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 چکیده

آوری شد ه از ایدتا    جمد   (Heterodera schachtii)های همراه نماتد  ییتدتی ندن رقند     چدر این تحقیق فعالیت آنزیمی لیپاز و کیتیناز قار
و تخد  و ررو نماتد  ییتدتی     از ییتت، مداده  قارنی ج ایه 300، ح ود 94-95خرایا  رضوی مورد مطالعه قرار گرفت. به این منظور در یال زراعی 

بدا ایدتداده از    های ماکرویکوپی، میکرویکوپی و مولکولی قرار گرفتن  ویازی، مورد بررییمذکور پس از خالص هایقن  ج ایازی گردی . ج ایهندن ر
 ،Simplicillium lanosoniveum، Penicillium chrysogenumشددام   هددا شددن گونددهکلیدد های معت ددر شنایددایی شدد ن . از میددا  آ  

Colletotrichum gloeosporioides، Neonectria macrodidyma، Fusarium oxysporum و Alternaria chlamydospora 
بیشترین میزا  تولی  این آنزی  را نشا  داد و در برریی نت ی فعالیت  C .gloeosporioidesشنایایی ش ن . در برریی نت ی فعالیت آنزی  لیپاز، قارچ 

 بود. P .chrysogenumکیتیناز، بیشترین تولی  این آنزی  مربوط به قارچ 

 
 ندن رقن ، قارچ، کیتیناز، لیپاز، نمات  ییتتی :یکلید یهاواژه

 

   1 مقدمه

ین نیازهدای  تدمم در جها  امروز یکی از مشدکت  ایایدی بشدر    
ین غدذای  تدمم غذایی ایت، کشاورزی به دلی  داشتن نقن حیاتی در 

کشدور   هدای اقتادادی  تدرین بخدن  یاز جامعده، یکدی از مهد    ن مورد
یاز جها ، تویط زراعت ن مورددرص  شکر  30شود. ح ود محتوب می
بدا ندا     ندن رقن . (32)گردد ین میتمم و مابقی آ  از نیشکر ندن رقن 
 Chenopodiaceaeاز تیدره   دویداله گیداهی   Beta vulgarisعلمی 
باش . ریشه این گیاه طی یدال اول متدور  شد ه و در آ  یداکارز     می

ندن رقند  از گیاهدا  مهمدی ایدت کده در       (.26و  2)نمای  تجم  می
شدود.  یژه ایتا  خرایا  رضوی کشت میوبههای کشور بیشتر ایتا 

 105در کشور در ح ود  93-94دن رقن  در یال زراعی یطح کشت ن
هدزار   19که ایتا  خرایا  رضوی بدا حد ود    ش ههزار هکتار برآورد 

. (32) هکتار بیشترین یطح کشدت را بده خدود اختاداد داده ایدت     
ندن رقن  یکی از محاور  ارزشمن  کشاورزی، به لحدا  صدنعتی و   

وجدود تولید  ایدن    ینبداا شدود.  برای کشور محتدوب مدی  زایی اشتدال

                                                           
شنایی گیداهی و ایدتادا  گدروه گیداه    ترتیب دانشجوی دکتری بیماریبه -3و 2، 1

 شک ه کشاورزی، دانشگاه فردویی مشه پزشکی، دان
 (Email: Mahdikhani-e@um.ac.ir               نویتن ه متئول: -)*

زیداد آفدا  و    نتد تا  تعد اد   ازجملده فراواندی   هدای محاول با ندالن 
زا ها روبرو ایت. نمات های انگ  گیاهی از این عوام  بیمداری بیماری

کنند ، در خداو و بافدت    تدذیه مدی  گیاها  هتتن ، که بیشتر از ریشه
عه متع دی ممکن ایت در یک مزر هایشون  و گونهگیاها  یافت می

هدای زیدادی   باشن . نمات های ییتتی باعث بروز ختار وجود داشته
بتدیار   شدون  و دارای اهمیدت اقتادادی   به محاور  کشاورزی می

مختلف  هایباشن . در میا  جنسباریی در کشورهای مختلف دنیا می
، بیشدتر  Globodera وHeterodera  نمات های ییتدتی، دو جدنس  

اد ختار  اقتاادی به محاور  اهمیدت  ایج لحا  ازبوده و  مت اول
نماتد  انگد  گیداهی در     گونده  60. در دنیا بدین از  (10) زیادی دارن 

 %11کده یدارنه حد ود     اند  مشاه ه و شنایایی ش ه مزارع ندن رقن 
این ختار  را تنها به نمات   %90دهن  و را کاهن می ندن ر محاول

. در ایدرا   (31)  دهند ( نتد ت مدی  H. schachtii) ییتتی ندن رقن 
مختلددی ج ایددازی و   نماتد های  ندن رقند   تداکنو  از خداو مدزارع   

بده دلید     H. schachtii ایت. نمات  ییتتی ندن رقند   ش ه گزارش
در  ندن رقند   گتتردگی، آلودگی بار و ختدار  شد ی  بده محادول    

های اصدها ، خرایدا ، آرربایجدا  غربدی و فدارق تحقیقدا       ایتا 
 (.26و  2(د اختااد داده ایت بیشتری را به خو

های مختلدی برای م یریت این نمات ها پیشنهاد ش ه ایت. روش
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بع  از مد تی دوبداره    ها، جمعیت نمات هارغ  ایتداده از نمات کنعلی
یاب . تولی  ارقا  مقاو  در برابر نمات های ییتتی کار بتیار افزاین می
فشدارهای اقتادادی،    ی به دل. از طرف دیگر، (26و  2) مشکلی ایت

ایتداده از تناوب زراعی در ح  مح ودی تویط کشاورزا  انجدا  مدی  
هدای  و بداکتری  هابا کاربرد قارچ شود. بر این ایاق کنترل بیولوژیکی

یک پ ی ه و روشی ج ی  بدا دورنمدایی جدذاب و     عنوا بهآنتاگونیتت 
به و همچنین ( 25) جالب از خود موجب جلب افکار عمومی ش ه ایت

هدا بدرای   عنوا  یکی از راهکارهای مد یریتی همدراه بدا دیگدر روش    
 (.36و  18) ایت قرارگرفته موردتوجهم یریت نمات های انگ  گیاهی، 

و  رقابدت کنند گا   دشمنا  ط یعدی زیدادی )بیمارگرهدا، شدکارنیا ،     
ها( وجود دارن  که به نماتد های انگد  گیداهی، در خداو     آنتاگونیتت

این  %76ح ود  هادهن ، قارچها را کاهن میآ  حمله کرده و جمعیت
 .(6) دهن دشمنا  را تشکی  می

کده دارای مقدادیر    با توجه به ترکی ا  دیواره پویت تخ  نمات ها
 هدای و تواندایی قدارچ   (5) باشد  باری کیتین، نربدی و پدروتئین مدی   

، هدای کیتینداز، لیپداز و پروتئداز    در ینتز آندزی   نمات ها پارازیت کنن ه
 ها جهت کنترل بیولوژیدک بدا نماتد های ییتدتی    ایتداده از این قارچ

توان  یک راهکار موفق جهت کاهن مارف یمو  و جلوگیری از می
های تجزیه کنن ه دیواره یدلولی  آنزی  .(8) زیتت شودیط محآلودگی 

شون  در کنترل بیولوژیدک  که تویط عوام  بیوکنترل قارنی تولی  می
  مه  هتتن .

هدای  قدارچ  83تدا   82هدای  نژاد و همکارا  طی یالخضری ن ی
همراه با نمات  ییتتی ندن رقن  در مزارع ایتا  آرربایجدا  غربدی را   

جد ا   هدا آ ج ایه قدارنی از روی   300و ح ود  قراردادن ی برری مورد
گونه متعلق  16تاکتونومیکی قرار گرفت که تع اد  مطالعه موردش  و 

 .(21)  به نه جنس معرفی کردن
 400ندژاد و همکدارا  در برریدی دیگدر حد ود      همچنین خضری

 ازج ایه قارنی از مراح  مختلف نمات  ییتتی ندن رقن  ج ایازی و 
جدنس   11گونه از  12. تع اد قراردادن  مطالعه موردتاکتونومیکی  نظر

 Alternaria alternata، A. malorum، Arthrinium شددام 

phaeospermum، Arthrobotrys oligospora، 
Botryotrichum piluliferum، Chaetomium 

spirolotrichum، Cladosporium oxysporum، 
Cylindrocarpon destructans، Embellisia 

chlamydospora ،Geomyces pannorum، Stemphylium 

botrysom و Ulocladium atrum  (22) در این مقاله معرفی ش ن. 
 Trichodermaج ایه از قارچ  10را  اثر مق   و همکامه یخانی

harzianum  وT. virens  را در آزمایشددگاه و گلخاندده روی تخدد  و
 هدای ی قدرار دادند . ج ایده   موردبرریییتت نمات  ییتتی ندن رقن  
های نمات  درص  تخ  60متویط  طوربهقارچ تریکودرما در آزمایشگاه 

هدا دو  بردند . در بدین آ    را در مقایته با شاه  انگلی کردن  و از بدین 
و  18/76به ترتیب بدا   T. virens VM1و  T. harzianum Biج ایه 

 .(24) های دیگر عم  کردن درص  پارازیتیت ، بهتر از ج ایه 55/72
های خارج یلولی مانن  بتا یک و ده  که آنزی تحقیقا  نشا  می

قدارنی تولید     یله عوام  بیوکنترلویبهیه گلوکاناز، یلورز و کیتیناز 
ها بدرای  ی ژنتیکی در فعالیت این مایکوپارازیتورزبه. از (4) شون می

هدا و  نن ین برابر در تولید  ایدن آندزی     باق ر هایی یافتهجهنتولی  
ژنیک بیا  کنن ه ایدن  هایی فاق  آ  و تولی  گیاها  ترانسیافتهجهن
تائید  قدرار گرفتده    ها در پ ی ه بیوکنترل مورد ها، نقن تولی  آ آنزی 

های یله قارچویبهها ایت. در تحقیقا  گذشته توانایی تولی  این آنزی 
آنتاگونیتت مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته ش ه ایدت. در ایدن بدین    

 .(19) ان ها بیشترین توجه را به خود اختااد دادهکیتیناز
هدای  هدای آنتاگونیتدت شدام  آندزی     ییتت  تجزیه کیتین قارچ

هدا و ژ  آندزی   عنوا بهباش  و لیتت ترکی ا  آ  هر روزه ادی میزی
بتدا هدا بده یدک و نهدار    شود. کیتینازهای ک  کنن ه ج ی  گزارش می
 شدود ها تقتی  مدی ها و اگزوکیتینازایتی  گلوکزامینی ازها، ان وکیتیناز

زا و کیتین، ژ  عام  بیا  های عام  بیماری. دیواره یلولی قارچ(13)
شود کده بدا عامد     اما تنها زمانی فعال می؛ کن تیناز را تحریک میکی

 .(15و  13) زا تماق برقرار شودبیماری

های تولی  کنن ه میکروارگانیت  عنوا بهی اگتترده طوربهها قارچ
ایترگلیتدرول   عنوا بهگیرن . لیپازها آنزی  لیپاز مورد ایتداده قرار می

تدوا  آ  را یدک ایدتراز    و در واقد  مدی  شدون   هی رورزها معرفی می
دانتت زیرا در اثر فعالیت خود قادر ایت گلیتیری ها را به گلیتیرین و 
ایی های نرب تجزیه نمای . یرعت این واکنن و ت د ی  نربدی بده    

هدای ایدی نرب،   گلیتیرین و ایی های نرب بتتگی به طول زنجیره
pH (14) محیط و حرار  دارد. 

هدای همدراه نماتد     عتوه بر شنایایی قارچ ه ف از این تحقیق،
ییتتی ندن ر قن  در منطقه مورد مطالعه، برریی میزا  فعالیت نت ی 

 ها بوده ایت.های کیتیناز و لیپاز این قارچآنزی 

 

 هامواد و روش

نمونه خاو، ریشده و غد ه    22، تع اد 94-95در طی یال زراعی 
ایدتا  خرایدا     ندن رقند   ییتدتی  نمات آلوده به  از مزارع ندن رقن 

آوری گردی . جهت ایتخراج نمات های ییتتی از خاو از رضوی جم 
های یدی  رند   . ماده(11) ( ایتداده ش 1940روش فنویک )فنویک، 

برداشته ش  و بع  از شتتشو، در آب  نیز با یوز  ظریف از روی ریشه
، نند ین  های ج ا ش هها و مادهقرار داده ش ن . ییتت مقطر ایتری 

درصد ،   10بار در آب مقطر شتتشو و با محلدول هیپوکلریدت ید ی     
درص  به م   دو یا یده دقیقده ایدتری      20درص  و  10اتیلیک الک 

شتتشدو و   بدا آب مقطدر ایدتری     مج دا ها ها و مادهگردی ن . ییتت
ها در تشدک  ها و مادهآبگیری ش ن . ییتت روی کاغذ صافی ایتری 



 3      هاي جدا شده از نماتد سیستی چغندرقند در شرایط آزمایشگاهیناز قارچبررسی نسبی تولید آنزیم لیپاز و كیتی

در زیر  4PCA و 1MEA ،2CMA ،3PDA کشت حاوی محیط پتری
تویط یوز  به طور ج اگانه برداشته و کشدت گردی ند .    هود رمینار

متدری  هشت یدانتی  نهار ع د ییتت در نهار طرف هر تشک پتری
ای رند  از هدر   ییتت قهوه 16های فوق قرار داده ش . حاوی محیط

دو دمدای   از هر نمونده در  نمونه خاو کشت داده ش . دو تشک پتری
گدراد و در  درجه یدانتی  20-25با دمای  مختلف گر  و یرد، انکوباتور

گراد نگه اری و بده طدور مرتدب    درجه یانتی 8-10با دمای  انکوباتور
های رشد  کدرده از   روز قارچ 14تا  7مورد بازریی قرار گرفتن . بع  از 

در مراح   جهت رش  بهتر منتق  و PDAج ی   ها به محیط کشتآ 
دو  5WA روی محدیط کشدت   و یا نوو ریته   با روش تک ایپوربع

های آزمداین  های خالص ش ه در لولهیازی ش ن . قارچدرص  خالص
و  (28)گدراد  و دمای نهدار درجده یدانتی    PCAحاوی محیط غذایی 

 همچنین روی محیط مایه جهدت مطالعدا  بعد ی نگهد اری شد ن      
(17). 

)هموژندایزر( تخریدب و   ییتت خردکن  لهیویبهها پویته ییتت
های آزاد ش ه از ییتدت ها و رروهای داخ  آ  آزاد گردی . تخ تخ 

یویپانتیو  درآم ن . مق ار ندی    صور به ها داخ  آب مقطر ایتری 
 لیتر از یویپانتدیو  تخد  و ررو تویدط پیپدت ایدتری      تا یک میلی

دو درصد    WAبرداشته و در یطح تشک پتری حاوی محیط کشدت  
 20-25با دمدای   های کشت نیز در انکوباتورگردی . این محیطپخن 

گراد در شرایط تاریکی نگه اری شد ه و بده طدور مرتدب     درجه یانتی
به  رش  کرده از این تخ  و رروها هایمورد برریی قرار گرفتن . قارچ

 و یدا ندوو ریتده    ج ی  منتق  و بدا روش تدک ایدپور    محیط کشت
هدا در یده   یدازی قدارچ  زی و خدالص ج ایا .(20) یازی ش ن خالص

هددا و هددا، ج ایدازی از تخدد  هددا و مداده بخدن ج ایددازی از ییتدت  
هدای  یدازی قدارچ  ج ایازی از رروهای ین دو  انجا  ش  و خدالص 

 مذکور به روش تک ایپور صور  پذیرفت.
از دو روش  آمد ه دیدت بده  قدارنی  هدای جهت شنایدایی ج ایده  

 بدر  یم تند هدای  )روش لکدولی و شنایدایی مو  شنایایی مورفولوژیکی
6PCR مراز(( ایتداده ش . شنایایی مولکولی با ای پلی)واکنن زنجیره

صور  گرفدت. بدرای ایدن منظدور میتدلیو        ITSتعیین توالی ناحیه 
ژندومی بده دو روش    DNAیازی ش ، یدپس ایدتخراج   قارنی آماده

ژنومی انجا   DNAو کیت ایتخراج  CTABایتداده از بافر ایتخراج 
جهت تکثیر ژندو    PCRژنومی، واکنن  DNAش . پس از ایتخراج 

و  ITS1ایتخراج ش ه انجدا  گرفدت کده بدا ایدتداده از آغازگرهدای       
                                                           

1- Malt Exteract Agar                آگار-عااره مالت 

2- Corn Meal Agar آگار                         -رر    

3- Potato Dextrose Agar   آگار-دکتتروز-زمینیییب 

4- Potato Carrot Agar آگار          -هویج-زمینیییب  

5- Water Agar آگار                                -آب  

6- polymerase chain reaction 

ITS4 نواحی از ،DNA    ری وزومی تکثیر و قطعداDNA    بده طدول
، جهدت  PCRدیت آم . بع  از انجا  واکنن جدت باز به 650تا  550
، از هر PCRمحاول  DNAازه یی  انجا  ش   واکنن و تعیین ان تم

دقیقده   30نمونه مق ار یه میکرولیتر در ژل آگارز دو درص  و به م   
با ایدتداده   UVولت تدکیک ش . یپس از ژل در زیر نور  85در ولتاژ 

عکس گرفته ش . ان ازه به دیدت   Gel Documentationاز دیتگاه 
ددت  ج DNA ،1000آم ه در مقایته با یک نشدانگر جدر  مولکدولی    

 بازی تخمین زده ش . 

 

 بررسی فعالیت آنزیم لیپاز

هدای قدارنی، از   به منظور القای تولی  آنزی  لیپداز تویدط ج ایده   
 10آگدار شدام    -آگار ایتداده ش . محیط پپتدو  -محیط کشت پپتو 

، گر   1/0آزمایشگاهی،  NaClگر  پپتو ، پنج گر  
آ  روی  pH شد ه بدود کده    گر  آگار، در یک لیتر آب مقطر حد   16

لیتر توئین به محیط اضافه گردی . بع  میلی 10شن تنظی  ش . یپس 
متدری ریختده   یدانتی  10های پتری از اتوکتو محیط کشت در تشک

متری از هر ج ایه در ویدط  ش . بع  از یک روز یک دیتک پنج میلی
تشک پتری حاوی محیط کشت قرار داده ش  و به م   پنج تا هددت  

گراد نگه اری ش ن . تشکی  ریدوب در  درجه یانتی 25ز در دمای رو
های رش  کرده به منزله تولی  آنزی  لیپاز در نظدر گرفتده   اطراف پرگنه

 .(33) ش 

 

 بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز

به منظور تهیه محیط کشت القاکنن ه کیتیناز و برریی تولی  ایدن  
گر  کلوئی ال  5/4ام  های قارنی، محیط کشت شآنزی  تویط ج ایه

گر  یولدا  منیزی ، یه گر   3/0، (35)کیتین )به عنوا  من   کربن( 
یولدا  آمونیو ، دو گر  فتددا  دی هید روژ  پتایدی ، یدک گدر       

گدر  پدودر رنگدی     15/0گدر  آگدار،    154ایی ییتریک مونوهی را ، 

لیتدر آب  میلدی  1000میکرولیتدر تدوئین و    200، 7بروموکرزول پرپدول 
 KOHنرمال  4طر تهیه گردی . ایی یته محیط با ایتداده از محلول مق
درجه یدانتی  121دقیقه در دمای  15تنظی  گردی  و به م    7/4در 

هدای پتدری   گراد یترو  گردی . بع  از آماده ش   محیط، مرکز تشک
متدری از هدر کد ا     حاوی محیط کشت مذکور یک دیتک پنج میلدی 

ه ش  و به م   یه تدا نهدار روز در دمدای    های قارنی قرار دادج ایه
گراد در شرایط تاریکی نگه اری ش ن . تشدکی  هالده   درجه یانتی 25

های رش  کرده و تدییر رن  محیط کشت به بندن رن  اطراف پرگنه
 .(1) رن  بندن به منزله تولی  آنزی  کیتیناز در نظر گرفته ش 

 
 

                                                           
7- Bromo Cresol Purple 
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 (H. schachtii)چغندرقند  یستیده از نماتد سبه دست آم یقارچ هایهیداد جتعدا -1 ولجد

Table 1- Number of fungal isolates obtained from Sugar Beet cyst nematode (H. schachtii) 

 هاجنس جدایه

Genus of isolates 

 های قارچیتعداد کل جدای
Total number of fungal isolates 

 تعداد نمونه 
Number of 

samples 

 آوریعمحل جم 
Collection area 

 ردیف 
Row 

 

Simplicillium 12 
 

1 
 طرق–مشه   

Mashhad-Torogh 

 
1 

 

Fusarium 
Simplicillium 

9 
 

1 
 ایکن ر آباد-ننارا  

Mashhad-Eskandarabad 

 
2 

 

Fusarium 5 
 

1 
 یدی جا -ننارا  

Chenaran-Sefidabad 

 
3 

 

Fusarium 8 
 

1 
 محمود آباد—ننارا  

Chenaran-Mahmoodabad 

 
4 

 

Penicillium 
Fusarium 

4 
 

1 
 ای یه-فریما  

Fariman-Asadiye 

 
5 

 

Fusarium 10 
 

2 
 یدی ین -فریما  

Fariman-Sefidsang 

 
6 

 

Fusarium 6 
 

2 
 کته شمشیر-فریما  

Fariman-Kateshamshir 

 
7 

 

Fusarium 
Simplicillium 

11 
 

2 
 فریما  

Fariman 

 
8 

 

Fusarium 
Neonectria 

13 
 

1 
 رباط میا  دشت-فریما  

Fariman-Miyandasht 

 
9 

 

Penicillium 
Colletotrichum 

8 
 

1 
 جلگه زاوه 

Jolgezave 

 
10 

 

Penicillium 8 
 

1 
 خلی  آباد-تربت جا  

Torbatjan-Khalilabad 

 
11 

 

Alternaria 
Penicillium 

Colletotrichum 
14 

 
1 

 قونا  

Ghuchan 

 
12 

 

Fusarium 8 
 

1 
 قونا  

Ghuchan 

 
13 

 

Fusarium 12 
 

1 
 یرخس 

Sarakhs 

 
14 

 

Alternaria 9 
 

1 
 یرخس 

Sarakhs 

 
15 

 

Fusarium 
Neonectria 

16 
 

1 
 تربت حی ریه 

Torbatheydariye 

 
16 

 

Fusarium 
Alternaria 

13 
 

2 
 تربت حی ریه 

Torbatheydariye 

 
17 

 

Fusarium 20 
 

2 
 تربت حی ریه 

Torbatheydariye 

 
18 

 

Simplicillium 12 
 

1 
 مزارع دانشگاه-مشه  

Mashhad- University farms 
 

19 
 

Penicillium 7 
 

1 
 خواف 

Khaf 

 
20 

 

Simplicillium 13 
 

2 
 جوین 

Join 

 
21 

 

Penicillium 14 
 

1 
 نیشابور 

Neyshabur 

 
22 
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 A :S .lanosoniveum ،B :N .macrodidyma ،C :F .oxysporum ،D :C)های شناسایی شده تصاویر پشت و روی 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 ایتا  خرایا  رضوی صدور    22برداری از نمونه
ها از مزارع ندن رقن  دارای عتئ  ختار  برداریگرفت که این نمونه

ها، تنک ش   مزرعده و  نمات  ییتتی ندن رقن  شام  پژمردگی برگ
ریشی و دوشاخه بدود  غد ه ندن رقند  صدور  گرفدت. نتدایج       ریشه
دیدت آمد ه از مدزارع    های قدارنی بده  برداری و تع اد ک  ج ایهنمونه

 1در جد ول   هدر منطقده  ندن رقن  ایتا  خرایا  رضوی به تدکیک 
آورده ش ه ایت. بیشترین ج ایه قارنی به شهریتا  تربت حی ریده و  

 کمترین ج ایه قارنی به شهریتا  خواف تعلق داشت.
 ،Penicillium chrysogenum (a)هدای  در ایدن برریدی قدارچ   

Simplicillium lanosoniveum (b) ،Fusarium oxysporum 

(c) ،Neonectria macrodidyma (d) ،Colletotrichum 

gloeosporioides (e) ،Alternaria chlamydospora (f) 
 1در شک   هاشنایایی ش ن . تااویر رو و پشت تشک پتری این قارچ

 آم ه ایت.

میزا  رشد    ((30) 1979لی  پیت، )ک  P. chrysogenumدر قارچ
گدراد پدس از   درجه یانتی 25و دمای  PDA روی محیط کشت پرگنه

 ی ز رن ، رن  پرگنه هامتر بود. ریتهمیلی 3/2-2/4روز،  10گذشت 
ی زآبی تا ی ز تیره و در اطدراف دارای هالده یددی رن  و در یدطح     

ر انتهدای  ی و یک حلقه ید ز و د اقهوهکر  تا زرد  زیرین تشک پتری
قطرا  ریز  پراکن ه و روی پرگنه صور بهیدی  دی ه ش . رش   پرگنه

 که روی هر متور منشعب و دارای متور زردرن  دی ه ش . کنی یوفور
 ی وجود داشت و روی هر فیالی اایتوانه یا فیالی  یک یا نن  ایتریگما

کروی شک  با دیواره صاف وجود داشت. کنید یو   یک ردیف کنی ی
مرغی شک  با یدطحی صداف بدود. ایدن     ی ز رن ، کروی تا تخ  اه

 Gو  F، کریتوژین و پنیتدیلین  Dو  Cهای راکدورتین قارچ متابولیت
. از این قدارچ بده عندوا  بازدارند ه از رشد  عامد        (12) کن تولی  می

بیماری لکه شکتتی باقت در شدرایط آزمایشدگاهی و کاهند ه شد       
. در قددارچ (16) ایددتگددزارش شدد ه  بیمدداری در شددرایط گلخاندده  

Simplicillium lanosoniveum  ، ( (29) 2013)نوناکددا و همکددارا
درجده   25و دمدای   PDA روی محدیط کشدت   نیز میزا  رش  پرگنده 

یدی  رن   هامتر بود. ریتهمیلی 30روز  10گراد پس از گذشت یانتی
 یدی  بود ولدی در یدطح زیدرین تشدک پتدری      دی ه ش . رن  پرگنه

صور  به تر بود و پرگنهای و در بخن مرکزی پررن رنجی تا قهوهنا
یداده و   فشرده و در اطراف آ  یک حلقه یددی  دید ه شد . فیالید ها    

ایجداد شد ه    نزدیک به ه  روی کنید یوفور  مندرد و یا اینکه دو فیالی 
کوتداه و   نتد تا  ی اایدتوانه نیمده کدروی، بیضدوی تدا      هابود. کنی یو 

یتدتال کر تشکی  ش ه بود. ها در انتهای فیالی ها یو کونک بود. کنی
 های هشت وجهی در داخ  آگار تشکی  ش ه بود.

( (23) 2006)لتلی و یامرل،  Fusarium oxysporumدر قارچ 
درجده یدانتی   25و دمای  PDA روی محیط کشت میزا  رش  پرگنه

متر بود. شدک  ظداهری پرگنده    میلی 55روز،  10گراد پس از گذشت 
یددی  و   یدی  رن  دی ه شد . رند  پرگنده    هایر بود. ریتهمتدتیار ب

هوایی فراوا  تشکی  ش ه بود و در یطح  هاییتلیو مبرفکی بوده و 
تر و شیری رند   یدی  و در بخن مرکزی پررن  زیرین تشک پتری

به صور  مجتم  و یک یا دو یدلولی   بود. نحوه تشکی  میکروکنی ی
 روی فیالید های  و میکروکنید ی  ک  بدوده قایقی ش هاو ماکروکنی ی
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بدده صددور  اندددرادی بددوده و   کوتدداه تشددکی  شدد ه بددود. فیالیدد ها 
 Alternariaبه فراوانی تولی  ش . در قارچ  در این گونه کتمی ویپور

chlamydospora    ،( میدزا  رشد  پرگنده روی    (27) 1973)موکاکدا
 10 گراد پدس از گذشدت  درجه یانتی 25و دمای  PDAمحیط کشت 

ای زیتدونی  ای تا قهوههای این قارچ قهوهمتر بود. پرگنهمیلی 38روز، 
ای تیره و روشن و مای  بده یدیاه   و در یطح زیرین تشک پتری قهوه

ها در یطح محیط کشت و به مق ار بیشتری داخد  محدیط   یتهربود. 
پراکن ه تشکی  ش ه  صور بههای هوایی یتهرکشت رش  کرده بود. 

های موجود در یطح محدیط  یتهروفورها به طور متتقی  از بود. کنی ی
هدا بده صدور  منددرد و یدا      کشت تولی  ش ه بود و یاده بود. کنی یو 

زنجیری تشکی  ش ه بود و شک  منظمی ن اشتن  و ان ازه بتیار متدیر 
و ب و  نوو بود. این گونه به دلی  شک  نا مدنظ  کنید یو  از یدایر    

ز ایت. کتمی ویدپور بده فراواندی تشدکی      ی این جنس متمایهاگونه

 ش ه بود. 
))بیلدی و جگدر،    Colletotrichum gloeosporioidesدر قارچ  
 روی محیط کشدت  ( میزا  رش  پرگنه(34) 1998(، )یاتن، (3) 1992
PDA  میلدی  52روز  10گراد پس از گذشدت  درجه یانتی 25و دمای

ار متندوع بدوده   بتدی  یدریعی داشدت. رند  پرگنده     نتد تا  متر و رش  
که در ابت ا یدی  مای  به خاکتتری و یپس خاکتتری تیدره  یطوربه

ی شک  تا بیضوی با دو اایتوانهیک یلولی، بی رن ،  هاش . کنی یو 
روی محدیط   انتهای گرد و یا در یک انتها باریدک بودند . ایدن گونده    

هدار  به مق ار فراوا  خار تولی  کرده که اکثر این خارها دارای ن کشت
تدرین  دیواره عرضی بودن . این قارچ عام  آنتراکندوز و یکدی از شدای    

هددایی ایددت کدده از روی بتددیاری از گیاهددا  زراعددی، بدداغی،  قددارچ
 .(9) های هرز و انواع مرک ا  گزارش ش ه ایتی زیجا ، علف

 

 

 
کنیدیوم، (D) ، کنیدیوفور و سرکنیدیومی(A) جهیکریستال هشت و) S .lanosoniveumهای شناسایی شده تصاویر میکروسکوپی قارچ -2شکل 

 N .macrodidyma،  ((CوB)کنیدیوفور منشعب، متولا، استریگما، کنیدیوسپور کروی) P .chrysogenum(، (B) های نیمه کروی تا بیضوی

های یک سلولی )کنیدیوم C .gloeosporioides (( HوG) میکروکنیدی، ماکروکنیدی و فیالیدهای نسبتا کوتاه )F .oxysporum ، ((Fها))ماکروکنیدی

(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)) 
 

 25و دمدای   PDA( میزا  رش  پرگنه روی محدیط کشدت   (7) 2011)ندداوری و همکددارا ،  Neonectria macrodidymaدر قددارچ 
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متر و بتیار کن  رش  میلی 21روز،  10گراد پس از گذشت درجه یانتی
ی و احلقده های این قارچ ابت ا زرد روشن تا نارنجی و رشد   بود. پرگنه

ای تا نارنجی تیدره شد ه   روز مرکز پرگنه قهوه 14بع  از گذشت ح ود 
ی و اقهوهبود. در یطح زیرین تشک پتری رن  پرگنه نارنجی تیره تا 

رن ، شداف، بیضوی تا ها بیانتها زرد رن  دی ه ش . میکروکنی ی در
مرغی شک  و یدک یدلولی و بده صدور  زنجیدری دید ه شد .        تخ 

ی متتقی  یدا کمدی خمید ه و دارای    اایتوانهرن ، ها بیماکروکنی ی
ایدن گونده    (9)یک تا یه دیواره عرضی بود. ط ق مناب  در دیدترق  

بود و همچنین اولین گزارش ایدن گونده    برای فلور قارنی ایرا  ج ی 
 قارنی از نمات  ییتتی ندن رقن  ایت.

 آم ه ایت. 2فوق در شک   هایقارچ تااویر میکرویکوپی
هدا باند    تویط آغازگرها برای ج ایده  ITS4و  ITS1تکثیر ناحیه 

جدت باز را تولی  کرد. همچنین شداه  منددی کده     650تا  550ح ود 
را داشت هدی  باند ی تولید      DNAبه جز  PCRتما  اجزای واکنن 

 نشا  داده ش ه ایت. 3نکرد. نتایج کار در شک  

 

 
 های قارچی در ژل آگارز دو درصدنواحی تکثیر شده مربوط به جدایه PCRمحصول  -3شکل 

Figure 3- PCR product of amplified regions related to fungal isolates in 2% agarose gel 

 
 ژ  باندک  در موجود هایترادف دیگر با آم ه به دیت هایترادف

، NCBIموجود در پایگاه داده   BLASTnجتتجوی ابزار از ایتداده با
های حاص  شنایایی ترادف از ک ا  هر با ترادف ترینمقایته و نزدیک

 .Pبدا ج ایده    10Pهدای  گردی . با ایتداده از بتیدت، تدوالی ج ایده   

chrysogenum (JN093270.1)   درصدد   99موجددود در بانددک ژ
 .Sبددا گوندده  7Sهددای پوشددانی، ج ایددهدرصدد  هدد  96تشددابه و 

lanosoniveum (KT878334.1  موجددود در بانددک ژ )درصدد   99
 .Fبددا ج ایدده  13Fهددای پوشددانی، ج ایددهدرصدد  هدد  98تشددابه و 

oxysporum (MF992182.1)   درص  تشابه  98موجود در بانک ژ
 .Aبددا ج ایدده   35Aهددای  نی، ج ایدده پوشددادرصدد  هدد   98و 

chlamydospora (KY788047.1)   درص   98موجود در بانک ژ
 .Nبدا ج ایده    36Nهدای  پوشدانی، ج ایده  درصد  هد    100تشابه و 

macrodidyma (GQ169024.1)    درصد    98موجود در باندک ژ

 .Cبددا ج ایدده  5Cهددای پوشددانی و ج ایددهدرصدد  هدد  96تشددابه و 

gloeosporioides (KU097215.1)   درص   99موجود در بانک ژ
 2آم ه در ج ول  به دیتپوشانی داشتن . نتایج درص  ه  97تشابه و 

 آورده ش ه ایت.
 

 نتایج بررسی نسبی فعالیت آنزیم لیپاز

هایی که آنزی  لیپاز تولی  کردن  یک ریوب یا اطراف پرگنه ج ایه
ی از تشدکی   هاله ب و  رن  تشکی  ش ه بود، که ایدن ریدوب ناشد   

یله آندزی  لیپداز بدود کده ایدن      وید بهنمک کلتی  از رریک ایی  آزاد 
 باش .فعالیت مث ت لیپاز می دهن هنشا 

بدا   C. gloeosporioidesهای برریی شد ه قدارچ   از بین ج ایه
داشتن بیشترین میزا  قطر هاله، بیشترین میزا  ریوب را تشکی  داد 

از ایت و برترین ج ایه در این آزمدو   دهن ه فعالیت آنزی  لیپکه نشا 



 1399 بهار، 1 شماره، 34 ، جلدنشریه حفاظت گیاهان )علوم و صنایع كشاورزي(     8

 .Pو  N. macrodidymaهدای  قدارچ  آ  از بعد  (. 3باش  )ج ول می

chrysogenum      . بیشترین میزا  فعالیت آندزی  لیپداز را نشدا  دادند
هدی  ریدوبی نشدا  ند اد و کمتدرین میدزا         F. oxysporumقارچ 

 (.4فعالیت آنزی  لیپاز در این قارچ مشاه ه ش  )شک  
 

 شناسایی شده هایقارچ (BLAST)بلاست یج نتا -2 جدول
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 

 

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

.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

ی حداوی  هدا کشتهای قارنی روی محیط یهج این آزمو  در ا

طور رن  کیتین کلوئی ال کشت داده ش ن . در اطراف پرگنه و همین
هایی که تولی  آندزی  کیتینداز داشدتن  بده رند       محیط کشت ج ایه
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فعالیدت   دهند ه نشدا  بندن تدییر رن  داده بود که این تدییر رند   
 ا بود.همث ت آنزی  کیتیناز در این ج ایه

برریی نت ی فعالیت کیتیناز )قطر هاله تشکی  شد ه( نشدا  داد   
ترین تدییر رند  بده   ی یربیشترین و  P. chrysogenumکه ج ایه 

بیشترین تولی  آندزی  کیتینداز تویدط     دهن هنشا بندن را داشته که 

(. کمترین میزا  تولی  آندزی  کیتینداز تویدط    3این قارچ بود )ج ول 
ها کمترین یهج ابود که نت ت به یایر  C. gloeosporioidesقارچ 

و کن ترین تدییر رن  را نشا  دادن  و از نظدر تولید  آندزی  کیتینداز     
 (.5)شک   یه معرفی ش ج اترین ضعیف

 

 
 F .oxysporum ( ،B) C .gloeosporioides( ،C )N .macrodidyma( ،D )S (Aقارچی )های بررسی نسبی فعالیت کیتیناز جدایه -5 شکل

.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 

 

 گیریبحث و نتیجه

 .H ندن رقن  مختلدی از نمات  ییتتی هایدر این پژوهن، قارچ

schachtii بده ترتیدب بده     قارنی هایج ایازی ش . بیشترین ج ایه
ها به خدواف تعلدق   حی ریه و فریما  و کمترین ج ایهشهریتا  تربت

 بدده جددنس قددارنی ی بیشددترین فراوانددی ج ایددهطددورکلبددهداشددت. 
Fusarium  هایدرص  اختااد داشت. ج ایازی قارچ 52/37با S. 

lanosoniveum، P. chrysogenum، C. gloeosporioides  برای
گدزارش شد . در برریدی نتد ی      ندن رقند   اولین بار از نمات  ییتتی

و  P. chrysogenumهدای  فعالیت آنزی  لیپاز مشخص ش  که قدارچ 

C. gloeosporioides  لیپاز را داشتن ، که  بیشترین میزا  تولی  آنزی
ها در این آزمو  بودن . برریدی نتد ی فعالیدت کیتینداز     برترین ج ایه
ترین تدییر رن  به ی یربیشترین و  P. chrysogenumنشا  داد که 
بیشترین تولی  آنزی  کیتیناز تویط این  دهن هنشا که  بندن را داشته

 .Cج ایده   قارچ بدود. کمتدرین میدزا  تولید  آندزی  کیتینداز تویدط       

gloeosporioides      هدا کمتددرین و  یده ج ابدود کده نتد ت بدده یدایر
در هدر دو   P. chrysogenumکن ترین تدییر رن  را نشا  داد. قارچ 

، بهترین نتیجده را نشدا  داد؛ لدذا ایدن قدارچ بدرای       ش هانجا آزمو  
های بع ی بدا رعایدت احتیداط و نکدا      های بیشتر در پژوهنبرریی

 شون .رز  توصیه می
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 های قارچیهای ایجاد شده توسط جدایهاندازه هاله -3 جدول
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 کیتیناز پتری

(cm) 

The diameter of the purple 

halo from the center of the 

Petri mattress in the chitinase 

test (cm) 

از حاشیه رشد  رسوب اندازه

 در تست لیپاز قارچ

(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 

  شاه  )محیط کشت ب و  قارچ(

 

0 0 

CM: Control Sample 
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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 materials 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 materials, separating fungi from eggs and larvae nematode, and making 
single spore fungi and pure culture. The cysts and separated materials 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 materials were washed again with sterile distilled water and sterile sifter was used. The cysts and 
materials 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 cystc. 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. 

 
Keywords: Chitinase, Cyst nematode, Fungi, Lipase, Sugar beet 
 


