي باشد

گيرد، در حالي تنها اثر يك عامل مورد بررسي قرار مي
كه در شرايط گلخانه عوامل متعددي اثر گذار خواهند 

 افزايش غلظت اسيد ساليسيليك سبب در گلخانه. بود
و تنها سرعت رشد را كاهش داد .توقف رشد جدايه نشد

مياي دهد كه اسيد ساليسيليك بر روين نشان
 به نظر. هاي آنتاگونيستي پاتوژن اثر نمي گذاردمكانيسم

 مواد افزايش تناوب، نظير زراعي از عوامل بسياري اينكه

 تغييرو محيط اسيديته تغييرات خاك، كننده اصلاح

 استقرار در تواندمي شرايطي ديگرو خاك بافت

دهد، افزايش را آنها اثرو باشد موثر ها آنتاگونيست
 اي مزرعه شرايط در نظر مورد اثر آنتاگونيستهاي بررسي

براي شناسايي شرايط ايده آل در غيراستريل خاكو

و روشهاي به  جهت بالا بردن كارايي عوامل بيوكنترل
.كار گرفته شده ضروري مي باشد

با وجود اين كه نتايج اين تحقيق نشان داد كه
و T. harzianum BIمان از آنتاگونيست استفاده همز

دار تركيبات دفاعي اسيد ساليسيليك سبب افزايش معني
و در نتيجه كنترل بيماري مي شوند، موفقيت در گياه

 نيازمند)M. javanica(نماتود كنترل بيولوژيك اين 
و بويژه بررسي در شرايط طبيعي است . مطالعات طولاني

يك روش تكميلي مطرح تواند به عنوان اين روش مي
و در كنار ساير روش . انجام شودنماتودهاي كنترل شود

به عنوان مثال يكي از روشها براي افزايش فعاليت
باتبيوكنترلي عوامل آنتاگونيست، مي وان اين عوامل را

ديگر عواملي كه كمتر تحت تأثير عوامل خارجي قرار مي 
ايگيرند مانند قارچ كش هاي شيميايي مني زيستي با

. بالا با هم به كار برد
ها بيشتر خاصيت با توجه به اينكه آنتاگونيست

پيشگيري كننده دارند تا خاصيت كنترل كنندگي، لذا 
هاي با ساير روشي قارچي آنتاگونيستعواملتلفيق 

محرك هاي شيميايي كه اثر كنترل مانند استفاده از 
و در عين  حال سبب سوء بر عامل آنتاگونيست ندارند

ميافزايش اثر آنتاگونيستي مي تواند مؤثر واقع شوند
.شود
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