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چکیده
آوري شـده از اسـتان   جمـع )Heterodera schachtii(هاي همراه نماتـد سیسـتی چغندرقنـد    پاز و کیتیناز قارچدر این تحقیق فعالیت آنزیمی لی

و تخـم و لارو نماتـد سیسـتی    از سیست، مـاده قارچیجدایه300، حدود 94-95خراسان رضوي مورد مطالعه قرار گرفت. به این منظور در سال زراعی 
بـا اسـتفاده از   هاي ماکروسکوپی، میکروسکوپی و مولکولی قرار گرفتند وسازي، مورد بررسیمذکور پس از خالصهايقند جداسازي گردید. جدایهچغندر

ــان آن  ــایی شــدند. از می ــر شناس ــدهاي معتب ــهکلی ــا شــش گون ،Simplicillium lanosoniveum،Penicillium chrysogenumشــامل ه
Colletotrichum gloeosporioides،Neonectria macrodidyma،Fusarium oxysporumوAlternaria chlamydospora

بیشترین میزان تولید این آنزیم را نشان داد و در بررسی نسبی فعالیت C .gloeosporioidesشناسایی شدند. در بررسی نسبی فعالیت آنزیم لیپاز، قارچ 
.بودP .chrysogenumکیتیناز، بیشترین تولید این آنزیم مربوط به قارچ 
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1مقدمه

ین نیازهـاي  تـأم در جهان امروز یکی از مشـکلات اساسـی بشـر    
ین غـذاي  تـأم غذایی است، کشاورزي به دلیل داشتن نقش حیـاتی در  

کشـور  هـاي اقتصـادي  تـرین بخـش  یاز جامعـه، یکـی از مهـم   نمورد
یاز جهان، توسط زراعت نمورددرصد شکر 30شود. حدودمحسوب می

بـا نـام   چغندرقند. )32(گردد ین میتأمو مابقی آن از نیشکرچغندرقند
Chenopodiaceaeاز تیـره  دوسـاله گیـاهی  Beta vulgarisعلمـی  

باشد. ریشه این گیاه طـی سـال اول متـورم شـده و در آن سـاکارز      می
چغندرقنـد از گیاهـان مهمـی اسـت کـه در      ).26و 2(نماید تجمع می

شـود.  یژه استان خراسان رضوي کشت مـی وبههاي کشور بیشتر استان
105در کشور در حـدود  93-94غندرقند در سال زراعی سطح کشت چ

هـزار  19که استان خراسان رضـوي بـا حـدود    شدههزار هکتار برآورد 
. )32(هکتار بیشترین سطح کشـت را بـه خـود اختصـاص داده اسـت     

چغندرقند یکی از محصولات ارزشمند کشاورزي، به لحـاظ صـنعتی و   

شناسی گیـاهی و اسـتادان گـروه گیـاه    ترتیب دانشجوي دکتري بیماريبه-3و2، 1
زي، دانشگاه فردوسی مشهدپزشکی، دانشکده کشاور
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وجـود تولیـد ایـن    ینبـاا شـود.  براي کشور محسـوب مـی  زایی اشتغال
زیـاد آفـات و   نسـبتاً تعـداد  ازجملـه فراوانـی  هـاي محصول با چـالش 

زا ها روبرو است. نماتدهاي انگل گیاهی از این عوامـل بیمـاري  بیماري
کننـد، در خـاك و بافـت    تغذیه مـی گیاهانهستند، که بیشتر از ریشه

عه متعددي ممکن است در یک مزرهايشوند و گونهگیاهان یافت می
هـاي زیـادي   باشند. نماتدهاي سیستی باعث بروز خسـارت وجود داشته

بسـیار  شـوند و داراي اهمیـت اقتصـادي   به محصولات کشاورزي مـی 
مختلف هايباشند. در میان جنسبالایی در کشورهاي مختلف دنیا می

، بیشـتر  GloboderaوHeteroderaنماتدهاي سیسـتی، دو جـنس  
اد خسارت اقتصادي به محصولات اهمیـت  ایجلحاظازبوده و متداول

نماتـد انگـل گیـاهی در    گونـه 60. در دنیـا بـیش از   )10(زیادي دارند
%11کـه سـالانه حـدود    انـد مشاهده و شناسایی شدهمزارع چغندرقند

این خسارت را تنها به نماتد %90دهند و را کاهش میچغندرمحصول
.H(سیستی چغندرقند schachtii  ـ) نسـبت مـی  . در ایـران  )31(ددهن

مختلفــی جداســازي و نماتــدهايچغندرقنــدتــاکنون از خــاك مــزارع
.Hاست. نماتد سیستی چغندرقنـد شدهگزارش schachtii   بـه دلیـل

در چغندرقنـد گستردگی، آلودگی بالا و خسـارت شـدید بـه محصـول    
هاي اصفهان، خراسـان، آذربایجـان غربـی و فـارس تحقیقـات      استان

شاورزي)(علوم و صنایع کحفاظت گیاهان نشریه
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).26و 2(د اختصاص داده است بیشتري را به خو
هاي مختلفی براي مدیریت این نماتدها پیشنهاد شده اسـت.  روش

بعـد از مـدتی دوبـاره    ها، جمعیت نماتدهارغم استفاده از نماتدکشعلی
یابد. تولید ارقام مقاوم در برابر نماتدهاي سیستی کار بسیار افزایش می

فشـارهاي اقتصـادي،   یـل به دل. از طرف دیگر، )26و 2(مشکلی است
استفاده از تناوب زراعی در حد محدودي توسط کشـاورزان انجـام مـی   

هـاي  و بـاکتري هابا کاربرد قارچشود. بر این اساس کنترل بیولوژیکی
یک پدیده و روشی جدید بـا دورنمـایی جـذاب و    عنوانبهآنتاگونیست 

به و همچنین ) 25(جالب از خود موجب جلب افکار عمومی شده است
هـا بـراي   عنوان یکی از راهکارهاي مـدیریتی همـراه بـا دیگـر روش    

).36و 18(استقرارگرفتهموردتوجهمدیریت نماتدهاي انگل گیاهی، 
و رقابـت کننـدگان  دشمنان طبیعـی زیـادي (بیمارگرهـا، شـکارچیان،     

ها) وجود دارند که به نماتـدهاي انگـل گیـاهی، در خـاك     آنتاگونیست
این %76حدود هادهند، قارچها را کاهش میآنحمله کرده و جمعیت

.)6(دهنددشمنان را تشکیل می
کـه داراي مقـادیر   با توجه به ترکیبات دیواره پوست تخم نماتـدها 

هـاي و توانـایی قـارچ  )5(باشـد بالاي کیتین، چربـی و پـروتئین مـی   
، هـاي کیتینـاز، لیپـاز و پروتئـاز    در سـنتز آنـزیم  نماتدهاپارازیت کننده

ها جهت کنترل بیولوژیـک بـا نماتـدهاي سیسـتی    استفاده از این قارچ
تواند یک راهکار موفق جهت کاهش مصرف سموم و جلـوگیري از  می

هاي تجزیه کننده دیـواره سـلولی   آنزیم.)8(زیست شودیط محآلودگی 
شوند در کنترل بیولوژیـک  که توسط عوامل بیوکنترل قارچی تولید می

مهم هستند.
هـاي  قـارچ 83تـا  82هـاي  نژاد و همکاران طی سالخضرينبی

همراه با نماتد سیستی چغندرقند در مزارع اسـتان آذربایجـان غربـی را    
جـدا  هـا آنجدایه قـارچی از روي  300و حدود قراردادندی بررسمورد

گونه متعلـق  16تاکسونومیکی قرار گرفت که تعداد مطالعهموردشد و 
.)21(دبه نه جنس معرفی کردن

400نـژاد و همکـاران در بررسـی دیگـر حـدود      همچنین خضري
ازجدایه قارچی از مراحل مختلف نماتد سیستی چغندرقند جداسـازي و  

جـنس  11گونه از 12. تعداد قراردادندمطالعهموردتاکسونومیکی نظر
Alternaria alternata،A. malorum،Arthriniumشــامل

phaeospermum،Arthrobotrys oligospora،
Botryotrichum piluliferum،Chaetomium

spirolotrichum،Fusarium oxysporum،Cylindrocarpon
destructans،Embellisia chlamydospora ،Geomyces

pannorum،Stemphylium botrysomوUlocladium atrum

.)22(در این مقاله معرفی شدند
Trichodermaجدایه از قارچ 10ران اثر مقدم و همکامهدیخانی

harzianum وT. virens  ــم و ــه روي تخ را در آزمایشــگاه و گلخان
هـاي ی قـرار دادنـد. جدایـه   موردبررسسیست نماتد سیستی چغندرقند 

هاي نماتـد  درصد تخم60متوسط طوربهقارچ تریکودرما در آزمایشگاه 
هـا دو  بردنـد. در بـین آن  را در مقایسه با شاهد انگلی کردند و از بـین 

و 18/76به ترتیب بـا  T. virens VM1و T. harzianum Biجدایه 
.)24(هاي دیگر عمل کردنددرصد پارازیتیسم، بهتر از جدایه55/72

هاي خارج سلولی مانند بتا یک و دهد که آنزیمتحقیقات نشان می
قـارچی تولیـد   یله عوامل بیوکنترلوسبهسه گلوکاناز، سلولاز و کیتیناز 

هـا بـراي   ي ژنتیکی در فعالیت این مایکوپارازیتورزبه. از )4(شوندمی
هـا و  چندین برابر در تولیـد ایـن آنـزیم   باقدرتهایی یافتهجهشتولید 
ژنیک بیان کننده ایـن  هایی فاقد آن و تولید گیاهان ترانسیافتهجهش
تائیـد قـرار گرفتـه    ها در پدیده بیوکنترل مـورد  ها، نقش تولید آنآنزیم

هاي یله قارچوسبهها است. در تحقیقات گذشته توانایی تولید این آنزیم
آنتاگونیست مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته شده اسـت. در ایـن بـین    

.)19(اندها بیشترین توجه را به خود اختصاص دادهکیتیناز
هـاي  هـاي آنتاگونیسـت شـامل آنـزیم    سیستم تجزیه کیتین قارچ

هـا و ژن آنـزیم عنـوان بهباشد و لیست ترکیبات آن هر روزه ادي میزی
بتـا هـا بـه یـک و چهـار    شود. کیتینازهاي کد کننده جدید گزارش می

شـود ها تقسـیم مـی  ها و اگزوکیتینازاستیل گلوکزامینیدازها، اندوکیتیناز
زا و کیتین، ژن عامل بیـان  هاي عامل بیماري. دیواره سلولی قارچ)13(

شـود کـه بـا عامـل     اما تنها زمانی فعال می؛ کندتیناز را تحریک میکی
.)15و 13(زا تماس برقرار شودبیماري

هاي تولید کننده میکروارگانیسمعنوانبهي اگستردهطوربهها قارچ
استرگلیسـرول  عنـوان بهگیرند. لیپازها آنزیم لیپاز مورد استفاده قرار می

تـوان آن را یـک اسـتراز    و در واقـع مـی  شـوند  هیدرولازها معرفی می
دانست زیرا در اثر فعالیت خود قادر است گلیسیریدها را به گلیسیرین و 
اسیدهاي چرب تجزیه نماید. سرعت این واکنش و تبـدیل چربـی بـه    

هـاي اسـیدچرب،   گلیسیرین و اسیدهاي چرب بستگی به طول زنجیره
pH14(محیط و حرارت دارد(.

هـاي همـراه نماتـد    علاوه بر شناسایی قـارچ هدف از این تحقیق،
سیستی چغندر قند در منطقه مورد مطالعه، بررسی میزان فعالیت نسبی 

ها بوده است.هاي کیتیناز و لیپاز این قارچآنزیم

هامواد و روش
نمونه خاك، ریشـه و غـده   22، تعداد 94-95در طی سال زراعی 

اسـتان خراسـان   چغندرقنـد سیسـتی نماتدآلوده به از مزارعچغندرقند
آوري گردید. جهت استخراج نماتدهاي سیستی از خاك از رضوي جمع

هاي سفید رنـگ  . ماده)11() استفاده شد1940روش فنویک (فنویک، 
برداشته شد و بعد از شستشـو، در آب  نیز با سوزن ظریف از روي ریشه

، چنـدین  هاي جدا شدهها و مادهقرار داده شدند. سیستمقطر استریل
درصـد،  10بار در آب مقطر شستشو و با محلـول هیپوکلریـت سـدیم    

درصد به مدت دو یا سـه دقیقـه اسـتریل    20درصد و 10اتیلیک الکل
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شستشـو و  بـا آب مقطـر اسـتریل   مجدداًها ها و مادهگردیدند. سیست
ها در تشـک  ها و مادهآبگیري شدند. سیستروي کاغذ صافی استریل

در زیـر  4PCAو1MEA ،2CMA ،3PDAکشتحاوي محیطپتري
توسط سوزن به طور جداگانه برداشـته و کشـت گردیدنـد.    هود لامینار

متـري  هشت سـانتی چهار عدد سیست در چهار طرف هر تشک پتري
اي رنـگ از هـر   سیست قهوه16هاي فوق قرار داده شد. حاوي محیط

دو دمـاي  از هر نمونـه در نمونه خاك کشت داده شد. دو تشک پتري
گـراد و در  درجه سـانتی 20-25با دماي مختلف گرم و سرد، انکوباتور

گراد نگهداري و بـه طـور مرتـب    درجه سانتی8-10با دماي انکوباتور
هـاي رشـد کـرده از    روز قارچ14تا 7مورد بازرسی قرار گرفتند. بعد از 

در مراحل جهت رشد بهتر منتقل وPDAجدید ها به محیط کشتآن
دو 5WAروي محـیط کشـت  و یا نوك ریسـه د با روش تک اسپوربع

هـاي آزمـایش   هاي خالص شده در لولهسازي شدند. قارچدرصد خالص
و )28(گـراد  و دمـاي چهـار درجـه سـانتی    PCAحاوي محیط غذایی 

همچنین روي محیط ماسه جهـت مطالعـات بعـدي نگهـداري شـدند     
)17(.

(هموژنـایزر) تخریـب و   سیست خردکن لهیوسبهها پوسته سیست
هاي آزاد شده از سیسـت ها و لاروهاي داخل آن آزاد گردید. تخمتخم

سوسپانسیون درآمدند. مقدار نـیم  صورتبهها داخل آب مقطر استریل
لیتر از سوسپانسـیون تخـم و لارو توسـط پیپـت اسـتریل     تا یک میلی

دو درصـد  WAبرداشته و در سطح تشک پتري حاوي محـیط کشـت   
20-25بـا دمـاي   هاي کشت نیز در انکوباتورگردید. این محیطپخش 

گراد در شرایط تاریکی نگهداري شـده و بـه طـور مرتـب     درجه سانتی
بـه  رشد کرده از این تخم و لاروهاهايمورد بررسی قرار گرفتند. قارچ

و یـا نـوك ریسـه   جدید منتقـل و بـا روش تـک اسـپور    محیط کشت
هـا در سـه   سـازي قـارچ  زي و خـالص جداسا.)20(سازي شدندخالص

هــا و هــا، جداســازي از تخــمهــا و مــادهبخــش جداســازي از سیســت
هـاي  سـازي قـارچ  جداسازي از لاروهاي سن دوم انجام شد و خـالص 

مذکور به روش تک اسپور صورت پذیرفت.
از دو روش آمــدهدسـت بـه قـارچی هـاي جهـت شناسـایی جدایـه   

بـر یمبتن ـهـاي  (روشلکـولی و شناسـایی مو شناسایی مورفولوژیکی
٦PCRمراز)) استفاده شد. شناسایی مولکولی با اي پلی(واکنش زنجیره

صـورت گرفـت. بـراي ایـن منظـور میسـلیوم       ITSتعیین توالی ناحیه 
ژنـومی بـه دو روش   DNAسازي شد، سـپس اسـتخراج   قارچی آماده

ژنومی انجام DNAو کیت استخراج CTABاستفاده از بافر استخراج 

1- Malt Exteract Agar آگار-عصاره مالت
2- Corn Meal Agar آگار                         -ذرت
3- Potato Dextrose Agar آگار-کستروزد-زمینیسیب
4- Potato Carrot Agar آگار          -هویج-زمینیسیب
5- Water Agar آگار                                -آب
6- polymerase chain reaction

جهت تکثیـر ژنـوم   PCRژنومی، واکنش DNAشد. پس از استخراج 
و ITS1استخراج شده انجـام گرفـت کـه بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي       

ITS4 نواحی از ،DNA   ریبوزومی تکثیـر و قطعـاتDNA   بـه طـول
، جهـت  PCRدست آمد. بعد از انجام واکـنش  جفت باز به650تا 550

، از هـر  PCRمحصول DNAازه یید انجام شدن واکنش و تعیین اندتأ
دقیقـه  30نمونه مقدار سه میکرولیتر در ژل آگارز دو درصد و به مدت 

بـا اسـتفاده   UVولت تفکیک شد. سپس از ژل در زیر نور 85در ولتاژ 
Gelاز دستگاه  Documentation   عکس گرفته شد. اندازه بـه دسـت

فـت  جDNA ،1000آمده در مقایسه با یـک نشـانگر جـرم مولکـولی     
بازي تخمین زده شد. 

بررسی فعالیت آنزیم لیپاز
هـاي قـارچی، از   به منظور القاي تولید آنـزیم لیپـاز توسـط جدایـه    

10آگـار شـامل   -آگار استفاده شد. محیط پپتـون -محیط کشت پپتون
، گرم 1/0آزمایشگاهی، NaClگرم پپتون، پنج گرم 

آن روي pHشـده بـود کـه   گرم آگار، در یک لیتر آب مقطر حـل  16
لیتر توئین به محیط اضافه گردید. بعد میلی10شش تنظیم شد. سپس 

متـري ریختـه   سـانتی 10هاي پتري از اتوکلاو محیط کشت در تشک
متري از هر جدایـه در وسـط   شد. بعد از یک روز یک دیسک پنج میلی

تشک پتري حاوي محیط کشت قرار داده شد و به مدت پنج تـا هفـت   
گراد نگهداري شدند. تشـکیل رسـوب در   درجه سانتی25در دماي روز

هاي رشد کرده به منزله تولید آنزیم لیپاز در نظـر گرفتـه   اطراف پرگنه
.)33(شد

بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز
به منظور تهیه محیط کشت القاکننده کیتیناز و بررسی تولیـد ایـن   

گرم کلوئیدال 5/4ل هاي قارچی، محیط کشت شامآنزیم توسط جدایه
گرم سولفات منیزیم، سه گرم 3/0، )35(کیتین (به عنوان منبع کربن) 

سولفات آمونیوم، دو گرم فسـفات دي هیـدروژن پتاسـیم، یـک گـرم      
گـرم پـودر رنگـی    15/0گـرم آگـار،   154اسیدسیتریک مونوهیدرات، 

لیتـر آب  میلـی 1000میکرولیتـر تـوئین و   200، 7بروموکرزول پرپـول 
KOHنرمال 4تهیه گردید. اسیدیته محیط با استفاده از محلول مقطر

درجه سـانتی 121دقیقه در دماي 15تنظیم گردید و به مدت 7/4در 
هـاي پتـري   گراد سترون گردید. بعد از آماده شدن محیط، مرکز تشک

متـري از هـر کـدام    حاوي محیط کشت مذکور یک دیسک پنج میلـی 
شد و به مدت سه تـا چهـار روز در دمـاي    هاي قارچی قرار داده جدایه

گراد در شرایط تاریکی نگهداري شدند. تشـکیل هالـه   درجه سانتی25
هاي رشد کرده و تغییر رنگ محیط کشت به بنفش رنگ اطراف پرگنه

.)1(رنگ بنفش به منزله تولید آنزیم کیتیناز در نظر گرفته شد

7- Bromo Cresol Purple
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)H. schachtii(چغندرقند یستیه از نماتد سبه دست آمدیقارچهايهیداد جتعدا-1ولجد
Table 1- Number of fungal isolates obtained from Sugar Beet cyst nematode (H. schachtii)

هاجنس جدایه
Genus of isolates

هاي قارچیتعداد کل جداي
Total number of fungal isolates

تعداد نمونه
Number of

samples

آوريمحل جمع
Collection area

ردیف
Row

Simplicillium121
طرق–مشهد 

Mashhad-Torogh
1

Fusarium
Simplicillium

91
اسکندر آباد- چناران

Mashhad-Eskandarabad
2

Fusarium51
سفیدجان- چناران

Chenaran-Sefidabad
3

Fusarium81
محمود آباد—چناران

Chenaran-Mahmoodabad
4

Penicillium
Fusarium

41
اسدیه-فریمان

Fariman-Asadiye
5

Fusarium102
سفیدسنگ-فریمان

Fariman-Sefidsang
6

Fusarium62
کته شمشیر-فریمان

Fariman-Kateshamshir
7

Fusarium
Simplicillium

112
فریمان

Fariman
8

Fusarium
Neonectria

131
رباط میان دشت-فریمان

Fariman-Miyandasht
9

Penicillium
Colletotrichum

81
جلگه زاوه

Jolgezave
10

Penicillium81
خلیل آباد-تربت جام

Torbatjan-Khalilabad
11

Alternaria
Penicillium

Colletotrichum
141

قوچان
Ghuchan

12

Fusarium81
قوچان

Ghuchan
13

Fusarium121
سرخس

Sarakhs
14

Alternaria91
سرخس

Sarakhs
15

Fusarium
Neonectria

161
تربت حیدریه

Torbatheydariye
16

Fusarium
Alternaria

132
تربت حیدریه

Torbatheydariye
17

Fusarium202
تربت حیدریه

Torbatheydariye
18

Simplicillium121
مزارع دانشگاه-مشهد

Mashhad- University farms
19

Penicillium71
خواف
Khaf

20

Simplicillium132
جوین
Join

21

Penicillium141
نیشابور

Neyshabur
22
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A :S .lanosoniveum ،B :N .macrodidyma ،C :F .oxysporum ،D :C(هاي شناسایی شده تصاویر پشت و روي قارچ- 1شکل 

.gloeosporioides ،E :A .chlamydospora ،F :P .chrysogenum(
Figure 1- Images of identified fungi (A: S .lanosoniveum, B: N .macrodidyma,C: F .oxysporum, D: C .gloeosporioides, E: A

.chlamydospora, F: P .chrysogenum)

نتایج
منطقه مختلف استان خراسان رضوي صـورت  22برداري از نمونه

ها از مزارع چغندرقند داراي علائم خسارت برداريگرفت که این نمونه
ها، تنک شـدن مزرعـه و   نماتد سیستی چغندرقند شامل پژمردگی برگ

ریشی و دوشـاخه بـودن غـده چغندرقنـد صـورت گرفـت. نتـایج        ریشه
دسـت آمـده از مـزارع    هاي قـارچی بـه  برداري و تعداد کل جدایهنمونه

1در جـدول  هـر منطقـه  چغندرقند استان خراسان رضوي به تفکیـک  
آورده شده است. بیشترین جدایه قارچی به شهرستان تربت حیدریـه و  

کمترین جدایه قارچی به شهرستان خواف تعلق داشت.
Penicillium chrysogenumهـاي  در ایـن بررسـی قـارچ    (a)،

Simplicillium lanosoniveum (b) ،Fusarium oxysporum

(c) ،Neonectria macrodidyma (d) ،Colletotrichum

gloeosporioides (e) ،Alternaria chlamydospora (f)

1در شکل هاشناسایی شدند. تصاویر رو و پشت تشک پتري این قارچ
آمده است.

میزان رشـد  ))30(1979ید پیت، (کلP. chrysogenumدر قارچ
گـراد پـس از   درجه سانتی25و دماي PDAروي محیط کشتپرگنه

سبز رنگ، رنگ پرگنههامتر بود. ریسهمیلی3/2-2/4روز، 10گذشت 
سبزآبی تا سبز تیـره و در اطـراف داراي هالـه سـفیدرنگ و در سـطح      

انتهـاي  ي و یک حلقه سـبز و در اقهوهکرم تا زرد زیرین تشک پتري
قطرات ریـز  پراکنده و روي پرگنهصورتبهسفید دیده شد. رشد پرگنه

که روي هر متولامنشعب و داراي متولازردرنگ دیده شد. کنیدیوفور
ي وجود داشت و روي هر فیالیدااستوانهیا فیالیدیک یا چند استریگما

کروي شکل با دیواره صاف وجود داشـت. کنیـدیوم  یک ردیف کنیدي
مرغی شکل با سـطحی صـاف بـود. ایـن     سبز رنگ، کروي تا تخمها

Gو F، کریسـوژین و پنیسـیلین   Dو Cهاي راکفورتین قارچ متابولیت

. از ایـن قـارچ بـه عنـوان بازدارنـده از رشـد عامـل        )12(کندتولید می
بیماري لکه شکلاتی باقلا در شـرایط آزمایشـگاهی و کاهنـده شـدت     

 ــ  ــه گ ــرایط گلخان ــاري در ش ــده بیم ــتزارش ش ــارچ )16(اس . در ق
Simplicillium lanosoniveum ،ــاران ــا و همک ) )29(2013(نوناک

درجـه  25و دمـاي  PDAروي محـیط کشـت  نیز میزان رشد پرگنـه 
سفید رنگ هامتر بود. ریسهمیلی30روز 10گراد پس از گذشت سانتی

سفید بـود ولـی در سـطح زیـرین تشـک پتـري      دیده شد. رنگ پرگنه
صـورت  بهتر بود و پرگنهاي و در بخش مرکزي پررنگنجی تا قهوهنار

سـاده و  فشرده و در اطراف آن یک حلقـه سـفید دیـده شـد. فیالیـدها     
ایجـاد شـده   نزدیک به هم روي کنیـدیوفور منفرد و یا اینکه دو فیالید

کوتـاه و  نسـبتاً ي ااسـتوانه نیمـه کـروي، بیضـوي تـا     هابود. کنیدیوم
یسـتال کرتشکیل شده بود.ها در انتهاي فیالیدهایومکوچک بود. کنید

هاي هشت وجهی در داخل آگار تشکیل شده بود.
) )23(2006(لسلی و سـامرل،  Fusarium oxysporumدر قارچ 

درجـه سـانتی  25و دماي PDAروي محیط کشتمیزان رشد پرگنه
متر بـود. شـکل ظـاهري پرگنـه     میلی55روز، 10گراد پس از گذشت 

سـفید و  سفید رنگ دیـده شـد. رنـگ پرگنـه    هایر بود. ریسهمتغیار بس
هوایی فراوان تشکیل شده بود و در سـطح  هايیسلیوممبرفکی بوده و 

تر و شیري رنـگ  سفید و در بخش مرکزي پررنگزیرین تشک پتري
به صورت مجتمع و یک یا دو سـلولی  بود. نحوه تشکیل میکروکنیدي

روي فیالیـدهاي و میکروکنیـدي ل بـوده قایقی شـک هاو ماکروکنیدي



1399بهار، 1شماره، 34، جلدنشریه حفاظت گیاهان (علوم و صنایع کشاورزي)6

ــدها   ــود. فیالی ــده ب ــکیل ش ــاه تش ــوده و  کوت ــرادي ب ــه صــورت انف ب
Alternariaبه فراوانی تولید شد. در قـارچ  در این گونهکلامیدوسپور

chlamydospora ،میــزان رشــد پرگنــه روي )27(1973(موکاکــا (
10گراد پـس از گذشـت   درجه سانتی25و دماي PDAمحیط کشت 

اي زیتـونی  اي تا قهـوه هاي این قارچ قهوهمتر بود. پرگنهمیلی38روز، 
اي تیره و روشن و مایل بـه سـیاه   و در سطح زیرین تشک پتري قهوه

ها در سطح محیط کشت و به مقدار بیشـتري داخـل محـیط    یسهربود. 
پراکنده تشکیل شـده  صورتبههاي هوایی یسهرکشت رشد کرده بود. 

هاي موجود در سطح محـیط  یسهرفورها به طور مستقیم از بود. کنیدیو
هـا بـه صـورت منفـرد و یـا      کشت تولید شده بود و ساده بود. کنیدیوم

زنجیري تشکیل شده بود و شکل منظمی نداشتند و اندازه بسیار متغیر 
و بدون نوك بود. این گونه به دلیل شکل نا مـنظم کنیـدیوم از سـایر    

است. کلامیدوسـپور بـه فراوانـی تشـکیل     ي این جنس متمایزهاگونه

شده بود. 
((بیلـی و جگـر،   Colletotrichum gloeosporioidesدر قارچ 

روي محیط کشـت ) میزان رشد پرگنه)34(1998)، (ساتن، )3(1992
PDA میلـی 52روز 10گراد پس از گذشـت  درجه سانتی25و دماي

ر متنـوع بـوده   بسـیا سـریعی داشـت. رنـگ پرگنـه    نسـبتاً متر و رشـد  
که در ابتدا سفید مایل به خاکستري و سپس خاکسـتري تیـره   يطوربه

ي شکل تا بیضوي با دو ااستوانهیک سلولی، بی رنگ، هاشد. کنیدیوم
روي محـیط  انتهاي گرد و یا در یک انتهـا باریـک بودنـد. ایـن گونـه     

ار به مقدار فراوان خار تولید کرده که اکثر این خارهـا داراي چه ـ کشت
تـرین  دیواره عرضی بودند. این قارچ عامل آنتراکنـوز و یکـی از شـایع   

ــارچ ــاغی،   ق ــی، ب ــه از روي بســیاري از گیاهــان زراع ــایی اســت ک ه
.)9(هاي هرز و انواع مرکبات گزارش شده استسبزیجات، علف

کنیدیوم، (D)، کنیدیوفور و سرکنیدیومی(A)هیکریستال هشت وج(S .lanosoniveumهاي شناسایی شده تصاویر میکروسکوپی قارچ- 2شکل 
C(( ،N .macrodidymaوB(کنیدیوفور منشعب، متولا، استریگما، کنیدیوسپور کروي(P .chrysogenum)، (B)هاي نیمه کروي تا بیضوي

هاي یک سلولی (کنیدیومC .gloeosporioides)) HوG( میکروکنیدي، ماکروکنیدي و فیالیدهاي نسبتا کوتاه (F .oxysporum،))Fها((ماکروکنیدي
)K((

Figure 2- Microscopic images of identified fungi: S .lanosoniveum (Octahedral crystal (A), Conidiophores and conidial heads
(D), Subglobose to ellipsoidal conidia (E)), P .chrysogenum (Conidiophore, Metula, Sterigma, Conidia (B, C)), N

.macrodidyma (Macroconidia (F), F .oxysporum (microconidia, macroconidia, short phialides (G, H)), C .gloeosporioides
Conidia (K))

ــارچ  ــاران، Neonectria macrodidymaدر ق ــاوري و همک 25و دمـاي  PDA) میزان رشد پرگنه روي محـیط کشـت   )7(2011(چ
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متر و بسیار کند رشد میلی21روز، 10گراد پس از گذشت درجه سانتی
ي و احلقـه هاي این قارچ ابتدا زرد روشن تا نارنجی و رشـد  بود. پرگنه

اي تا نارنجی تیـره شـده   روز مرکز پرگنه قهوه14بعد از گذشت حدود 
ي و اقهوهبود. در سطح زیرین تشک پتري رنگ پرگنه نارنجی تیره تا 

رنگ، شفاف، بیضوي تا ها بیانتها زرد رنگ دیده شد. میکروکنیديدر 
مرغی شـکل و یـک سـلولی و بـه صـورت زنجیـري دیـده شـد.         تخم

ي مسـتقیم یـا کمـی خمیـده و داراي     ااستوانهرنگ، ها بیماکروکنیدي
ایـن گونـه   )9(یک تا سه دیواره عرضی بود. طبق منـابع در دسـترس   

بود و همچنین اولین گزارش ایـن گونـه   براي فلور قارچی ایران جدید 
قارچی از نماتد سیستی چغندرقند است.

آمده است.2فوق در شکل هايقارچتصاویر میکروسکوپی
هـا بانـد   توسط آغازگرها براي جدایـه ITS4و ITS1تکثیر ناحیه 

جفت باز را تولید کرد. همچنـین شـاهد منفـی کـه     650تا 550حدود 
را داشت هـیچ بانـدي تولیـد    DNAبه جز PCRتمام اجزاي واکنش 

نشان داده شده است.3نکرد. نتایج کار در شکل 

هاي قارچی در ژل آگارز دو درصدنواحی تکثیر شده مربوط به جدایهPCRمحصول - 3شکل 
Figure 3- PCR product of amplified regions related to fungal isolates in 2% agarose gel

ژنبانـک درموجودهايترادفدیگرباآمدهبه دستهايترادف
، NCBIموجود در پایگاه داده BLASTnجستجويابزارازاستفادهبا

هاي حاصل شناسایی ترادفازکدامهرباترادفترینمقایسه و نزدیک
.Pبـا جدایـه   10Pهـاي  گردید. با استفاده از بلاسـت، تـوالی جدایـه   

chrysogenum)JN093270.1(  ــک ژن ــود در بان ــد 99موج درص
ــابه و  ــم 96تش ــد ه ــه درص ــانی، جدای ــاي پوش ــه  7Sه ــا گون .Sب

lanosoniveum)KT878334.1 ــک ژن ــود در بان درصــد 99) موج
ــا جدایــه 13Fهــاي پوشــانی، جدایــهدرصــد هــم98تشــابه و  .Fب

oxysporum)MF992182.1( درصد تشـابه  98موجود در بانک ژن
.Aبـــا جدایـــه 35Aهـــاي نی، جدایـــهپوشـــادرصـــد هـــم98و 

chlamydospora)KY788047.1( درصـد  98موجود در بانک ژن
.Nبـا جدایـه   36Nهـاي  پوشـانی، جدایـه  درصـد هـم  100تشـابه و  

macrodidyma)GQ169024.1( درصــد 98موجــود در بانــک ژن

ــا جدایــه 5Cهــاي پوشــانی و جدایــهدرصــد هــم96تشــابه و  .Cب

gloeosporioides)KU097215.1( درصـد  99موجود در بانک ژن
2آمده در جـدول  به دستپوشانی داشتند. نتایج درصد هم97تشابه و 

آورده شده است.

نتایج بررسی نسبی فعالیت آنزیم لیپاز
هایی که آنزیم لیپاز تولید کردند یک رسوب یا اطراف پرگنه جدایه

ی از تشـکیل  هاله بدون رنگ تشکیل شده بود، کـه ایـن رسـوب ناش ـ   
یله آنـزیم لیپـاز بـود کـه ایـن      وس ـبهنمک کلسیم از لاریک اسید آزاد 

باشد.فعالیت مثبت لیپاز میدهندهنشان
بـا  C. gloeosporioidesهاي بررسـی شـده قـارچ    از بین جدایه

داشتن بیشترین میزان قطر هاله، بیشترین میزان رسوب را تشکیل داد 
از است و برترین جدایه در این آزمـون  دهنده فعالیت آنزیم لیپکه نشان
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.Pو N. macrodidymaهـاي  قـارچ آنازبعـد ). 3باشد (جدول می

chrysogenum     .بیشترین میزان فعالیت آنـزیم لیپـاز را نشـان دادنـد
هـیچ رسـوبی نشـان نـداد و کمتـرین میـزان       F. oxysporumقـارچ  

).4فعالیت آنزیم لیپاز در این قارچ مشاهده شد (شکل 

شناسایی شدههايقارچ(BLAST)بلاست یج نتا-2جدول
Table 2- Blast results (BLAST) of identified fungi

Fungi
نام

I dent
%

درصد 
شباهت

E value
ارزش 
مورد 
انتظار

Query
cover

%
همپوشا

نی

Total
score
نمره 
دقت

Max
score

بالاترین 
نمره

Accession
Number

شماره دسترسی
Code

کد

Penicillium chrysogenum 99 0.0 96 514 514 MG200127.1 10P
Simplicillium lanosoniveum 99 0.0 98 1033 1033 MG200126.1 7S

Fusarium oxysporum 98 0.0 98 793 793 MG200129.1 13F
Alternaria chlamydospora 98 0.0 100 577 577 KY788047.1 35A
Neonectria macrodidyma 98 0.0 96 586 586 GQ169024.1 36N

Colletotrichum gloeosporioides 99 0.0 97 665 665 MG200132.1 5C

A(C .gloeosporioides) ،B(F .oxysporum) ،C(S .lanosoniveum) ،D (P(قارچی هاي بررسی نسبی فعالیت لیپاز جدایه- 4شکل

.chrysogenum) ،E (A .chlamydospora) ،F (N .macrodidyma
Figure 4- Relative analysis of fungal isolates Lipase activity (A) C .gloeosporioides, (B) F .oxysporum, (C) S .lanosoniveum, (D)

P .chrysogenum, (E) A .chlamydospora, (F) N .macrodidyma

نتایج بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز
ي حـاوي  هـا کشـت هاي قارچی روي محیط یهجداین آزمون در ا

طور رنـگ  کیتین کلوئیدال کشت داده شدند. در اطراف پرگنه و همین
هایی که تولیـد آنـزیم کیتینـاز داشـتند بـه رنـگ       محیط کشت جدایه
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فعالیـت  دهنـده نشـان بنفش تغییر رنگ داده بود که این تغییر رنـگ  
ا بود.همثبت آنزیم کیتیناز در این جدایه

بررسی نسبی فعالیت کیتیناز (قطر هاله تشکیل شـده) نشـان داد   
ترین تغییر رنـگ بـه   یعسربیشترین و P. chrysogenumکه جدایه 

بیشترین تولید آنـزیم کیتینـاز توسـط    دهندهنشانبنفش را داشته که 

). کمترین میزان تولیـد آنـزیم کیتینـاز توسـط     3این قارچ بود (جدول 
ها کمتـرین  یهجدابود که نسبت به سایر C. gloeosporioidesقارچ 

و کندترین تغییر رنگ را نشان دادنـد و از نظـر تولیـد آنـزیم کیتینـاز      
).5(شکل یه معرفی شدجداترین ضعیف

A(F .oxysporum) ،B(C .gloeosporioides) ،C (Nقارچی (هاي بررسی نسبی فعالیت کیتیناز جدایه- 5شکل .macrodidyma) ،D (S

.lanosoniveum) ،E (P .chrysogenum) ،F (A .chlamydospora

Figure 5- Relative analysis of fungal isolates chitinase activity (A) F .oxysporum, (B) C .gloeosporioides, (C) N .macrodidyma,
(D) S .lanosoniveum, (E) P .chrysogenum, (F) A .chlamydospora

گیريبحث و نتیجه
.Hچغندرقندمختلفی از نماتد سیستیهايدر این پژوهش، قارچ

schachtiiبـه ترتیـب بـه    قـارچی هايجداسازي شد. بیشترین جدایه
ها بـه خـواف تعلـق    حیدریه و فریمان و کمترین جدایهشهرستان تربت

ــهداشــت.  ــهطــورکلب ــی جدای ــارچیی بیشــترین فراوان ــه جــنسق ب
Fusarium هايدرصد اختصاص داشت. جداسازي قارچ52/37باS.

lanosoniveum،P. chrysogenum،C. gloeosporioides براي
گـزارش شـد. در بررسـی نسـبی     چغندرقنـد اولین بار از نماتد سیستی

و P. chrysogenumهـاي  فعالیت آنزیم لیپاز مشخص شد کـه قـارچ  

C. gloeosporioidesلیپاز را داشتند، کـه  بیشترین میزان تولید آنزیم
ها در این آزمون بودنـد. بررسـی نسـبی فعالیـت کیتینـاز      برترین جدایه
ترین تغییر رنگ بـه  یعسربیشترین و P. chrysogenumنشان داد که 

بیشترین تولید آنزیم کیتیناز توسط ایـن  دهندهنشانکه بنفش را داشته
.Cجدایـه  قـارچ بـود. کمتـرین میـزان تولیـد آنـزیم کیتینـاز توسـط        

gloeosporioides هــا کمتــرین و یــهجدابــود کــه نســبت بــه ســایر
در هـر دو  P. chrysogenumکندترین تغییر رنگ را نشان داد. قـارچ  

، بهتـرین نتیجـه را نشـان داد؛ لـذا ایـن قـارچ بـراي        شدهانجامآزمون 
هاي بعدي بـا رعایـت احتیـاط و نکـات     هاي بیشتر در پژوهشبررسی

شوند.لازم توصیه می
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هاي قارچیهاي ایجاد شده توسط جدایهاندازه هاله-3جدول
Table 3- The size of the halos created by the fungal isolates

نام قارچ
Fungi

کد جدایه
Isolate code

از مرکز تشک قطر هاله بنفش
در تست کیتینازپتري

)cm(
The diameter of the purple
halo from the center of the

Petri mattress in the chitinase
test (cm)

از حاشیه رشد رسوباندازه
در تست لیپازقارچ

)cm(
Sediment size from the

fungal growth margin in
lipase testing (cm)

Simplicillium lanosoniveum 7S 4 1

Penicillium chrysogenum 10P 10 1.3

Fusarium oxysporum 13F 6 0.5

Alternaria chlamydospora 35A 6 0.8

Neonectria macrodidyma 36N 7 1

Colletotrichum gloeosporioides 5C 3 2

شاهد (محیط کشت بدون قارچ) 0 0

CM: Control Sample
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Nematode in Sugar Beet in Vitro
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Introduction: Sugar beet is adaptable to be cultivated in different weather conditions and regions. In 2015,
the overall area for sugar beet cultivation was estimated about 105,000 hectares which 19000 of this was in
Khorasan Razavi province. Sugar beet is considered as a valuable agricultural crop both for economy and
employment. Nevertheless, producing this crop faces many challenges including the high number of pests. One
of these pathogenic factors is the nematodes. Among plant-parasitic nematodes cyst nematodes are a large group
with economic importance in different countries. These nematodes cause much damage to agricultural crops.
Among the different cyst nematode genera Globodera and Heterodera have species which are important due to
economic damage.

Materials and Methods: During the year of 2016, 22 samples of soil and roots of sugar beet in cyst
nematodes contaminated field in Khorasan Razavi were gathered. Cyst nematodes were extracted by the use of a
small clip and a binocular and put in petri dish with some water. White females were also taken from the root by
a delicate needle and put in sterile distilled water after washing. Separating and purifying fungi were done in 3
parts: separating fungi from cysts and females, separating fungi from eggs and larvae nematode, and making
single spore fungi and pure culture. The cysts and separated females were washed by distilled water for several
times and antisepticised for 1, 2 or 3 minutes in 10% Sodium Hypochlorite, and 10% and 20% Ethyl alcohol.
Cysts and females were washed again with sterile distilled water and sterile sifter was used. The cysts and
females in petri dish containing PCA, PDA, CMA and MEA culture mediums were separately taken and cultured
by a needle under laminar. Four cysts were placed at the 4 sides of each 8cm petri dish containing the above
mentioned culture mediums. 16 brown cysts from each soil sample were cultured. Two petri dishes from each
sample were kept and checked consistently in two hot and cold temperatures in incubator with 20-25 and
incubator with 8-10. After 7-14 days the grown fungi were taken to a new culture medium of PDA for a better
development and in later stages they were purified on WA culture medium by single spore or hyphal tip
methods. Purified fungi were kept in test tubes containing PCA food environment and 4 temperature and also on
sand for later studies. Cyst shells were destructed by cyst crusher (homogenizer) and their eggs and mash were
released. Released eggs from cysts were formed into suspension in sterile water. 0.5-1 ml of suspension of eggs
and larvae were taken by sterile micropipette and diffused on petri dish containing water agar culture medium.
These culture mediums were kept and checked regularly in dark in the incubator with 20-25 . Grown fungi from
these eggs and larvae were taken to a new culture medium and purified by single spore and hyphal tip methods.
WA culture medium was used for single spurring and purifying fungi. PCR based methods: morphological and
molecular identification, were used to identify the fungi isolates. Mycelium fungi growth phases, fungi DNA
extraction, PCR reaction and electrophoresis were done to identify molecular fungi. Lipase and chitinase assays
were performed on the isolates.

Results and Discussion: For Lipase test, each fungal isolate was cultured on peptone agar media and after 7
days isolates were examined. Around the colony of the isolates produced by the lipase enzyme formed a
precipitate or a colorless aura, which is due to the formation of calcium salts from free lauric acid by the lipase
enzyme, which indicates the positive activity of lipase. Among the isolates, Colletotrichum gloeosporioides had
the highest sediment content, indicating the activity of lipase enzyme and the highest isolate in this test. After
that, Neonectria macrodidyma and Penicillium chrysogenum showed the highest activity of lipase enzyme
activity. Fusarium oxysporum showed no sediment and the lowest level of lipase enzyme activity was observed
in this fungus. For chitinase test, isolates were cultured on colitic kitein medium. Around the colony and also the
color of the culture medium, the chitinase-producing isolates changed the violet color, which indicates the
positive activity of the chitinase enzyme in these isolates. Relative analysis of chitinase activity showed that the
isolate of P. chrysogenum had the largest and fastest change in color to violet, indicating the highest production
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of chitinase enzyme by this fungus. The lowest chitinase production was by C. gloeosporioides, which showed
the slightest and slowest changes in color compared with other isolates and the weakest isolate was introduced
for the production of chitinase enzyme.

Conclusion: In this research, different fungi were isolated from sugar beet cysts. Most fungal isolates
belonged to Torbat-e-Haidiriyah and Fariman, and the least isolates belonged to Khaf. The highest frequency of
Fusarium isolates was found to be 37.35%. Isolation of Simplicillium lanosoniveum fungi, P. chrysogenum, C.
gloeosporioides was the first reported cyst nematode in sugar beet. In the relative analysis of lipase activity, it
was found that P. chrysogenum and C. gloeosporioides fungi exhibited the highest amount of lipase production,
which was the highest marker in this test. Relative analysis of chitinase activity showed that P. chrysogenum had
the largest and fastest color change to purple, indicating the highest production of chitinase enzyme by this
fungus. The lowest chitinase production was obtained by isolate C. gloeosporioides, which showed the slightest
and slowest changes in color compared with other isolates. The fungus P. chrysogenum showed the best results
in both tests, this fungus is, therefore, recommended for further research with the observation of the necessary
points.
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