
 

ثیر أو ت (.Trichoderma spp)بررسی فعالیت آنزیمی پروتئاز و لیپاز چند گونه قارچ تریکودرما 

 (Meloidogyne javanicaگرهی گوجه فرنگی )آن بر کنترل بیولوژیک نماتد ریشه

 
 3روحانی حمید -*2مقدم مهدیخانی عصمت -1کواری مجتبی

 02/20/9016تاریخ دریافت: 

 20/92/9019تاریخ پذیرش: 

 چکیده

 05درصد پررتتینن    05ی تخم نماتد ریشه گرهی شامل باشند. پوستهگوجه فرنگی می زایترین عوامل خسارتنماتدهای ریشه گرهی یکی از مهم
نتنک  به یکی های هندرتلبا تولند مقادیر قابل توجهی آنزیم  (.Trichoderma spp)های قارچ تریکودرماباشد. گونهدرصد لنپند می 05درصد کنتنن ت 

جدایره از ههرار گونره     50از عوامل مورد استفاده جهت کنترل بنمارگرهای گناهی تبدیل شده است. در این پژتهش منزان فعالنت آنزیمی پرتتیاز ت لنپاز 
گرهری گوجره فرنگری در    ( در ارتباط با توانایی بنوکنترلی نماتد ریشره T. harzianum, T. virens, T. konigii, T. saturnisporum) تریکودرما

ت  T16  T12هرای  ترین ت جدایره ثرؤبه عنوان م  T6ت  T.BI  T65هایای  جدایههای گلخانهگلخانه مورد بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج آزمون
T12N ررسری منرزان همبسرتگی برنن     ها در بنوکنترل این نماتد معرفی شدند. همچننن مطابق با نتایج به دست آمرده از ب به عنوان کم اثرترین جدایه

( ت ضرریب  2r 0.83=پرتتیاز ت فراکتور تولنرد مثرل نماترد )     فعالنت آنزیمی پرتتیاز ت لنپاز ت فاکتور تولند مثل نماتد  ضریب همبستگی بنن فعالنت آنزیم
 ( تعننن گردید.  2r 0.42=همبستگی بنن آنزیم لنپاز ت فاکتور تولند مثلی نماتد )

 
 فعالنت آنزیمی  کنترل بنولوژیک  نماتد ریشه گرهییکودرما  تر: یکلید هایواژه

 

    1 مقدمه

هرای  ( پارازیرت .Meloidogyne sppنماتردهای ریشره گرهری )   
تحرکی هستند که به طنف تسنعی از محصولات کشاترزی داخلی کم

(. برا  51گردنرد ) ها میحمله کرده ت باعث خسارت قابل توجهی در آن
از کنترل شرنمنایی بنمارگرهرا ماننرد اثررات     توجه به مشکلات ناشی 

هرای  ها بر سلامت انسان ت محنط زیست  استفاده از رتشبار آنزیان
هرای قرارچ تریکودرمرا    باشد. گونره جایگزین دارای اهمنت بالایی می

(Trichoderma spp. به منزان گسرترده ) عنروان یرک عامرل    ای بره
مطالعه قرار گرفته است  های گناهی موردکنترل بنولوژیک در بنمارگر

های مختلرف  های فراتانی در جهت استفاده از گونهکنون تلاش(. تا4)
جنس تریکودرما در کنترل بنولوژیک نماتدهای گناهی صورت گرفتره  

ثر در مردیریت  ؤعنوان یک عامل مر به T. harzianum یاست. گونه
برا  (. گزارش شده که تنمار خاک 00نماتد مرکبات گزارش شده است )

سربب کراهش    T. konigiiت  T. harzianumی های دت گونره جدایه
 Meloidogyne arenariaتعررداد تخررم تولنررد شررده توسررط نماتررد 

                                                           
اسرتادان گررته    ت شناسری گنراهی  دانشرووی دکترری بنمراری   ترتنرب  به -0ت  0  5
 دپزشکی  دانشکده کشاترزی  دانشگاه فردتسی مشهگناه
 (Email: mahdikhani-e@ um.ac.ir         :       نویسنده مسیول -*)

DOI: 10.22067/jpp.v33i4.35150 

(. مهدیخانی مقدم ت همکاران به بررسی امکران کنتررل   07گردد )می
( توسرط  Heterodera shachtiiبنولوژیک نماتد سنستی هغندر قند )

در آزمایشگاه ت  T. virensت  .harzianum Tی جدایه از دت گونه 55
 T. virens ت  T. harzianum BIیگلخانره پرداختره ت دت جدایره   

VM1 (. 50ت  54اند )ها معرفی نمودهرا به عنوان برترین جدایه 
های بنوکنترلی متعددی برای قارچ تریکودرما در شررایط  مکاننسم

ارگر  طبنعی ذکر شده است  کره بره صرورت: اثرر مسرتقنم رتی بنمر      
ی متقابرل  افزایش مقاتمت گناه به بنمارگر ت همچننن اثرر برر رابطره   

باشد. با این حال در اسرتفاده از قرارچ تریکودرمرا    منزبان ت بنمارگر می
ثنر مستقنم قارچ تریکودرما بر بنمارگر است. در این أتکنه بنشتری بر ت

بات سمی کننده ت ترکنهای توزیهحالت قارچ تریکودرما با تولند آنزیم
ها باعث از بنن رفتن منکرتارگاننسم هدف قبل از نفروذ  بنوتنکت آنتی

توانرد برا تولنرد مروادی شربه      گردد. تریکودرما میبه بافت گناهی می
فنتوهورمونی مانند سنتوکنننن  زئاتنن  جنبرلنن  ایندتل استنک اسند  

 اسند ت اتنلن سبب افزایش رشد گناه ت بهبرود جر م مرواد   جاسموننک
غرر ایی در گنرراه شررود. از طرفرری بررا تحریررک مقاتمررت سنسررتمنک  

(Systemic Acquired Resistance تInduced Systemic 

Resistance)   تولنرد   گرردد. در گناه سبب کاهش منزان بنمراری مری
زا قبل از نفوذ به درتن های مختلف ت از بنن بردن عوامل بنماریآنزیم
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از جملره   باشد.قارچ تریکودرما میهای ترین مکاننسممنزبان جزء مهم
هرا  کنتننازهرا  پرتتیازهرا  لنپازهرا ت گلوکانازهرا      ترین ایرن آنرزیم  مهم
هرای منکرتارگاننسرم هردف    باشد که سربب از برنن برردن سرلول    می
تررین سراختارهایی اسرت کره     ی تخم نماترد از مهرم  پوسته شوند.می
عهرده دارد. در  ی محافظت از لارت نماتد در داخرل تخرم را برر    تظنفه

درصرد   05درصد پرتتینن   05ی تخم شامل نماتد ریشه گرهی پوسته
(. برا توجره بره ترکنبرات موجرود در      0درصد لنپند است ) 05کنتنن ت 
های توزیه کننرده تولنرد شرده توسرط     ی تخم این نماتد  آنزیمپوسته
های مختلف تریکودرمرا ماننرد کنتننراز  پرتتیراز ت لنپراز سربب       جدایه
ب تخم  کاهش تفریخ تخم ت افزایش مرگ ت منر لارتهای نماتد تخری
ثنر پرتتیاز استخراج شرده  أ(. در یک پژتهش ت00 ت 04  55گردد )می
های نابالغ  منزان تفرریخ  بر رتی تخم Paecilomyces lilacinusاز 
های بالغ ت منزان تحرک لارتهای تفریخ شده به صورت جداگانه تخم

هرا پرس از   ثنر پرتتیاز بر رتی تخرم تأ . در ابتدامورد برسی قرار گرفت
های تنمار ها در نمونهدرصدی تخم 75ی تخریب سه رتز نشان دهنده

ها در تنمارهرای  درصدی تخم 55شده با پرتتیاز در مقایسه با تخریب 
رتز تنهرا تعرداد کمری تخرم سرالم براقی مانرد         1شاهد برود. پرس از   

هرا سرالم بودنرد.    رصرد از تخرم  د 05هرای شراهد   که در نمونهدرحالی
ثنر أهمچننن مشخص گردید که سن تخم بر منرزان نفروذ قرارچ ت تر    

هرای  ثنرگ ار اسرت زیررا در تخرم   رتتیاز تولندی توسط قارچ بسنار تأپ
 (.0جوان هنوز توده ژلاتننی اطراف تخم کاملاً تشکنل نشده است )

از  های پارازیت نماتردها  پرتتیازهرای خرارج سرلولی    در بنن قارچ
مهمترررین ترکنبررات در تخریررب سرراختارهای سررلولی موجررود هرردف  

 (. در یرک پرژتهش مشرخص گردیرد طری نفروذ قرارچ       0باشرند ) می
Verticilliam suchlasporium  نماتررد سنسررتی  هررایبرره تخررم

Heterodera shachtii (. 50شرود ) مقادیر بالایی از پرتتیاز تولند می
 Trichodermaوپارازیرت  نوعی پرتتیاز خرارج سرلولی از قرارچ مایک   

harzianum تواند بره عنروان یرک عامرل     گزارش شده است که می
 (.8ثنرگ ار بر قدرت بنوکنترل این قارچ مد نظر قرار بگنرد )أت

هرای  هدف از این تحقنق  بررسی رابطه بنن منرزان تولنرد آنرزیم   
های متعلق بره هنردین گونره از تریکودرمرا ت     پرتتیاز ت لنپاز در جدایه

 .Mها در کنترل بنولوژیک نماتد ریشه گرهی گوجره فرنگری  نر آنثأت

javanica .بوده است 

 

 هامواد و روش

 های قارچتهیه جدایه

از کلکسرنون   های مختلرف قرارچ تریکودرمرا   از گونه پانزده جدایه
دکتر  )کلکسنونشناسی گناهی دانشگاه فردتسی مشهد بخش بنماری

 PDAرتی محرنط کشرت   بره صرورت خرالص تهنره ت برر      (رتحانی

)1-, 39g.l®(Merck (5 )جدتل کشت ت نگهداری گردید. 

 
 های مختلف قارچ تریکودرما مورد استفاده در آزمایشهای مربوط به گونهجدایه -1جدول 

Table 1- Isolates of different Trichoderma species used in the experiment 

T. saturnisporum T. harzianum T. virens T. konigii ی قارچگونه 

Trichoderma species 

T12, T12N T20, T14N, T16, T.BI, T7, T25, T16A, T19 T6, T21, T65, T64 T77 
 جدایه قارهی مورد استفاده

Trichoderma isolate 
 

 تهیه مایه تلقیح قارچ

هرای  های مختلف قارچ تریکودرمرا بره بوتره   زنی جدایهجهت مایه
گرم دانه گندم شسته به مدت  055ی در گلخانه ابتدا مقدار گوجه فرنگ

سراعت   0مقطر جوشانده شد ت سرپس  لنتر آممنلی 055دقنقه در  05
ی تمنزی جهت ح ف رطوبت سطحی پخش شدند. پس از رتی پارهه
لنتری ریختره ت طری دت رتز   منلی 055های ها را درتن ارلنآن  گندم
گرراد سرترتن گردیرد.    درجره سرانتی   505دقنقه در دمای  05به مدت 

متری از کشت تازه هر کردام از  سپس به هر ارلن ده دیسک پنج منلی
رتز جهرت رشرد    50ها بره مردت   های قارهی افزتده شد ت ارلنجدایه

گراد قرار داده شد. طی این مردت هرر دت   سانتی 08±5قارچ در دمای 
در نهایت برا   رتز یک بار محتویات هر ارلن به خوبی به هم زده شد ت

های رقت تهنه شده از هر جدایه  مقردار گنردم مرورد    استفاده از سری
زادمایه قارچ به هر گرم خاک در هرر   5×755نناز جهت افزتدن منزان 

 های شاهد فاقد اینوکولوم بودند.گلدان تعننن گردید. تنمار

 

 گرهی تهیه جمعیت نماتد ریشه

بخش  از M. javanica ی  گونهگوجه فرنگیگرهی نماتد ریشه 
تهنه  )دکتر مهدیخانی( شناسی گناهی دانشگاه فردتسی مشهدبنماری

ی گوجره فرنگری رقرم موبنرل در شررایط      ت برای تکثنر بر رتی بوته
 گلخانه نگهداری گردید.

 

 سازی سوبسترا جهت سنجش فعالیت پروتئازآماده

( بره همرراه   1) TLEجهت القای تولند پرتتیاز از محرنط کشرت   
لنتر از محنط کشت مورد نظرر  منلی 055کازئنن استفاده گردید.  %0/5

لنتری ریخته شد ت سپس اتوکلات گردید.  5ای های شنشهدرتن بطری
اسپور از هرر ایزتلره    0 ×755ها پس از سرد شدن  به هر یک از بطری
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 70های مورد نظر بره مردت   زنی گردید ت در نهایت بطریقارهی مایه
 08±5دتر بر دقنقره ت در دمرای    505با سرعت  ساعت بر رتی شنکر

ساعت  محنط کشت مرورد نظرر بره     70قرار داده شد. پس از گ شت 
دقنقره برا    55های سانتریفنوژ سرترتن منتقرل ت بره مردت     درتن لوله
دتر در دقنقه سرانتریفنوژ گردیرد. سرپس فراز رتیری را       8555سرعت 

اف شرد ت از آن  برداشته ت با استفاده از کاغ  تاتمرن شرماره یرک صر    
جهت استفاده به عنوان محلرول آنرزیم در سرنوش آنزیمری اسرتفاده      
گردید. محلول آنزیمی تا زمران اسرتفاده جهرت سرنوش آنزیمری  در      

 (. 1گردد )گراد نگهداری میدرجه سانتی -05دمای 

 

 سنجش آنزیمی پروتئاز

سرنوی ت برر اسراس رتش    سنوش آنزیمی پرتتیاز بر پایره رنر   
پ یرفت. ترکنب تاکنش سنوش آنزیمری شرامل پرنج    آنسون صورت 

)تزن به حورم( کرازئنن در برافر فسرفات      10/5%لنتر از محلول منلی
لنترر از عصراره آنزیمری    مولار بره همرراه یرک منلری    منلی 05پتاسنم 
نانومتر با استفاده از  115باشد. منزان ج م هر نمونه در طول موج می

ی شد. جهت رسم منحنری اسرتاندارد   گنردستگاه اسپکترتفتومتر اندازه
مرولار  منلری  5/5های مختلف اسند آمننه تنرتزین این آنزیم از غلظت
 (. 5استفاده گردید )

 

بدر   القا کنندده پروتئداز  ثیر عصاره محیط کشت أتبررسی 

 میزان تفریخ تخم نماتد در آزمایشگاه

ثنر عصاره محنط کشرت القرا کننرده پرتتیراز برر      جهت بررسی تأ
 ازلنتررر منلرری 50 کرراهش تفررریخ تخررم نماتررد در آزمایشررگاه منررزان 

لنترر محلرول   منلری  00 تتخرم نماترد    عردد  555 حاتی سوسپانسنون
هرا برر رتی   محنط کشت حاصل از کشت هرر کردام از جدایره   عصاره 

 70رتن یک پتری ریختره ت بره مردت    محنط مایع القا کننده پرتتیاز د
ی فعالنرت آنرزیم(   ی بهننره گراد )دمادرجه سانتی 07ساعت در دمای 

هرای شراهد  از آم مقطرر اسرتریل بره جرای       . در نمونره داده شدقرار 
 (.55) ی آنزیمی استفاده شدعصاره
 

 سازی سوبسترا جهت سنجش فعالیت لیپازآماده

های قارچ تریکودرما  به منظور القای تولند آنزیم لنپاز توسط جدایه
فاده شد. محنط کشت است (pH=5ریس ) شده اصلاح از محنط کشت

 55های سانتریفنوژ استریل منتقل ت بره مردت   مورد نظر به درتن لوله
از فاز رتئی بره   دتر در دقنقه سانتریفنوژ گردید. 8555دقنقه با سرعت 

 (.50) سنوش آنزیم لنپاز استفاده گردید عنوان منبع آنزیمی در

 

 سنجش آنزیمی لیپاز

لنتر بنزن  یک ج منلیترکنب تاکنش جهت سنوش لنپاز شامل پن

رتغن  %0لنتر از امولسنون منلی 0/5  %0لنتر معرف استات مس منلی
مولار سدیم فسفات بره همرراه   منلی 05در بافر  555زیتون ت تریتون 

باشرد.  لنتر از عصاره آنزیمی به دست آمده از مرحله قبل مری یک منلی
گراد قرار تیدرجه سان 07دقنقه در دمای 55ترکنب مورد نظر به مدت 

دتر در  5555داده شد ت در نهایت تاکنش برا سرانتریفنوژ برا سررعت     
دقنقه به مدت پنج دقنقه متوقف گردید. پس از آن منزان ج م بررای  

گنری شد. در این سرنوش   نانومتر اندازه 755هر نمونه در طول موج 
هرای مختلرف اتلینرک اسرند     جهت رسم منحنی اسرتاندارد از غلظرت  

 (.58د )استفاده ش

 

بر میزان  القا کننده لیپازثیر عصاره محیط کشت أتبررسی 

 تفریخ تخم نماتد در آزمایشگاه

ثنر عصاره محنط کشت القا کننده لنپاز برر منرزان   جهت بررسی تأ
 سوسپانسرنون  ازلنترر  منلی 50 کاهش تفریخ تخم نماتد در آزمایشگاه 

محرنط  اره لنترر محلرول عصر   منلری  00 تتخم نماتد  عدد 555 حاتی
ها بر رتی محرنط مرایع القرا    کشت حاصل از کشت هر کدام از جدایه

 07ساعت در دمرای   70رتن یک پتری ریخته ت به مدت کننده لنپاز د
. در داده شرد ی فعالنرت آنرزیم( قررار    گراد )دمرای بهننره  درجه سانتی

ی آنزیمری  های شاهد  از آم مقطرر اسرتریل بره جرای عصراره     نمونه
 .استفاده شد
 

 .Trichoderma sppی قدارچ  هابررسی میزان توانایی جدایه

 در کنترل نماتد ریشه گرهی در گلخانه

در کنترل این  قارچ مورد نظرهای ثنر جدایهأبرای بررسی منزان ت
یرک کنلروگرم خراک سرترتن ت بره      )خراک هرر گلردان    ابتردا    نماتد
 برا منرزان گنردم    (0   ماسره: 5 :بررگ   خاک5 خاک رسی:های: نسبت

زنری ت بره خروبی مخلروط     محاسبه شده جهت هر جدایه قارهی مایره 
 4ی گوجه فرنگی رقم موبنرل در مرحلره   ءنشاگردید. سپس یک عدد 

به هر گلردان منتقرل گردیرد. پرس از گ شرت ده رتز از تراریخ       برگی 
سره سروراب بره     هر بوتره ی در اطراف طوقه ها زنی قارچ به بوتهمایه
عدد تخم نماترد اضرافه    0555به هر گلدان متر ایواد ت سانتی 0عمق 
هرای دارای گنراه بره    شامل گلدان مثبت (. تنمارهای شاهد00) گردید

هرای دارای گنراه   گلدانشاهد منفی شامل همراه نماتد ت بدتن قارچ ت 
زایری نماترد   هرای بنمراری  گنری شاخصاندازه بدتن نماتد ت قارچ بود.

گرم ریشره  تعرداد تخرم     شامل شاخص گال  تعداد کنسه تخم در هر
گررم خراک اطرراف     555درتن هر کنسه تخم  تعدا لارت سن دتم در 
زنی نماتد رتز از مایه 40ریشه ت فاکتور تولند مثل نماتد پس از گ شت 

در این آزمایش شاخص گال  های گوجه فرنگی صورت گرفت.به بوته
 طبق رتش تایلور ت ساسر تعننن شد که بر طبق این رتش شدت گال

: 0گال   5-0: 5: بدتن گال  5) 5 -0( بر اساس شاخص RGSریشه )
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گال(  555: بنش از 0گال ت  05-555: 4 گال  55-05: 0 گال  55-0
همچننن فاکتور تولند مثلی نماترد ننرز از نسربت    (. 05)گردید ارزیابی 

جمعنت نهایی نماتد به جمعنت اتلنه نماتد به دست آمد. در طری ایرن   
درجره   08±0م کور در شرایط گلخانره ت در دمرای    هایمدت  گلدان

 گراد ت حداقل هشت ساعت نور در رتز قرار گرفتند. سانتی

 

 آنالیزهای آماری

این تحقنق شامل دت آزمایش جداگانه در آزمایشگاه ت گلخانه بود. 
در آزمایشگاه آزمرایش بره صرورت فاکتوریرل در قالرب طررح کراملًا        

نورام گرفرت. در گلخانره ننرز آزمرایش      تصادفی ساده ت با سه تکرار ا
فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی ت با سه تکرار انوام شد. توزیه 

افرزار  نرم "Proc GLM"تاریانس صفات مختلف با استفاده از دستور 
SAS V.9.2 هرای مختلرف   انوام پ یرفت. مقایسه منانگنن بنن تنمار

( در سرط   LSDدار )نری آزمایشی با استفاده از رتش حداقل تفاتت مع
 صورت گرفت. %00اطمننان 

هرای آزمایشری  تسرت نرمرال     پنش از انوام توزیه تاریانس داده
انوام شد که  SigmaPlot V.12.0افزار ها با استفاده از نرمبودن داده

ها قبل از انوام توزیه تاریرانس نرمرال گردیدنرد.    در صورت نناز داده
هرای پرتتیراز ت لنپراز    یمی مربوط به آنزارتباط بنن منزان فعالنت آنزیم

های مختلف قارچ ت مقدار شاخص تولند مثلی نماتد  برا اسرتفاده   جدایه

ی یرک ت بررآترد ضرریب تبنرنن یرا      ی خطری درجره  از برازش معادله
 تعننن گردید.  SigmaPlot V.12.0افزار( توسط نرم2rهمبستگی )

 

 نتایج

 سنجش میزان فعالیت آنزیمی

تاکرنش پرس از    هایمنزان ج م نوری ترکنبظور  برای این من
توسط دستگاه اسپکترتفتومتر های مربوطه توقف تاکنش در طول موج

ت با توجه به منزان جر م صرورت گرفتره در هرر تنمرار       گنری اندازه
ها با استفاده از منحنی استاندارد ترسنم شرده برا   فعالنت آنزیمی جدایه
ب استاندارد مربوطه در هر سنوش های مختلف ترکناستفاده از غلظت
  .محاسبه گردید

 

 نتایج مربوط به سنجش آنزیمی پروتئاز

نتایج حاصله از سنوش آنزیمی مربوط بره آنرزیم پرتتیراز نشران     
ت  T.BIهرای  دار منزان تولند این آنزیم در جدایهی تفاتت معنیدهنده
T65 نترایج   باشد. همچننن بر اساس ایرن  ها مینسبت به سایر جدایه

های مورد آزمون  مربروط  کمترین منزان فعالنت آنزیمی در بنن جدایه
 (. 5باشد )شکل می T12ت  T12Nهای به جدایه

 

 
  در آزمایشگاه .Trichoderma spp قارچ یهاهیجدا ی پروتئازمیآنز تیفعال زانیم -1شکل 

 .نداشتند 0% سط  در داریمعن تفاتت مشابه حرتف یدارا یهاهیجدا

Figure 1- Protease activity of different isolates of Trichoderma spp.  
There is no significant difference in isolates with the same letter. 

 

میدزان  بدر  عصاره محیط کشت القدا کنندده پروتئداز    ثیر أت

 تخم نماتدکاهش تفریخ 

گ ت منرر ت  بر اساس نتایج به دست آمرده  بنشرترین منرزان مرر    

مشاهده گردید.  T.65ت  T.BIهای کاهش تفریخ تخم نماتد در جدایه
هرای  همچننن کمترین منزان کاهش در تفرریخ تخرم ننرز در جدایره    

T.12  تT.12N (.0 )شکل به ثبت رسند 
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 نماتد ریشه گرهی در آزمایشگاه های مختلف بر درصد تفریخ تخمثیر منبع آنزیمی پروتئاز جدایهأت -2شکل 

 .نداشتند %0دار در سط   یحرتف مشابه تفاتت معن یدارا هاییهجدا
Figure 2- The effect of different isolates protease source on the root-knot nematode egg hatch 

 There is no significant difference in isolates with the same letter.  

 

 نتایج مربوط به سنجش آنزیمی لیپاز

ها از نظر منزان تولند لنپاز نشان داد تنهرا در  نتایج سنوش جدایه
داری از نظر منزان تولند های مورد سنوش تفاتت معنیبرخی از جدایه

هرا منرزان فعالنرت    این آنزیم تجود دارد با این حال در تمرامی جدایره  
 (. 0 باشد )شکلدار میفاتت معنیآنزیمی نسبت به تنمار شاهد دارای ت

 

 
  .Trichoderma spp قارچ یهاهیجدا لیپاز یمیآنز تیفعال زانیم -3شکل 

 .نداشتند %0 سط  در یداریمعن تفاتت مشابه حرتف یدارا یهاهیجدا

Figure 3- Lipase activity of different isolates of Trichoderma spp. 
There is no significant difference in isolates with the same letter. 
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میزان کداهش  بر عصاره محیط کشت القا کننده لیپاز ثیر أت

 دتخم نماتتفریخ 

ثنر منبع آنزیمی لنپاز بر منزان مرگ ت منرر  أنتایج سنوش منزان ت
ثنر أور تر ها در آزمایشگاه نشران داد  عصراره آنزیمری مر ک    تخم نماتد

هندانی بر منزان کاهش تفریخ تخم نماتد ندارد ت منزان تفرریخ تخرم   
داری را دارا ها نسبت بره شراهد اخرتلاف معنری    نماتد در بنشتر جدایه

 .(4 )شکل باشدنمی

 

 
 گرهی در آزمایشگاه های مختلف بر درصد تفریخ تخم نماتد ریشهثیر منبع آنزیمی لیپاز جدایهأت -4شکل 

 .نداشتند %0در سط   یداریحرتف مشابه تفاتت معن یدارا هاییهجدا
Figure 4- The effect of different isolates lipase source on the root-knot nematode egg hatch 

 There is no significant difference in isolates with the same letter.  

 

 ایانهنتایج گلخ

ت  T.BI  T6هرای  ای جدایره هرای گلخانره  بر اساس نتایج آزمون
T65       1/8با کاهش فاکتور تولند مثلی نماترد بره ترتنرب بره مقرادیر  
بنشررترین موفقنررت را در کنترررل بنولوژیررک نماتررد     0/55ت  54/55
  T12Nهرای  گرهی در گلخانه به دست آتردند. همچننن جدایره ریشه
T12  تT16 00/05ت  7/04  8/00فراکتور تولنرد مثلری     به ترتنب با 

های بنماری از خود نشان دادنرد  کمترین توانایی را در کاهش شاخص
 (.1ت  0 های)شکل

هرای  در ارتباط با بررسی همبستگی بنن فعالنرت آنزیمری جدایره   
گرهری توسرط هرر    قارهی ت منزان توانایی کنترل کنندگی نماتد ریشه

باط مربوط به آنزیم پرتتیاز برا ضرریب   جدایه بنشترین همبستگی ت ارت
(. همچنررنن منررزان 7 برره ثبررت رسررند )شررکل 0.832r=همبسررتگی 

 همبستگی برنن فعالنرت آنزیمری لنپراز ت فراکتور تولنرد مثلری نماترد        
=0.422r (.8 تعننن شد )شکل 
 

 بحث

 یزاترین عوامرل خسرارت  مهم ازفرنگی نماتد ریشه گرهی گوجه
به عنوان انگل داخلی گناه  به  نماتد ینا کنترل .باشدگوجه فرنگی می

 مثرل  تولندت توان  زندگی کوتاه هرخه دتره منزبانی  تسنع دامنهدلنل 

تاکنون تحقنقات زیادی در خصوص اسرتفاده   (.50) باشدمی دشوار بالا
های مختلف قارچ تریکودرما به عنوان عامل کنترل بنولوژیرک  از گونه

است. توانایی تولند مقرادیر برالای   بنمارگرهای گناهی صورت پ یرفته 
ی دشرمن  های کنتنناز  پرتتیاز ت گلوکاناز  این قرارچ را در زمرره  آنزیم

(. در 01طبنعی طنف تسنعی از بنمارگرهای گنراهی قررار داده اسرت )   
ثنر این قارچ در کنترل بنولوژیک نماتد أگ شته تحقنقاتی در خصوص ت

 .Tیص گونره مولرد گرره ریشره صرورت گرفتره اسرت ت بره خصرو        

harzianum های خارج سلولی نظنرر کنتننراز ت پرتتیراز    با تولند آنزیم
به اثبات رسانده اسرت   M. javanicaنقش مثبت خود را در بنوکنترل 

(05 .) 
از  های دستکاری شده ژنتنکری نتایج تحقنقی دیگر بر رتی جدایه
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های قطعره  نظر تولند منزان پرتتیاز نشان دادند که افزایش تعداد کپی
ژنی مربوط به آنزیم پرتتیاز  سبب افزایش منزان کنترل کنندگی قارچ 

Trichoderma harzianum  علنرره قررارچRhizoctonia solani 
دهرد تجرود منبرع کربنری مناسرب      گردد. همچننن نتایج نشان میمی

ثنر زیرادی در منرزان پرتتیراز    أآنزیم پرتتیراز ننرز تر   جهت القای تولند 

( که با توجه به تجود مقادیر بالایی از پرتتینن 7باشد )تولندی دارا می
در پوسته تخم ت کوتنکول لارت سن دتم نماتد ریشره گرهری  منرزان    
تولند این آنزیم در صورتی که قارچ با لارتها ت تخم های این نماتد در 

 کند.ش پندا میارتباط باشد افزای

 

 
 های مختلف قارچ تریکودرما در گلخانهثیر جدایهأفاکتور تولید مثلی نماتد تحت ت -5شکل 

Figure 5- Nematode reproduction factor affected by different Trichoderma spp. isolates 

 

 

 های مختلف قارچ تریکودرما در گلخانهثیر جدایهأگال نماتد تحت ت شاخص -6شکل 

Figure 6- Nematode Gall index affected by different Trichoderma isolates  
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 نماتد مثل دیتول فاکتور با .Trichoderma spp قارچ یهاهیجدا ی پروتئازمیآنز تیفعال زانیم ونیرگرس -7شکل 

Figure 7- Regression of the protease activity of Trichoderma spp. isolates with the nematode reproduction factor 

 

 
 نماتد مثل دیتول فاکتور با .Trichoderma spp قارچ یهاهیجدا ی لیپازمیآنز تیفعال زانیم ونیرگرس -8شکل 

Figure 8- Regression of the lipase activity of Trichoderma spp. isolates with the nematode reproduction factor 

 



 433      ...بررسی فعالیت آنزیمی پروتئاز و لیپاز چند گونه قارچ تریکودرما

 
ثنر برودن منرزان قردرت تولنرد آنرزیم      تأاگرهه یک گزارش از بی

های قارچ تریکودرما برر توانرایی بنروکنترلی ایرن     پرتتیاز توسط جدایه
ل ایرن  ی مقابر (  اما سایر مطالعرات نقطره  57باشد )قارچ در دست می
هرای دارای هنردین   نمایند. به عنوان مثرال جدایره  گزارش را بنان می

ی پرتتیراز توانرایی برالاتری را از نظرر قردرت      نسخه از ژن کد کننده
دهند که این امر نشران  نشان می M .javanicaکنترل کنندگی نماتد 

ثنر پرتتیاز قارچ تریکودرما بر فعالنت کنتررل کننردگی ایرن    أی تدهنده
(. کوتنکرول لارت سرن دتم عمردتاً از    00باشرد ) علنه نماتدها می قارچ

است کره بهبرود    بر این فرض ما ین بنابراپرتتینن تشکنل شده است. 
آن  نوکنترلیب ییتوانا یشبه افزا نستآنتاگونیک  نتنکپرتتیول نتفعال
ثنر فعالنت أخواهد شد. در پژتهشی که به منظور بررسی تمنور عامل 

های قارچ تریکودرمرا در کنتررل بنولوژیرک نماترد     دایهپرتتیولنتنک ج
ریشه گرهی صورت گرفت  نشان داده شد که نوعی همبسرتگی برنن   

کننردگی قرارچ تریکودرمرا    منزان فعالنت پرتتیولنتلنک ت منزان کنترل
 نتایج به دسرت آمرده در   علنه لارتهای سن دتم این نماتد تجود دارد.

هرای  ی نترایج آزمرون  ینرد کننرده  أای تا حردتدی ت های گلخانهآزمون
هرای قرارچ در   ثنر جدایره أباشد. در بررسری منرزان تر   آزمایشگاهی می

کنترل بنولوژیک نماتد در گلخانه معنارهایی همچون تعداد توده تخم  
تعداد تخم درتن هر توده تخم  تعرداد گرال برر رتی ریشره )شراخص      

در نهایرت   گرم خاک اطراف ریشره ت  555در  0گال(  تعداد لارت سن 
(. بر اساس نتایج 40فاکتور تولند مثل نماتد مورد استفاده قرار گرفتند )

هرای قرارچ   ای  برنن بنشرتر جدایره   به دست آمده از آزمایشات گلخانه
تریکودرما در منزان توانایی کنترل بنولوژیک نماتد ریشه گرهی تفاتت 

یج  تجرود دارد. برر اسراس ایرن نترا      %00داری در سط  احتمال معنی
هرای  گرهی جدایهها در کنترل بنولوژیک نماتد ریشهترین جدایهموفق
T.BI  T6  تT65 هرای  بودند. همچننن جدایهT12  T12N  تT16 

گرهی به ها در کاهش خسارت نماتد ریشهترین جدایهبه عنوان ضعنف
 اثبات رسندند. 

های استخراج شده بر تخرم  ثنر آنزیماز طرفی در آزمون بررسی تأ

نماتد در آزمایشگاه مشخص شد که آنزیم پرتتیاز تولندی توسط قرارچ  
تریکودرما دارای توانایی بالایی در تخریب تخم نماتد ت کاهش تفریخ 

باشد که این امر با توجه به تجود درصد بالای پررتتینن  تخم نماتد می
باشد. همچننن در رابطه برا  در پوسته تخم این نماتد دتر از انتظار نمی

ثنر آنزبم لنپاز بر تخم نماتد در آزمایشگاه  بی اثر بودن آنزیم أرسی تبر
لنپاز تولند شده توسط قارچ تریکودرما بر تخریب تخم نماتد ثابت شرد  
که دلنل این امر ممکن است عدم تجود  سرازگاری برنن آنرزیم لنپراز     
تولندی توسط این قارچ ت نوع لنپند موجود در پوسته تخم نماتد باشد. 

رسد که آنزیم لنپاز مورد نظر فاقد توانایی نفوذ بره درتن  به نظر می ل ا
ساختار لنپندی پوسته تخم نماتد ت توزیه آن باشد. برا توجره بره ایرن     

توان بالا بودن همبستگی بنن منزان آنزیم پرتتیراز تولنردی   موارد  می
هرا در گلخانره ت   توسط قارچ تریکودرما ت توانایی بنوکنترلی این جدایه

را توجنره  مبستگی در رابطه با آنزیم لنپراز  همچننن پاینن بودن این ه
بنوکنترلی ترین مکاننسم ز طرفی بارها ثابت شده است که مهمنمود. ا
  تحریک مقاتمرت  های گناهیعلنه بنمارگر قارچ تریکودرماهای جدایه

. باشدترکنبات دفاعی در منزبان می منزانالقایی سنستمنک ت افزایش 
توانند به های قارچ تریکودرما میاز ت پرتتیاز تولندی توسط جدایهکنتنن

زایری  های مرتبط با بنماریی گرتهی از پرتتیننعنوان تحریک کننده
(PR-Protein     در گناه عمل نمایند ت در نتنوره سربب فعرال کرردن )

های دفاعی گناه در برابر بنمارگرها ت افزایش سرط  مقاتمرت   مکاننزم
ثنر آنزیم تا کنون گزارشات زیادی مبنی بر تأرگرها گردند. گناه به بنما

پرتتیاز بر تحریک مقاتمت سنستمنک علنه بنمارگرهرای گنراهی بره    
ثنر لنپراز  أکه تا کنون گزارشی مبنری برر تر   ثبت رسنده است. در حالی

تولند شده توسط قارچ تریکودرما بر تحریک سنستم ایمنی گناهان بره  
برا اطمننران از    تروان نمری وع بایرد گفرت   ثبت نرسنده است. در مومر 

کنترل یرک بنمرارگر   نترل در موفقنت یا عدم موفقنت یک عامل بنوک
بخصوص صحبت نمود ت متغنرهای فراتانی بر منزان موفقنت عوامرل  

 ثنر گ ارند. أهای طبنعی تبنوکنترل در محنط
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Introduction: Among crop culture, tomato (Lycopersicum esculentum L.) is an important vegetable crop that 
grown throughout the world in open as well as protected cultivation. Iran ranks sixth among tomato producing 
countries. One of the biggest challenges in modern agriculture worldwide, is the management of soil-borne plant 
pathogens, including plant-parasitic nematodes. Among plant parasite nematodes, root-knot nematode genus 
Meloidogyne spp. (RKN) is one of the most important nematodes in a wide spectrum of crops that causes serious 
damage in most agricultural crops worldwide. The eggshell of root-knot nematode is containing 50% protein, 
30% chitin and 20% lipid and Species of Trichoderma due to the production of the high level of many hydrolytic 
enzymes, are used as \ biocontrol agents of plant pathogens. 

Material and Methods: In the current study, extracellular protease and lipase activity of 15 isolates of four 
species of Trichoderma spp. including T. harzianum, T. virens, T. konigii and T. saturnisporum were 
investigated to their biocontrol effects on tomato root-knot nematode in the greenhouse. These Trichoderma 
isolates were cultured on Potato Dextrose Agar (PDA) media for 7 days and were used to prepare inoculation of 
Trichoderma. In order to prepare Trichoderma inoculum, we used sterilized wheat as the substrate contains 
Trichoderma fresh culture and after that incubated in 28ºC for 12 days. The Meloidogyne javanica pure 
population was prepared and tomato seedlings were inoculated with 2000 of the fresh egg of nematode and 
1×107 different Trichoderma strain conidia and were kept in greenhouse conditions. The enzyme activity was 
assessed based on the colorimetric method using a special substrate as the only energy source for Trichoderma 
isolates. We used casein as the substrate for protease and extra-pure olive oil as the substrate for lipase activity 
assessment. 

Result and Discussion: According to the enzyme activity results, the highest protease activity was in the 
isolates T. harzianum BI, T. virens T65 and T. virens T64 and the lowest protease activity was in isolates T. 
harzianum T16A, T. saturnisporum T12 and T. saturnisporum T12N, respectively. The highest lipase activity 
was in T. harzianum T19, T. virens T6 and T. virens T65 and the lowest lipase activity were in T. harzianum 
T14N, T. harzianum T16A and T. harzianum T16. Based on the greenhouse results, T.BI, T65 and T6 isolates 
were the highest effective isolates and T12N, T12 and T16 reported as the lowest effective isolates in the 
biocontrol of root-knot nematode on infected tomato plants. Also, according to the results of correlation between 
protease and lipase activity and nematode reproduction factor, the correlation coefficient between enzyme 
activity and nematode reproduction factor for protease activity measured R2=0.83 and for lipase activity 
measured R2=0.42 which given the constituents of the root-knot eggshell and larvae cuticle that contains high 
amounts of protein, this is understandable. There are many reports about the effects of protease and chitinase on 
the induction of resistance against plant pathogens in plants. An investigation on the effect of Trichoderma 
isolates extracellular protease level on the biocontrol ability of these isolates against tomato root-knot nematode 
showed that the higher number of protease-encoding genes copies increases the biocontrol ability of these 
isolates.  

Conclusion: Root-knot nematode is one of the most important damaging agents on tomato plants. It is 
difficult to control this endo-parasite nematode because of its wide host range, short life cycle, and high 
reproductive potential. The activation of the plant's own defense system through biotic and abiotic agents, called 
elicitors, has been considered as a focus of research only in recent years for the control of plant pathogens. The 
resulting elevated resistance due to an inducing agent upon infection by a pathogen is called induced systemic 
resistance (ISR) or systemic acquired resistance (SAR). Several abiotic and biotic agents have been reported to 
induce resistance against plant-parasitic nematodes. So far, many pieces of research have done on the use of 
different species of Trichoderma as biological control agents of plant pathogens. The ability to produce high 
amounts of chitinase, protease and glucanase enzymes made this isolates as a biocontrol agent of a wide range of 
plant pathogens. Overall, there is no sure whether or not a biocontrol agent is successful in controlling a 
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particular pathogen, and many variables influence the success rate of biocontrol agents in natural environments.   
 
Keywords: Enzyme activity, Trichoderma spp., Biological control, Root-knot nematode 
 


