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  چكيده

  
شدن آن در گياهچه گوجه  پراكسيداز، پلي فنل اكسيداز و سيستميكهايآنزيمي القا

يشه وساقه گياه با استفاده از تقسيم دوتايي استون آلوده به نماتد مولد گره رفرنگي رقم كينگ
له شش برگي پس از ــهاي در مرحريشه گياهچه. سيستم ريشه مورد بررسي قرار گرفت

 از محل ريشه اصلي به دو قسمت تقسيم و در دو گلدان مجاور قرار گرفته، يشووشست
داز و پلي فنل اكسيداز هاي پراكسيوسيله قارچ و نماتد مايه زني ومورد ارزيابي آنزيمسپس به

زني تيمار اول نيمي از ريشه به وسيله سوسپانسيون اسپور قارچ تريكودرما مايهدر . قرار گرفتند
زني وسيله نماتد مايههتيمار دوم نيمي از ريشه بدر . زني شدگرديد و نيمي ديگر با نماتد مايه
سيداز و پلي فنل اكسيداز در تغييرات فعاليت آنزيم پراك. گرديد و نيمه ديگر با آب مقطر

- طور روزانه اندازه روز به7مدت هاي ريشه و ساقه در هر تيمار بهعصاره هر يك از قسمت

ها در دار فعاليت آنزيمنتايج نشان داد كه قارچ تريكودرما قادر به افزايش معني. گيري شد
ي هاه بلكه در بخشزني ريشهاي مختلف ريشه بوده به طوري كه نه تنها در محل مايهبخش

حداكثر فعاليت . دشها را موجب ديگر گياه از جمله ريشه وساقه نيز افزايش فعاليت آنزيم
زني گياه بوده و آنزيم پراكسيداز در ريشه و ساقه گياه به ترتيب پنج و چهار روز بعد از مايه
يداز در ريشه و به دنبال آن كاهش فعاليت ديده شد، ولي حداكثر فعاليت آنزيم پلي فنل اكس

دست با توجه به نتايج به. زني اندازه گيري شدساقه به ترتيب شش و چهار روز بعد از مايه
هاي پراكسيداز ، پلي فنل اكسيداز  سيستميك آنزيميانسيل القات قارچ تريكودرما داراي پ،آمده
  . جه قرار گيردتواند در مديريت نماتد مورد تو كه در سيستم دفاعي گياه اثر دارد و مياست

  

  ، مكانيزم  آنزيميفعاليتحداقل تقسيم ريشه ، سوسپانسيون اسپور،  :واژه هاي كليدي
  بيولوژيك دفاعي، كنترل                             
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  مقدمه
  Meloidogyne javanicaنماتد مولد گـره ريـشه  

لات شـامل سـبزيجات،گياهان   محصودامنه وسيعي از    
   ي هرز را آلـوده     هاعلف  ميوه و  زراعي و باغي، درختان   

 گونه گياهي به عنـوان      2000تاكنون حدود   . كند مي
اين نماتد انگـل    . ميزبان اين نماتد شناخته شده است     

 )J2(باشد كه بـا ورود لارو سـن دوم          داخلي ساكن مي  
ي هـا نماتد به داخل بافت ريـشه باعـث توليـد سـلول      

م ي ـلاتـرين ع مـشخص . شود  مي (Giant cell)آسا غول
يي در سطح ريشه گياه     ها بيماري تشكيل و ظهور گال    

 ,Xu et al. 2001, Pedrosa et al.1996) باشـد مـي 

Jepson 1987). دليل مشكل بودن مبـارزه بـا ايـن    هب
ــه راه  ــال دســتيابي ب ــه دنب ــد، محققــين ب ــانمات ي ه

ند، زيرا استفاده از سـموم شـيميايي   هستتري   مناسب
 داراي مخـاطرات    خصوص افـزودن آنهـا بـه خـاك        ه  ب

باشد، به همين علـت      زيست محيطي قابل توجهي مي    
ي اخير تاكيد زيادي روي مبارزه بيولوژيك       ها در سال 
  M. javanica  از جمله در مبارزه بـا نماتـد  هابا نماتد

ــت  ــده اس  Howel 2003, Hussay and) گردي

Barker,1973, Robb et al. 1987)   در ايـن زمينـه 
خـصوص آنهـايي كـه      ه ب  ها نيسماستفاده از ميكروارگا  

 از اهميـت    ،ندشـو  مقاومـت در گيـاه مـي       يباعث القا 
 توان به قارچ  اي برخورداراست كه از آن جمله مي      ويژه

 Trichoderma harzianumايــن قــارچ . اشــاره كــرد
 .اثرات كنترلي خوبي روي نماتـدها نـشان داده اسـت          

 مختلـف از جملـه پارازيتـه    يهـا مكانيسماين قارچ با    
ــ ــستقيم تخــم ونم ــد و ودن م ــاي نمات ــا لاروه  يالق

 .دشومقاومت در گياه ميزبان باعث كنترل بيماري مي       
 دفاعي گياه ممكن است بـه صـورت       يها عكس العمل 

ــت    ــه در حال ــد ك ــروز نماي ــستميك ب موضــعي و سي
ي مـرتبط بـا دفـاع       هابرخي آنزيم  ميزان   ،سيستميك

پراكـسيداز در گيـاه      و پلـي فنـل اكـسيداز     مثل   گياه
 پلـي    از جملـه   هـا  بسياري از آنـزيم   . يابند فزايش مي ا

 فنلـي در    محتويات پراكسيداز، كيتيناز،    فنل اكسيداز، 
ــا مقاومــت  Induced)القــايي سيــستميك ارتبــاط ب

Systemic Resistance)باشند مي.  
از  سيدازــ ـل اك ــ ـ و پلـي فن    سيدازــ ـپراكآنزيم   

هـا  داسيون فنل ـــ اكسي  كه در  هايي است جمله آنزيم 
ي گيـاهي   هـا تشكيل ليگنين در سلول     و هابه كينون 

 Flott)ول حمله بيمارگرها نقش مهمي دارنـد ــدر ط

et al, 1989, Kerby and Somervill, 1989, Robb 

et al. 1987)تك در بسياري از محصولات دولپه و  و-

/ سيب زميني  بيماري ورتسيليومي، / لپه از جمله پنبه   
 بــاقلا بررســي شــده اســتزنــگ  /بــاقلا ،يفيتــوفترا

)Mohammadi and Kazemi 2002.(   در فراينــد
 مولكـول اكـسيژن بـه عنـوان         ،هـا اكسيداسيون فنـل  

 همكاران  و زينوويوا. شودگيرنده الكترون محسوب مي   
هاي دفاعي در گياهان و همچنين        شدن مكانيسم فعال

 گيـاهي را در      انگـل  هاي فعاليـت نماتـدهاي      بازدارنده
 .M -فرنگـي  گوجـه ( نماتـد  -ميزبـان ارتباط متقابـل  

incognita(   و ثابت كردند كه    دادند مورد بررسي قرار  
كــاهش تعــداد گــال و   فيتوآلكــسين،مقــدارافــزايش 

فنيل  ، پراكسيداز واكسيداز فنل هاي پلي فعاليت آنزيم
 Zinovieva et(  شـوند  را سبب مـي ز اآلانين آمونيالي

al.1990(.  ميـزان   در بررسـي   كاظمي نيـز    محمدي و 
 Fusariumبـه قـارچ    مقاومت ارقـام مختلـف گنـدم   

graminearum  ي  القاي مقاومت فعاليت آنزيم هـا و
پراكسيداز وپلي فنل اكـسيداز را مـورد بررسـي قـرار            

از جملـه   .(Mohammadi and Kazemi 2002) دادند
تغييراتــي در تركيبــات  ،هــا اثــرات ديگــر ايــن آنــزيم

د در ديواره سلولي    پرولين موجو پروتئيني هيدروكسي 
ســازي آن در مقابــل عوامــل اســت كــه باعــث مقــاوم

 Hammerschmidt and Kuc) گـردد بيمـارگر مـي  

 در اثـر     نيز هاي مرتبط با بيماريزايي     پروتئين . (1995
 يهـا  تـنش  حمله بيمارگر يا تغذيـه حـشرات، زخـم،        

  اسـيد  كليها مثل اتيلن، ساليـسي      محيطي و هورمون  
 و در مقاومت عليـه بيمارگرهـا       آيند  در گياه پديد مي   

ــد  ــش دارن ــروتئين  .نق ــن پ ــه   اي ــا ب ــانواده 14ه  خ
 و پراكـسيداز  شـامل PR-9  كـه  انـد  بندي شده تقسيم

هاي شبه پراكسيداز اسـت كـه در مكانيـسم            پروتئين
تشكيل ليگنين دخالـت    ي و فنلتركيبات   اكسيداسيون

 شونددر گياه كد مي ypr, prx دو ژن وسيلهبه و دارند

(Silva et al, 2004). نـشان دادنـد    زاچئو و همكاران
شـدن  كه فعاليت آنزيم پراكسيداز و فراينـد ليگنينـي        

ارتباط زيادي با پراكسيدازهاي آنيـوني دارنـد كـه در           
در دفـاع    واسـت   هـاي گياهـان موجـود       ديواره سلول 
كردند كه در ارقام مختلف گوجه    و ثابت    اهميت دارند 

ايش فعاليـت آنـزيم     فرنگي ارتباط مستقيمي بين افـز     



 63  ...كنترل بيولوژيك و القاء سيستميك:  و همكارانملكي زياراني  

پراكسيداز و پلي فنل اكسيداز گياه و مقاومت آن بـه           
فعاليت اين آنـزيم در  .  وجود دارد M. javanicaنماتد

 بديامياهش  ــكراد  گ درجه سانتي  30 از   بيشتردماي  
 ودــشه مي ــاه شكست ـاومت گي ـــ مق ،هـــو در نتيج  

 .(Zacheo et al.1995, Zacheo et al, 1993)  
 .T قارچ ياين تحقيق بررسي تواناي از انجامهدف 

harzianum  جدايه BIآنـزيم پراكـسيداز و   ي در القا 
مهـم در دفـاع     ي  هـا  به عنوان آنزيم   پلي فنل اكسيداز  

ي گياهي در گوجه فرنگي رقم گياهان عليه بيمارگرها
ن در  آنشــدكـ و امكــان سيــستمي1كينــگ اســتون

 و  ريـشه   از جملـه دو نيمـه      ي مختلـف گيـاه    هابخش
  . است ساقه

  
  مواد و روش ها

  نماتد و قارچمايه تهيه زاد
 M. javanica (Thorne) chitwood, 1949نماتد 

از بخش نماتدشناسي موسسه تحقيقات گياهپزشـكي       
 روي  نماتـد مزبـور   . كشور به صورت خالص تهيه شـد      

وي . ي گوجه فرنگي رقم ارلي اوربانا و روما   ها گياهچه
 روز در   45-60 بـه مـدت      هـا  گياهچه. اف تكثير شد  .

گــراد در گلخانــه نگهــداري  درجــه ســانتي25دمــاي 
پس از چندين دوره تكثير متـوالي نماتـد روي    . شدند

. دســت آمــدهگوجــه فرنگــي جمعيــت مــورد نيــاز بــ
ــه روش هوســي و   اســتخراج تخــم و لارو ســن دوم ب

  .  انجام گرفت(Hussay and Barker 1973)باركر
 از T. harzianum BI Rifai,1969 قـارچ  جدايـه 

گــروه  دانــشگاه مــشهد، ( دكتــر حميــد روحــاني  
قـارچ روي محـيط     ايـن   . دريافـت شـد   ) گياهپزشكي

بــا  كنــد وي فــراوان مــيهــا كــشت توليــد ميــسليوم
گرفته توسـط محقـق در كنتـرل         صورت هايآزمايش

پـس از   . اسـت نماتد مولد گـره ريـشه حـائز اهميـت           
حـيط  اسـپور كـردن روي م     سازي به روش تك   خالص

 اســـتفاده از لام  تكثيـــر شـــد و بـــاPDA 2كـــشت
 ي مورد نيـاز اسـپور در ميلـي        ها هموسيتومتر غلظت 

   (Zafari 2001).  ليتر آب مقطر استريل تهيه شد

                                                                 
1. King stone
2. Potato Dexterose Agar. 

آنـزيم   بررسي امكان سيستميك شدن فعاليت    
پراكسيداز در ريشه گياه گوجه فرنگـي آلـوده         

   نماتد به روش تقسيم ريشه
قـم كينـگ اسـتون بـه     ابتدا بذور گوجه فرنگـي ر     

بـه مـدت يـك دقيقـه        % 5وسيله هيپوكلريت سـديم     
 بـا آب    يشـو وضدعفوني سطحي شد و پس از شست      

ي حاوي خـاك الـك      هاداخل گلدان  مقطر استريل در  
حاوي هوموس، خاك مزرعه، ماسه، بـه نـسبت         (شده  
ــــپاست  و1:1:2 ــاي  ـوري ــده در دم ــه 85زه ش  درج

ــه مــدت  گــرادســانتي  .ديــدكــشت گر)  دقيقــه30ب
 برگـي بـا دقـت از گلـدان          شش در مرحله    هاگياهچه

 يشـو و ريشه آنها چندين بار با آب شست       ،خارج شده 
داده شد، سپس ريشه هـر گياهچـه تـا محـل ريـشه              

به دو نيمه تقسيم گرديد  3اصلي با روش تقسيم ريشه
 ،و هر نيمه در گلدان مجزا و مجاور يكديگر قـرار داده           

مـان يـك نيمـه ريـشه        در همين ز  . با خاك پر گرديد   
قارچ تريكودرما با غلظت     گياه در داخل سوسپانسيون   

و بـه   ) 1شكل  ( ليتر فرو برده شد    اسپور در ميلي   106
ي ـــزنايهــ لارو سن دوم م2000نيمه ديگر جمعيت  

يي كـه   هـا  گياهچـه  -1تيمارهاي آزمايش شامل    . شد
نيمي از ريشه آنهـا بـه وسـيله سوسپانـسيون اسـپور             

زنـي   اسپور در ميلي ليتر مايه     106با غلظت تريكودرما  
 -2؛  زنـي شـد   ب مقطر اسـتريل مايـه     آونيمه ديگر با    

وسـيله نماتـد    ي كه نيمي از ريشه آنها بـه       يهاگياهچه
زنـي  زني ونيمي ديگر با آب مقطر اسـتريل مايـه          مايه
وسـيله  هيي كه نيمي از ريشه آنها ب      ها گياهچه -3 ؛شد

 ؛زني شـد  له نماتد مايه  يوستريكودرما و نيمي ديگر به    
ي كه هر دو قسمت ريشه با آب مقطـر         يها گياهچه -4

به منظور حفـظ درجـه حـرارت    . زني شداستريل مايه 
 در يـك ظـرف بـزرگ        ها گلدان  ها ثابت اطراف ريشه  

. گــراد قــرار داده شــدنددرجــه ســانتي27 حــاوي آب
وسيله قـراردادن هيتـر آكواريـوم       هبحرارت مورد نياز    

 هـر گياهچـه بـه       ي ميزان آبدهي به ازا    .تنظيم گرديد 
به انـدازه مـصرف روزانـه هـر          صورت كاملا مساوي و   

حداقل حرارت موجود در     حداكثر و  گياه بوده است و   
ــه  ــود20 و28گلخان ــه صــورت  .  درجــه ب ــايش ب آزم

                                                                 
3. Split root method 
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طرح كاملا تصادفي در سه تكرار       در قالب  فاكتوريل و 
فــاكتور اول شــامل چهــار ســطح نماتــد،  .انجــام شــد

فاكتور دوم   و )شاهد(عدم مايه زني   قارچ و +چ،نماتدقار
هفـت   (برداري كه در هفـت سـطح      شامل زمان نمونه  

 نمونـه بـرداري بـه       ،اين بنابر. در نظر گرفته شد   ) روز
 ، از بخـش مدت هفت روز متوالي و به فاصله يـك روز   

. ساقه انجام شـد    مختلف ريشه هر گياه و    ) نيمه( يها
 آنها با استفاده از     نمودن خشك  و يشووپس از شست  

 فـسفات   – در بافر سيترات     ها نمونهدستمال كاغذي،   
گيـري   عصاره ، نموده  همگن در درون هاون كاملا له و     

 درجـه   -20شد و تا قبل از انجام آزمـايش در فريـزر            
 Mohammad and).گــراد نگهــداري شــدندســانتي

Kazemi 2002, Sahebani 2003) 
  تعيين پروتئين كل گياه 

كل موجود در عصاره گياه بـا روش بـراد          پروتئين  
گـرم   ميليصد  .  انجام گرفت    (Bradford,1976)فورد

 ميلـي  50در  ) G 250( پودر كوماسي بريليانت بلو 
 ســپس در روي  شــد و درصــد حــل95ليتــر اتــانول 

 85ميلي ليتـر محلـول اسـيد فـسفريك          100 ،شيكر
قطره قطره بـه محلـول فـوق اضـافه           ) W/V(درصد  

 تغييـر پيـدا     اي روشن قهوهبه   لول نهايتاً رنگ مح . شد
حجم نهايي به يك ليتـر   با استفاده از آب مقطر، . كرد

براي تعيين ميزان پـروتئين كـل عـصاره         . رسانده شد 
مورد آزمايش، مقدار پنج ميكـرو ليتـر از عـصاره هـر             

ليتر محلول براد فورد كاملا مخلوط      نمونه با سه ميلي   
 وجــ ـول م ـــــ ـدر ط ذب نور   ـــرديد و ميزان ج   ــگ

nm 595= max λ   ــپكتروفتومتر ــتگاه اســ ــا دســ بــ
ميزان پروتئين هر نمونه بـا اسـتفاده        . گيري شد  اندازه

از منحني استاندارد كه براساس سرم آلبومين گـاوي         
 ،بــه عنــوان پــروتئين اســتاندارد اســتفاده شــده بــود

  .محاسبه شد
 (POX)ارزيابي فعاليت آنزيم پراكسيداز 

شامل مقداري از عصاره ريشه كه      مخلوط واكنش   
ميكـرو ليتـر    20  ميكروگرم پروتئين اسـت،    40داراي  

 pH فـسفات بـا      -گاياكول و مقدار كافي بافر سيترات     
 طوري مخلوط شدند كه حجم نهايي مخلـوط دو          4/5

اين مواد در يك لوله آزمايش كاملا        .ميلي ليتر گرديد  
مخلوط شده و به عنوان محلول پايه در صـفر كـردن            

ــد  ا ــتفاده ش ــپكتروفتومتر اس ــدار  . س ــپس مق  10س

از   درصد به مخلوط اضافه شد و      H2O2 30ميكروليتر  
 در spectronic 501 دستگاه اسـپكترو فتـومتر مـدل   

گيـري جـذب نـور        نانومتر براي اندازه   475 طول موج 
بعد از انجام واكنش فعاليت آنزيم در هر        . استفاده شد 

براي هر تكـرار از      و والي اندازه گيري  ــانيه مت ــ ث 10
با  )KCN(نام سيانيد پتاسيم    ماده بازدارنده فعاليت به   

 Mohammadi) شـد غلظت هفت ميكرومول استفاده 

and Kazemi 2002) فعاليت آنزيم به صورت تغييرات 
جــذب در دقيقــه در ميلــي گــرم عــصاره گيــاه بيــان 

  . گرديد
  )PPO( لي فنل اكسيدازارزيابي فعاليت آنزيم پ

ــداري ا ــاوي  مق ــه ح ــصاره ك ــرم 40ز ع  ميكروگ
و مقـدار   محلول پـرولين    ميكروليتر20پروتئين است ،  

 pH 4/6  ميلي مول با   25  فسفات -كافي بافر سيترات  
 ميلي ليتر باشد در     دوطوري كه حجم نهايي مخلوط      

بـا ورتكـس      و يك لوله آزمايش كاملا مخلـوط كـرده       
 و دسـتگاه اسـپكتروفتومتر بـا آن صـفر     هوادهي شـد  

ــد ــدار  .گردي ــه مق ــپس ب ــر40 س ــول  ميكروليت محل
بـه  ذب نـور    ـج ـ. به مخلـوط اضـافه شـد      پيروكتكول  

  دستگاه اسپكتروفتومتر مـدل اسـپكترونيك      يوسيله
پس از  .  قرائت شد  nm515max=λ در طول موج   501

گيري فعاليت آنزيم به مـدت    انجام واكنش براي اندازه   
    ثانيـه متـوالي  10با فواصل زماني در هر   يك دقيقه و  

 بـا   آسكوربيك اسـيد  از ماده بازدارنده فعاليت به نام       (
 Mohammadi( ) ميكرومول استفاده شدهشتغلظت 

and Kazemi2002, Sahebani,2003(  ــرعدر او  س
تغييرات جذب نور آنزيم به مدت      ،   مخلوط نموده  وقت
ي هـا پـروتئين الكتروفورز   .گيري شد  دقيقه اندازه  يك

 پلي اكريل آميد بـر محلول ريشه گوجه فرنگي در ژل       
انجام صاحباني  روش   و   طبق روش محمدي و كاظمي    

ــد ــاوي   . ش ــصاره ح ــداري ع ــك مق ــر چاه  50در ه
 Mohammadi and) ميكروگرم پروتئين استفاده شد

Kazemi 2002, Sahebani, 2003)  
  ظاهرشدن باندها

كننـده  آمپر به ترتيب در مرحلـه ژل متـراكم          ولتاژ و 
آمپر 22ولت و 100ده  در مرحله ژل جداكنن    و 28و75

ي هـا  آميـزي آيـزوزيم   براي رنـگ  . در نظر گرفته شد   
اي خـارج و    پراكسيداز ابتدا ژل از بين صفحات شيشه      

سـپس  .  داده شديشووبا آب مقطر چندين بار شست     
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 pH 4/5  ميلـي مـول بـا      25 فسفات   -بافرسيترات در
مـول بـه    محتوي گوياكول با غلظت نهايي پنج ميلـي       

 ميكروليتـر   10سـپس   . شـد ده  ز  هـم   دقيقه 30مدت  
پس  پراكسيد هيدروژن يك درصد به آن اضافه شد و        

اي كه نـشان دهنـده      از چند ثانيه باندهاي قرمز قهوه     
ــزوزيم ــا آيـ ــد هـ ــاهر شـ ــد، ظـ ــسيداز بودنـ  ي پراكـ

)(Mohammad and Kazemi 2002. ــورد  در مـ
شـده از    Run ابتدا ژلپلي فنل اكسيدازي هاآيزوزيم

دين ن ـارج و بـا آب مقطـر چ  اي خبين صفحات شيشه 
 -پس در بافرسـيترات   س ـ.  داده شـد   ويش ـوبار شست 
دي -4-3 محتـوي    =pH 7  ميلي مول بـا    50فسفات  

ظت نهايي  لبا غ  (L-DOPA) هيدروكسي فنيل آلانين  
پس از حدود   . شدقرار داده    شيكر رويميلي مول   10
   كه اهــــري مايل به سيــي خاكست دقيقه باندها30
  اهر ـــ ظ،اكسيداز بودندلي فنل ي پها آيزوزيم نگرنشا
  .(Sahebani 2003 )شد

  نتايج
A-         ميزان تغييرات فعاليت آنـزيم پراكـسيداز در

زني شده با نماتد در حالي كـه نيمـه          نيمه ريشه مايه  
   .زني شدديگر با قارچ مايه
كوبي كه نيمي از ريشه با نماتد مايه      ( دراين بخش 

وم بـا نيمـه ديگـر       فعاليت آنزيم تـا روز س ـ     ) شده بود 
 ولـي طـي   ،دار بود  اختلاف معني   بدون Bريشه بخش   

. داري افزايش نـشان داد    ي بعد با اختلاف معني    روزها
زنـي  ايهــ ـم بعـد م   ـحداكثر فعاليت آنزيم در روز شش     

اخـتلاف  . به دنبال آن كاهش نشان داد دست آمد و هب
ار بــا ـــ ـم در ايـن تيم ـــــاليت آنزيـــ ـمعنـي دار فع 

ـــشاه ـــبع م وــ در روز شــشدــ ــل ـ ــز قاب د از آن ني
 ياــــده القــــان دهنــه نــشـــــود كـــــمــشاهده ب

ـــآنزي ــستمي م وـ ـــشكـــسي ـــدن آن در گيــ اه ـــ
  ).1دولـــج. (تـاس

  
  مقايسه بررسي قابليت سيستميك شدن فعاليت آنزيم پراكسيداز در گياه آلوده به نماتد مولد گره ريشه-1جدول 

Meloidogyne javanica به وسيله قارچ  T. harzianum  
 زني روزهاي پس از مايه

 7 6 5 4 3  2 1 بخش ريشه

 A def24 def25,5 ef27,6 fgh31,1 jk48,2 m78,7  ij41,5بخش 

  B bcd18 bcd22,7 def25,5 jk48,6 l60,2  k51,4  fgh31بخش 

 a bc15,5 efg28,7 bc29,6 jk44,5 l62,8 hi36,5 ced22,7بخش 

 b a7,2 ab11,9 ab13,2 def25,8  efg29,2 ghi36,8 def24,7بخش 

  ) ∆475nm/min/mg protein)   ODمتوسط ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز 
 .ارزيابي آنزيم پراكسيداز در نيمي از ريشه گياه كه بوسيله نماتد مايه زني شده در حالي كه نيمه ديگر با قارچ مايه زني شده بود :Aبخش 

 .ابي آنزيم پراكسيداز در نيمي از ريشه گياه كه بوسيله قارچ مايه زني شده در حالي كه نيمه ديگر با نماتد مايه زني شده بود ارزي:Bبخش 

 . ارزيابي آنزيم پراكسيداز در نيمي از ريشه گياه كه بوسيله نماتد مايه زني شده در حالي كه نيمه ديگر با آب مقطر استريل مايه زني شده بود :aبخش 

 .ارزيابي آنزيم پراكسيداز در نيمي از ريشه گياه كه بوسيله با آب مقطر استريل مايه زني شده در حالي كه نيمه ديگر با نماتد مايه زني شده بود: bبخش 
  .انگين سه تكرار استهر عدد مي. اختلاف معني دار ندارند% 5 كه با حروف يكسان نشان داده شده اند با آزمون دانكن در سطح ميانگين ها در هر ستون

  
B-         ميزان تغييرات فعاليت آنـزيم پراكـسيداز در

كـه نيمـه     زني شده با نماتد در حـالي      نيمه ريشه مايه  
ميزان فعاليت   .زني شد ديگر با آب مقطر استريل مايه     

ي ريشه تيمارشده با نماتد     هادر بافت  آنزيم پراكسيداز 
 از روز اول تــا پــنجم نــسبت بــه تيمــار بــا آب مقطــر

 داري در مقـدار   اختلاف معني  استريل افزايش يافت و   
 وجـود دارد و در روز پـنجم         نزيم در تيمارها  فعاليت آ 

ي هـا س از تيمار ريشه مقدار فعاليت آنزيم در بافـت         پ
ارها ــــ اخــتلاف بــين تيم،ريــشه كــاهش نــشان داده

  .)1جدول( نيستدار معني
نتايج فعاليت آنـزيم پراكـسيداز در سـاقه گوجـه           

 ـ       فرنگي  قـارچ و    ي وسـيله ه در تيمار ريشه كه نيمـي ب
 ميزان فعاليت   .زني شد وسيله نماتد مايه  هنيمي ديگر ب  

ي ساقه از روزسوم نسبت     ها آنزيم پراكسيداز در بافت   
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دار داشـت و افـزايش فعاليـت         شاهد اختلاف معني   به
 ،پـس از تيمـار و بـه دنبـال آن           چهـارم  در روز  آنزيم

اهد وحـداكثر فعاليـت     كاهش نشان داد در گياهان ش     
  ).2جدول(زني بود بعد از مايه در روزچهارم آنزيم

  
  گياه آلوده به نماتد مولد گره ريشهي مقايسه بررسي قابليت سيستميك شدن آنزيم پراكسيداز در القا-2جدول 

Meloidogyne javanica به وسيله قارچ  T. harzianum در ساقه  
  زني روزهاي پس از مايه  

 7 6 5 4 3  2 1  شهبخش ري

A16,5 تيمارa 19,6a 59cd 63,5d 54,2c 35,1b 27,8b 

B15,3  شاهدa 21,9ab 34,4c 59,7e 48,8d 32,3c 26,9bc 

  ) ∆475nm/min/mg protein)  ODمتوسط ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز  
  .ندختلاف معني دار ندارا% 5هايي كه با حروف يكسان نشان داده شده اند با آزمون دانكن در سطح  ستون 

  . T. harzianum  و قارچMeloidogyne javanicaارزيابي آنزيم پراكسيداز در ساقه گياه مايه زني شده با نماتد  :A بخش 
  )شاهد( وآب مقطر استريلMeloidogyne javanica   ارزيابي آنزيم پراكسيداز در ساقه گياه مايه زني شده با نماتد مولد گره ريشه:B بخش 
  
A-        ميزان تغييرات فعاليت آنزيم پلي فنـل

شده با نماتد در    زنياكسيداز در نيمه ريشه مايه    
   زني شدكه نيمه ديگر با قارچ مايهحالي

كه نيمـي از ريـشه بـا نماتـد مايـه            ( دراين بخش 
فعاليت آنـزيم تـا روز سـوم بـا نيمـه            ) كوبي شده بود  

ولـي   ،دار بود  بدون اختلاف معني   Bديگر ريشه بخش    

داري افـزايش  طي روز چهارم به بعد با اختلاف معنـي  
از حداكثر فعاليت آنزيم در روز شـشم بعـد   . نشان داد 

در دار  اخــتلاف معنــي. گيــري شــد زنــي انــدازهمايــه
ي متـوالي قابـل     هـاي شـاهد در طـي روزهـا        گياهچه

 آنــزيم يدهنــده القــا مــشاهده بــود كــه نــشان   
  .)3جدول (استشدن آن در گياه وسيستميك

  
 .M بر عليه نماتد T. harzianum   در اثر قارچفعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز متوسط ميزان سيستميك شدن .3جدول 

javanicaدر ريشه گوجه فرنگي  

   زني روزهاي پس از مايه   

 7 6 5 4 3  2 1 بخش ريشه

 A 17,9abcd 23,4bcde 25,8bcde 32,7efg 44,9e 54,1jk 38,3ghبخش 

 B 16,6abc 18abcd 22,9bcde 50,4ijk 47,5hij 26,7cde 25,3bcdeبخش 

 a 18,5abcd 23,3bcde 25,9bcde 44,2hi 60,6k 39,5ghi 37,7fghبخش 

 b 7,96a 14,5ab 18,3abcd 29,2defg 26,9cdef 24,6bcde 23bcdeبخش 

 ) ∆515nm/min/mg protein)  ODپلي فنل اكسيداز متوسط فعاليت آنزيم

 .يابي آنزيم پلي فنل اكسيداز در نيمي از ريشه گياه كه بوسيله نماتد مايه زني شده در حالي كه نيمه ديگر با قارچ مايه زني شده بودارز :Aبخش 

 . ارزيابي آنزيم پلي فنل اكسيداز در نيمي از ريشه گياه كه بوسيله قارچ مايه زني شده در حالي كه نيمه ديگر با نماتد مايه زني شده بود:Bبخش 

 ارزيابي آنزيم پلي فنل اكسيداز در نيمي از ريشه گياه كه بوسيله نماتد مايه زني شده در حالي كه نيمه ديگر با آب مقطر استريل مايه زني شده  :aبخش 
 .بود

 نيمه ديگر با نماتد مايه زني شده ارزيابي آنزيم پلي فنل اكسيداز در نيمي از ريشه گياه كه بوسيله با آب مقطر استريل مايه زني شده در حالي كه: bبخش 
 . بود

  .هر عدد ميانگين سه تكرار است. اختلاف معني دار ندارند% 5 كه با حروف يكسان نشان داده شده اند با آزمون دانكن در سطح ميانگين ها در هر ستون
  

ميزان تغييرات فعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز در    
 حالي كـه نيمـه      زني شده با نماتد در    نيمه ريشه مايه  

ميزان فعاليت   ،زني شد ديگر با آب مقطر استريل مايه     
ي ريشه تيمار شده    هادر بافت  پلي فنل اكسيداز  آنزيم  
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با نماتد از روز اول تا پـنجم نـسبت بـه تيمـار بـا آب                 
داري در  مقطر استريل افزايش يافت واخـتلاف معنـي       

 وجـود دارد و در روز        آنـزيم در تيمارهـا     مقدارفعاليت
م بـس از تيمـار ريـشه مقـدار فعاليـت آنـزيم در           پنج

ي ريــشه كــاهش نــشان داده اخــتلاف بــين هــابافــت
نتـايج فعاليـت     ).3جدول(باشد  دار نمي تيمارها معني 

آنزيم پلي فنل اكـسيداز در سـاقه گوجـه فرنگـي در             

 ـ    ــــتي ي ــ ـوسـيله قـارچ و نيم     همار ريشه كه نيمي ب
ان فعاليـت   ميـز  زنـي شـد   له نماتد مايه  ــوسيهديگر ب 
ي سـاقه از روزاول     ها در بافت  پلي فنل اكسيداز  آنزيم  

شاهد اختلاف معني دار داشت و حـداكثر فعاليـت           با
و به دنبال آن كـاهش نـشان         در روز چهارم بود    آنزيم
ي  در طـي روزهـا      در گياهان شاهد فعاليت آنزيم     .داد

  ).4جدول( داشت يدارمتوالي اختلاف معني
  

         بر عليه نماتد  T. harzianum  در اثر قارچفعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز سيستميك شدن  متوسط ميزان-4 جدول
M. javanica ساقه گوجه فرنگي در 

   زني روزهاي پس از مايه  

 7 6 5 4 3  2  1 بخش ريشه

A16,6 تيمارbc 22,1d 27,5d 52,2f 47,6f 26,7d 25,3d 

B4,5  شاهدa 13,3cd 20,9cd 44,2ef 50,6f 34,8e 17,6cd 

  ) ∆515nm/min/mg protein)  ODپلي فنل اكسيداز متوسط فعاليت آنزيم
  .تكراراستسه اختلاف معني دار ندارند هر عدد ميانگين  پنج درصد  اعدادي كه با حروف يكسان نشان داده شده اند بر اساس آزمون دانكن در سطح-

  . بود زني با آب مقطر استريلنيمي ديگر مايه د وشاهد گياهاني هستند كه نيمي از ريشه با نمات
  

ي پراكـسيداز در    هـا يج الكترو فـورز آيزوانـزيم     نتا
بررسي ميـزان سيـستميك شـدن درتيمـار نيمـي از            

زني گرديد و نيمه ديگـر       نماتد مايه   ي وسيلهه  ريشه ب 
دهنـده آن   نـشان ،  (A)زني با آب مقطـر اسـتريل      مايه

سيستم دفـاعي گيـاه     با تحريك   ها  است كه آيزوآنزيم  
در مقايسه با شاهد مربوطـه       وسيله قارچ القا شده و    هب

  دفاعكه در تر ظاهر شدندقوي =RF  35،41باندهاي 
در تيمـار ريـشه      ) .2شـكل ( عليه نماتد نقـش دارنـد     

دهنـده آن اسـت   نتايج نشان  (B)شده با قارچزنيمايه
يني كه هر پنج نوع آيزوانزيم با تراكم بالاي باند پروتئ         

 RF= 42 52بانـد پروتينـي مربـوط بـه          ظاهر شدند و  
RF=48 و RF=   در تيمـار  . بيشترين تراكم را داشـتند

 قـارچ تريكودرمـا و نيمـي        بـا ساقه كه نيمي از ريشه      
  زنــي شــده بــود  نماتــد مايــه  وســيلههديگربــ

(M)43،48،52باندهاي  RF= در مقايـسه بـا    تـر قـوي
ده اثـر   دهن ـ كـه نـشان    ،)2شـكل   (شاهد ظاهر شدند    

 ـ     ر اثـر تحريك كنندگي سيستم دفاعي گوجه فرنگي ب

و در مقايسه با گياه سالم نيـز از  است  قارچ تريكودرما   
بيشترين تراكم برخوردار بودند كـه دليلـي بـر ايجـاد            

  .استوسيله قارچ مزبور همقاومت القايي ب
 پلي فنل اكسيداز ينتايج الكتروفورز آيزوآنزيم ها

زنـي  مايـه  رنگيـ گوجه ف ـ  سيستميك مربوط به تيمار   
دهنده آن اسـت كـه    نشان (A)نيمي از ريشه با نماتد      

 هـــاي Rfآيزوآنـــزيم بـــه ترتيـــب بـــا  هـــر چهـــار
 به صورت قوي در مقايـسه بـا شـاهد           42،45،50،55

(D) ) ندبيان شد) زني نيمه ديگر ريشه با قارچمايه.  
ي پلـي فنـل     همچنين الكتروفـورز آيزوآنـزيم هـا      

 زنـي  تيمار گوجه فرنگي مايـه     اكسيداز سيستميك در  
دهنـده آن اسـت      نيز نشان  (B)نيمي از ريشه با قارچ      

 45 ، 42 هـاي    Rfكه هر چهار آيزوآنزيم به ترتيب بـا         
 (E) بيان شده اند و در مقايسه با شاهد خود       55 ، 50،

بيـان   50 ،45 هـاي    Rf تـر مربـوط بـه     ي قـوي  باندها
ريـشه  نيمي از    زنيدر تيمار گوجه فرنگي مايه     .شدند

 نـشان   نيـز  (C)  نيمه ديگـر ريـشه بـا قـارچ         ،با نماتد 
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ي پلي فنل اكسيداز در     ها كه آيزوآنزيم دهنده آن است  
و هر چهار آيزوآنزيم بـه ترتيـب    ساقه نيز بيان شدند

د و  ــ ـدانــان ش ـــ ـ بي 55 ، 50 ، 45 ، 42 هاي   Rfا  ــب

ــســـدر مق ـــه بـــايـ ـــا شــ ـــ تراك،(F)اهد ـــ م ــ
ـــبانده ــوياـ ــر راي ق ـــاهـــــ ظت ــــر سـ د ـاختن

  ).1لــشك(
    
  

هاي پراكسيداز در بررسي قابليت سيستميك شدن و اثر آن در كاهش آلودگي گياه  مقايسه الكترو فورز آيزوآنزيم - 1شكل   
  برعليه نماتد

 A :  ايه زني شده بود مايه زني شده ونيمه ديگر با آب مقطر استريل م  نماتدباتيمار نيمي از ريشه  
 B : نيمي ديگر با آب مقطراستريل مايه زني شده بود تيمار نيمي از ريشه به وسيله قارچ تريكودرما مايه زني شد و   

C :  ريشه مايه زني شده با آب مقطر استريل  
a :  شاهدتيمارA 

M :  در ارزيابي فعاليت آنزيم در ساقه(د مايه زني شده بودو نيمي ديگر به وسيله نمات  تريكودرما مايه زني گرديدباتيمارنيمي از ريشه(  
m : شاهد تيمارM  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

شدن و اثر آن هاي پلي فنل اكسيداز در بررسي سيستميك مقايسه الكتروفورز آيزوآنزيم- 2شكل
  در كاهش آلودگي نماتد

A :مايه زني نيمي از ريشه با نماتد تيمار گوجه فرنگي  
B :نيمي از ريشه با قارچ يمار گوجه فرنگي مايه زنيت  
C :ساقه( نيمه ديگر ريشه با قارچ–نيمي از ريشه با نماتد  تيمار گوجه فرنگي مايه زني(  
D :شاهد(مايه زني نيمه ديگر ريشه با نماتدA(  
E:شاهد(نيمه ديكر ريشه مايه زني با آب مقطر استريل B(  
F :شاهد (با آب مقطر استريل بود  يگر مايه زنينيمي از ريشه با نماتد و نيمي دC(  

  

  بحث
شدن فعاليت آنـزيم    در بررسي قابليت سيستميك   

نيمـي از ريـشه     (هاي ريـشه    پراكسيداز در تيمار بافت   
چنين استنباط مـي شـود كـه القـاي          ) آلوده به نماتد  

 يآنزيم از روز اول تا روز شـشم افـزايش قابـل تـوجه             
كه اثر مقاومـت القـايي      رسد  داشته است و به نظر مي     

د بـه    قارچ تريكودرما با نفوذ نمات     وسيلهبهسيستميك  
بر   و باعث القاي و تاثير     داخل بافت گياه افزايش يافت    

A a  C  B  
m M 

A B C D E F

۴٢/٠  

۵۵/٠ 

۵٠/٠ 

۴۵/٠  

Rf  

Rf 

٣۵/٠ 

۴١/٠ 

۴٣/٠

۵٢/٠  

۴٨/٠  



 69  ...كنترل بيولوژيك و القاء سيستميك:  و همكارانملكي زياراني  

سنتز پراكسيداز و مكانيسم هاي دفـاعي گيـاه شـده           
كه ايـن آنـزيم در فراينـد سـنتز          با توجه به اين    .است

و برخي تركيبات دفاعي از جمله پراكسيد هيـدروژن         
ــاه دخالــت دارد ليگنينــي ــواره ســلولي گي  .شــدن دي

همچنين باعث ايجاد پـل هـاي عرضـي هيدروكـسي           
شود كه  هاي ريشه مي  پرولين موجود در ديواره سلول    

هاي ريشه در برابر عامـل      سازي بافت  مقاوم ،نتيجه آن 
 نـشان از اهميـت ايـن آنـزيم در           ،بيمارگر مي گـردد   

 ـ . پروسه واكنش هاي دفاعي گياه دارد      دسـت  هنتايج ب
محمـدي   آمده در اين مورد با نتايج سيلوا وهمكاران،

 ,Silva et al. 2004)زاچئـو و همكـاران    وكـاظمي 

Mohammadi and Kazemi 2002, Zacheo et 

al.1995)  قارچ تريكودرما همچنين در    .  مشابهت دارد
باعـث افـزايش    ) زني نيمي از ريشه با قارچ     مايه(تيمار  

ساقه گياه شد و     راكسيداز در بافت   سنتز آنزيم پ   يالقا
 يدر مقايسه با شاهد آنزيم مزبور افزايش قابل تـوجه         

 يتواند دليلـي بـر القـا      مي افزايش فعاليت آنزيم  . دارد
 .T قــارچ در  فعاليــت ايــن آنــزيم   سيــستميك

harzianum يـدي ديـا و همكـاران در واكـنش          . باشد
ج نتـاي بـه  T. harzianum   وسيلههدفاعي گياه خيار ب

يي كـه   هـا اين نتايج با آزمايش   . دست يافتند  مشابهي
 در  هـا در نتيجـه تـاثير ريزوبـاكتري       همكاران سيلوا و 

بروز مقاومت سيستميك در گوجه فرنگي انجام دادند        
 ي مختلـف از   هافعاليت آنزيم   آنها نيز  .مطابقت داشت 

ــي فن  ــسيداز و پلـ ــه پراكـ ـــجملـ ــسيداز ـــ  رال اكـ
 Yedidia et al. 1999, Silva)  دانستندرــــوثـــــم

et al. 2004).      با توجه به نتايج گرفتـه شـده از ايـن
طرح در مورد رابطه فعاليت آنـزيم پراكـسيداز و پلـي         

گياه با آلودگي نماتد مولد گره ريشه        فنل اكسيداز در  
ي ريـشه   چنين اسـتنباط مـي شـود كـه در تيمارهـا           

ون بد( وساقه ميزان فعاليت آنزيم در مقايسه با شاهد       
توانـد  در ميزان قابل توجهي مي باشد كه مـي        ) نماتد

 چگونگي تـاثير مـستقيم      ، اگر چه  ؛بر نماتد موثر باشد   
 نيـست وغير مستقيم اين آنزيم بر نماتد كاملا روشن         

ي بيـشتري در آينـده در ايـن         هـا و نياز بـه آزمـايش     
ويـژه   يـستم دفـاعي گيـاه بـه        س ي القـا  .خصوص دارد 

نمودن نفـوذ نماتـد بـه       يي كه سبب مهار     ها مكانيسم
 مانند سـنتز تركيبـات منهـدم كننـده          ،شوند گياه مي 

ساختار بدن نماتد مانند پراكسيد هيدروژن كه نقـش         

ايـن  . آنزيم پراكـسيداز در همـه آنهـا مـشهود اسـت           
 محدودكننده ديگـر بيمارگرهـاي گيـاهي        ها مكانيسم
بررسـي شـده     وسيله ديگر محققان  باشد كه به   نيز مي 
در  T.harzianum توجه به پتانسيل قـارچ     لذا با    .است
ديگر تركيبات دفاعي گيـاه،    فعاليت اين آنزيم و  يالقا
ي دفاعي  ها هاي سيستميكي پاسخ    دهنده پيام يالقا و

ــيد       ــيلن و اس ــمونيك، ات ــيد جاس ــد اس ــاه مانن گي
ــسيليك ــستمي  سالي ــه سي ــر ب ــه منج ــدن كــ ك ش

 Chen et).( شـود ي دفـاعي گيـاه مـي   هـا مكانيـسم 

al.2000, Koike et al. 2001, Van loon and 

Vanstrien.1999)( .ــ  ــين در بــــ ررسي ـهمچنــــ
 آلوده بـه   شدن پلي فنل اكسيداز در ريشه     سيستميك

شود كه القـاي آنـزيم از روز        نماتد چنين استنباط مي   
 داشـته اسـت و      يتا روز ششم افزايش قابل توجه      اول

بـر   رسد كه اثر مقاومت القايي سيستميك     به نظر مي  
قارچ تريكودرما با نفوذ نماتد به داخل بافـت گيـاه            اثر
 تـاثير روي    موجـب نوبـه خـود     بـه  افته و ـزايش ي ـ ــاف

ايـن   .شودميي دفاعي و سنتز پراكسيداز      ها مكانيسم
رخي تركيبات دفاعي از جملـه   آنزيم در فرايند سنتز ب    

منو  تركيبات مشتق فنل مانند دي فنل و  وكينون ها 
 تواند باعث ايجاد پـل    مي ن همچني .فنل دخالت دارند  

ي عرضي هيدروكـسي پـرولين موجـود در ديـواره           ها
سـازي آن در     مقـاوم  ،سلولي ريشه شود كه نتيجه آن     

 نشان از اهميـت ايـن آنـزيم در          ست و برابر بيمارگرها 
دسـت  هنتايج ب  .استي دفاعي گياه     ها پروسه واكنش 

 ,Silva et al. 2004)آمـده در ايـن مـورد بـا نتـايج      

Mohammadi and Kazemi 2002, Zacheo et 

al.1995)ــشابهت دارد ــ. م ـــا توجـ ب ــه نتـ ـــه ب ايج ـ
ــه ــارچهــاجداي ــT. harzianum  ي ق ــد ـب اعث تولي
تاثير مطلوب   اتيلن و  ي جاسمونيك اسيد و   هاهورمون

ي توليـد كننـده      هـا  بر رشد گياه و فعال نمـودن ژن       
 مقاومـت   ،در نتيجـه   و آنزيم پلي فنـل اكـسيداز شـد       

از طرفـي    .دكناد مي ــدر گياه ايج   سيستميكالقايي  
اين قارچ سبب توليد موادي نظير ساليـسيليك        ،  ديگر

شوند كه  ي مرتبط با بيماريزايي مي    هاو پروتئين اسيد  
  .نقش موثري در مقاومت گوجه فرنگي به نماتد دارند

  نتيجه گيري كلي
 T. harzianumشود كه قـارچ   چنين پيشنهاد مي
جملـه   ي از هـا القاشـدن آنـزيم   محرك مناسبي براي    
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 سبب تحريك مكانيسم دفاعي     ،در نتيجه  پراكسيداز و 
 بـر عليـه نماتـد        رقم كينگ استون   گياه گوجه فرنگي  

M. javanicaتواند به عنوان يك عامل باشد و مي مي

بـه عنـوان يـك القاكننـده         كنترل كننده بيولوژيك و   
ديريت ايــن ـــــاه در مــــــم دفــاعي گيـــــسيــست

  .ردــــرار گيـــه قـــتد مورد توجنما
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ABSTRACT 

 
  Systemic induction of peroxidase and polyphenoloxidase in tomato 

roots and stem followed by application of split root system method was 
investigated. Root system of tomato seedling in the sixth growth stage 
were divided in two equal sections after washing and replanted in two 
adjacent pots and then inoculated with nematode and fungus as fallowing 
treatments. The second treatment was inoculation of half root by 
Trichoderma spore suspension and half root with sterile distilled water. 
The first treatment was the inoculation of half of root by nematode and the 
second treatment was another half of root inoculated just by  sterile 
distilled water. Inoculation of half root by Trichoderma and another half 
by nematode. Inoculation of both roots section with sterile distilled water 
(control). Changes of peroxidase and polyphenoloxidase enzymes 
activities in each root extract and stem section in each treatment were 
measured daily by spectrophotometer, between zero and seven days. The 
results showed that Trichoderma can increase enzymes activities not only 
in site of inoculation but also, in other part of plant such as root and stem. 
Maximum of peroxidase activity in root and stem was occurred at 5 and 4 
days after inoculation. Maximum of polyphenoloxidase activity in root 
and stem was occurred at 6 and 4 days after inoculation, respectively. The 
results suggest that Trichoderma systemically induce plant defense 
mechanism and can be considered as a suitable inducer for root- knot 
nematode management. 

 
Key words: Split root, suspension spore activity, defence mechanism,  
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