
مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی
1395ستان پاییز و زم، 2، شماره 5دوره 

77-89صفحه

آنزیم پراکسیداز
اندوفیت
بیوکنترل

B. bassiana
Rhizoctonia solani

چکیده

زیستیمهاربرايBeauveria bassianaقارچکارآییارزیابی

پنبهگیاهرایزوکتونیاییمیريگیاهچه

3محمديحمید،*2شیرزاداکبر،1آزادينرگس

Evaluation of the Beauveria bassiana fungus efficiency on biological

control of Rhizoctonia damping-off disease in cotton plants
Narges Azadi 1, Akbar Shirzad 2* and Hamid Mohammadi 3

گیاهپزشکی،دانشیار گروه-2گیاهی، شناسیبیماريارشدآموخته کارشناسیدانش-1
ایران. آذربایجان، تبریزمدنیشهیددانشگاهکشاورزي،دانشکدهنباتات،واصلاحزراعتگروهاستادیار-3

1. MSc of Plant Pathology, Department of Plant Protection,
2. Associated Prof. Department of Plant Protection,

3. Assistant Prof. Department of agronomy and plant breeding,
College of Agriculture, Azarbaijan Shahid Madani University, Tabriz, Iran.

ashirzad@azaruniv.edu:الکترونیکیپستمکاتبات،مسئولنویسنده*

)6/9/95: ذیرشپتاریخ-6/95/ 24: دریافتتاریخ(

Rhizoctoniaي وسیلههایی است که بهترین بیماريي رایزوکتونیایی یکی از شایعمیرگیاهچه

solaniبا وجود تاثیر نسبی برخی از مواد شیمیایی در کنترل این . شوددر سراسر جهان ایجاد می
حفاظت گیاهان در هاي مناسب برايرسد که کنترل بیولوژیک یکی از روشبیماري، به نظر می

Beauveriaقارچ اندوفیت . برابر این بیمارگر باشد bassiana ،علاوه بر پارازیته کردن حشرات ،
ها را افزایش و مقاومت آنوسیعی از گیاهان را کلنیزه کرده صورت سیستمیک دامنهتواند بهمی

.Bدر این پژوهش، توانایی سه جدایه از قارچ . دهد bassianaمیري پنبه رل گیاهچهجهت کنت
در فعالیت اندوفیتیضمن کار رفته، هاي بهنتایج نشان دادند که جدایه. مورد بررسی قرار گرفت

هاي با توجه به نتایج حاصل از بررسی. توانند به طور قابل توجهی از شدت بیماري بکاهندمیگیاه، 
اسپور 107با غلظت KJ24، جدایهگیري آنزیم پراکسیداز و پروتئین کل گیاهاي و اندازهگلخانه

رسد این امر به نظر می. ترین تیمار در کنترل این بیماري شناخته شدعنوان مناسبلیتر، بهدر میلی
و TS7لیتر دو جدایهاسپور در میلی107غلظت . کنندگی رشد گیاه باشدناشی از خاصیت تحریک

TS12با توجه به افزایش پروتئین کل . اري بکاهندنیز توانستند در حد قابل توجهی از شدت بیم
تواند ناشی از تحریک مقاومت گیاه ها، این کاهش بیماري میدر گیاهان تیمار شده با این استرین

.هاي مورد نظر باشدط جدایهستو

هاي کلیديواژه
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مقدمه

solaniRhizoctoniaهاي قارچی خاکزاد ترین بیمارگریکی از مهم

هاي مهم اقتصادي، باعث ایجاد بیماريکهدر سراسر جهان است 
Muriungi).شود در انواع محصولات کشاورزي از جمله پنبه می

et al. از مواد شیمیایی در کنترل برخی تاثیر نسبیبا وجود(2014
-رضایتنتیجهکنترل شیمیاییبیماري، استفاده از این روشاین

از . داردمحیطی نیز در پی هاي زیستنداشته و آلودگیبخشی
کنندگان بر این باورند که طرفی، امروزه در سراسر جهان، مصرف

-استفاده از سموم شیمیایی در تولید محصولات کشاورزي، باید به
.et alطور قابل توجهی کاهش یابد  2001)(Butt .طبق بررسی-

حل سازگار با تواند یک راههاي دانشمندان، کنترل بیولوژیک می
هاي خاکزاد زیست، براي حفاظت گیاهان در برابر بیمارگرمحیط

Weller).(باشد  et al. برداري از امروزه بهره2002
ها، ها و قارچها، ویروسهاي طبیعی مانند باکتريمیکروارگانیسم

هاي هرز بسیار قابل توجه ها و علفنترل آفات، بیماريجهت ک
هاي بیوکنترل در حال توسعه ها استفاده از قارچبوده و در میان آن

Butt)(است  et al. هاي آنتاگونیست، تاثیر بیوکنترلی قارچ. 2001
در برخی از . مختلفی استاي از سازوکارهايي مجموعهنتیجه

بیوز، رقابت و پارازیتیسم، نقش قارچ یاین سازوکارها از جمله آنت
بیوکنترل مستقیم بوده و در برخی دیگر از جمله القاي مقاومت 
گیاه، کلنیزه کردن اندوفیتی گیاه و تحریک رشد گیاه، نقش 

Ownley).(غیرمستقیمی دارند  et al. هاي برخی از قارچ2010
، از به عنوان اندوفیت، B. bassianaگر حشرات از جمله بیمار

توانند موجب حفاظت آن طریق کلنیزه کردن سیستمیکی گیاه، می
Ownley).(هاي گیاهی شوند گردر برابر بیمار et al. فعالیت 2010

هاي در تعدادي از گونهB. bassianaهایی از اندوفیتی جدایه
سبز، سویا، ذرت، تاتوره، فرنگی، پنبه، لوبیاگیاهی از جمله گوجه

Ownley).گزارش شده است کاکائواهچهیگزمینی و سیب et al

2008 and علیه B. bassianaچنین توانایی آنتاگونیستی هم(2010
Fusariumقبیل هاي مختلفی از گربیمار oxysporum،Armillaria

mellea،Rosellinia necatrix ،R. solaniوPythium

myriotylumاثبات رسیده است بهGriffin کاربرد ).(2007

فرنگی نشان در بذور گوجهB. bassianaقارچ11-98ي جدایه
.Bداده است که  bassianaصورت ها را بهتواند گیاهچهمی
ها در برابر  فیتی کلنیزه کند و باعث حفاظت آناندوفیتی و اپی

Ownley)میري شود گیاهچه et al. استفاده از همین جدایه . (2008
میري رایزوکتونیایی، توانسته بر کاهش گیاهچهدر بذور پنبه، علاوه 

Griffin)است مقاومت سیستمیک القایی را فعال کند  در . (2007
، B. bassianaهاي آزادي و همکاران، سه جدایه از قارچ بررسی

از طریق تحریک رشد گیاه و القاي مقاومت سیستمیکی، به طور 
در گیاهان میري رایزوکتونیایی را چشمگیري بیماري گیاهچه

ها در شرایط چنین این جدایههم. فرنگی کاهش دادندگوجه
داري طور معنیآزمایشگاهی، با تولید ترکیبات فرار و غیر فرار به

Azadiباعث کاهش رشد بیمارگر شدند  et al. 2015b) .( بنابراین
عنوان یک بتواند بهB. bassianaرسد که قارچ اندوفیت به نظر می

ل، با استفاده از سازوکارهاي مختلفی موجب کاهش عامل بیوکنتر
به همین منظور در پژوهش حاضر، . هاي گیاهی شودبیماري

در کنترل بیماري B. bassianaکارایی و تاثیر سه جدایه از قارچ 
رایزوکتونیایی پنبه و کاهش شدت بیماري، مورد بررسی قرار 

.گرفت

واد و روشها م

هاي قارچ آنتاگونیستو جدایهR. solaniگربیمارتهیه

B. bassianaقارچ آنتاگونیست TS12وTS7،KJ24هاي جدایه

پزشکی دانشگاه شهید مدنی شناسی گروه گیاهاز آزمایشگاه حشره
از AG-4گروه آناستوموزي باR. solaniگر آذربایجان و بیمار

ه تهران پزشکی دانشگاشناسی گروه گیاهکلکسیون آزمایشگاه قارچ
Sabouraudهاي قارچ آنتاگونیست در محیط جدایه. تهیه شد

Dextrose Agar)(Senthamizhlselvan et al. .Rو 2010

solani در محیطPotato Dextrose Agarکشت داده شدند .

R. solaniبررسی میکروسکوپی نحوه تاثیر آنتاگونیست برروي

.Bهاي هاي جدایهفنحوه ارتباط بین هیمنظور مشاهدهبه

bassianaهاي میکروسکوپی با استفاده از و قارچ بیمارگر، بررسی
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Suروش سو و همکاران انجام شد et al.2012) ( و اسلایدهاي
.، مورد بررسی قرار گرفتند40×نمایی تهیه شده با بزرگ

هاي آنتاگونیست بررسی تولید توکسین توسط جدایه

ي پارون و بگوم روش تغییر یافتهجهت انجام این آزمایش، از 
Begum(استفاده شد  2010Parveen and .(این ترتیب که به

هاي قارچ آنتاگونیست تهیه و در میلی متري از جدایه5قطعات 
Methylene)هاي پتري حاوي محیط متیل بلو آگار مرکز تشتک

Blue Agar) 7/4(با(pHهايپس از ده روز، تشتک. کشت شد
ي قارچی بررسی ي شفاف اطراف پرگنهاز نظر وجود هالهپتري 
این آزمایش در قالب طرح کامل تصادفی و در چهار تکرار . شدند

. انجام شد

بررسی فعالیت آنزیم کیتیناز آنتاگونیست

، B. bassianaهاي منظور سنجش فعالیت آنزیم کیتیناز جدایهبه
ي سلولی رایزوکتونیا ابتدا با استفاده از روش چان و تیان، دیواره

Chan and Tian)تهیه شد  عنوان تنها منبع کربن به و به(2005
سپس با استفاده از این محیط آنزیم . محیط لیلی بارنت اضافه شد

استخراج و با کاغذ واتمن صاف B. bassianaهاي کیتیناز جدایه
B. bassianaهاي شده و در نهایت عصاره آنزیمی کیتیناز جدایه

Chan and Tian)دست آمد به پس از تهیه عصاره . (2005
ي آنزیمی، لیتر عصارهمیکرو500آنزیمی، مخلوط واکنش شامل 

200درصد و Titrachem5/0)شرکت (لیتر کیتین میکرو300
این . تهیه شد) pH=4مولار و 2/0(لیتر بافر فسفات میکرو

گراد تیدرجه سان37±2ساعت در دماي 2محلول به مدت 
سالسیلیک نیترولیتر معرف ديمیلی2نگهداري شد و سپس 

)(DNS درجه سانتی100دقیقه در دماي 10به آن اضافه شد و -
متر نانو585میزان آنزیم کیتیناز در طول موج . گراد قرار گرفت

Kang).(گیري شد اندازه et al. هاي حاصل با استفاده از داده1999
ی فعالیت آنزیم کیتیناز براي هر جدایه از ، منحنروز8در طی 

. آنتاگونیست رسم شد

در جلوگیري B. bassianaهاي بررسی تاثیر آنتاگونیستی جدایه
اي فرنگی در شرایط گلخانهاز مرگ گیاهچه گوجه

هاي قارچ آنتاگونیست در ابتدا سوسپانسیون اسپوري جدایه
یتر تهیه شد و سپس لاسپور در میلی109و 105،107هاي غلظت

طور جداگانه با هر غلظت ، به)رقم ورامین(بذور استریل شده پنبه 
گر، از بذور گندم ي مایه تلقیح بیمارجهت تهیه. تیمار شدند
Tseng)استفاده شد  et al. درصد حجمی با 3و با نسبت (2008

-سپس بذور تلقیح شده با سوسپانسیون. خاك گلدانی مخلوط شد
ها در گلخانهگلدان. ها کشت شدندنیست، در گلدانهاي آنتاگو

درجه 27±2ساعت روشنائی و دماي 16تحت تناوب نوري 
این آزمایش در . درصد نگهداري شدند30گراد، رطوبت سانتی

تیمار 11و ) گلدان(تکرار 10هاي کامل تصادفی با قالب بلوك
و نه تیمار تیمارها شامل شاهد آلوده، شاهد غیر آلوده. انجام شد

اسپور 109و107، 105هاي شامل بذور پنبه آغشته شده با غلظت
. آنتاگونیست بودندTS12و TS7،KJ24هاي لیتر جدایهدر میلی

میري، در پایان هفته دوم پس از کاشت، با ظهور علایم گیاهچه
گیاهان مورد بررسی قرار گرفتند و میزان ضایعه حاصل از بیمارگر 

، مطابق روش کارلینگ و همکاران در پنج شاخص هاروي آن
آلودگی جزیی با (، یک )هیچ گونه آلودگی(متفاوت شامل صفر 

آلودگی متوسط با تیره شدن کامل (، دو )ایجاد یک شانکر در طوقه
آلودگی بالا با پوسیدگی کامل (، سه )بافت ریشه قبل از پوسیدگی 

همراه ایجاد ریشه بهآلودگی بالا با پوسیدگی کامل (، چهار )ریشه
گیري شد اندازه) از بین رفتن کل گیاه(و پنج ) هاي برگیلکه

)(Carling and Leiner هاي رشدي شامل چنین فاکتورهم. 1990
درصد . گیري شدندوزن تر و خشک و طول گیاهان اندازه

.محاسبه شد) 1(ي ها نیز طبق رابطهمیري بوتهگیاهچه

100×1) D = A1 - A2 /A1

: Dمیري،گیاهچهدرصد:A1هاي سالم موجود در تعداد بوته
.هاي سالم موجود در هر تیمارتعداد بوتهA2:وشاهد غیرآلوده

در گیاه پنبه B. bassianaبررسی اندوفیت بودن 

-در بافتB. bassianaهاي جهت اثبات فعالیت اندوفیتی جدایه
هاي هوائی ی از اندامهایي گیاهان پنبه، نمونههاي برگی و ساقه
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طور تصادفی انتخاب شدند و گیاهان تیمار شده در گلخانه به
ها تهیه شد و پس از استریل متري از آنسانتی2- 1قطعات 

هاي ویژگی. کشت داده شدندSDAسطحی در محیط 
هاي جداسازي شده با استفاده از میکروسکوپ مورفولوژیکی قارچ

هاي تر قارچچنین براي بررسی دقیقهم. قرار گرفتندمورد بررسی
بدین . اي پلیمراز استفاده شدشده، از واکنش زنجیرهجداسازي

Bbchit1-1هاي منظور از آغازگر

CGGAATTCATGGCTCCTTTTCTTCAAACCAG و
Bbchit1-2CGCCCGGGTTACGCAGTCCCCAAAGTCCC که

د باشند استفاده شمیChit1B. bassiana)(اختصاصی ژن کیتیناز 
)Fang et al. از روش ژئو و DNAجهت استخراج ). 2005

Zhuاستفاده شد همکاران et al. برنامه حرارتی مطابق ). (1993
Fang).(برنامه پیشنهادي فانگ و همکاران تنظیم شد  et al.2005

درصد الکتروفورز شد و نتایج با 1در ژل آگارز PCRمحصول 
Bio Doc Analyzeمدل Gel Documentationاستفاده از دستگاه 

ي تکثیر شده از نشانگر ي فرآوردهبررسی و براي تخمین اندازه
.استفاده شدVivantisبازي ژنومی یک کیلو جفت

در B. bassianaعصاره آنزیمی گیاهان جهت بررسی تاثیر تهیه
القاي مقاومت سیستمیکی گیاهان

ین گیاهی، از گیري آنزیم پراکسیداز و میزان پروتئجهت اندازه
بدین منظور، . ساقه و برگ گیاهان تیمار شده استفاده شد

ي ابوالیوسر ي آنزیمی گیاهان با استفاده از روش تغییر یافتهعصاره
-80در دماي گیريتا زمان اندازهو همکاران استخراج و

Abo-Elyosr(نگهداري شد  et al. 1976  .(

گیري آنزیم پراکسیداز اندازه

و همکاران ي سنجش میزان این آنزیم، از روش اوربانکبرا
میکرولیتر از عصاره آنزیمی، 50محلول واکنش شامل . استفاده شد

لیتر میکرو350مولار، میلی100لیتر بافر فسفات میکرو350
. مولار بودمیلیH2O270لیترمیلی1مولار و میلی10پیروگالول 

دستگاهتر درنانوم470میزان جذب در طول موج 
. ثبت شدT80مدل pg instrumentاسپکتروفتومترساخت شرکت

-تجزیهH2O2صورت میکرومول میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز به

Urbanek)(شد پروتئین در دقیقه محاسبهگرممیلیشده در et al.

1991 .

گیري مقدار کل پروتئین عصاره استخراج شده اندازه

میزان پروتئین موجود در عصاره مورد آزمایش و منظور ارزیابی هب
از روش برادفورد استفاده شد ، تهیه منحنی پروتئین استاندارد

).(Bradford 595ها در طول موج میزان جذب نمونه1976
تجزیه و استاندارد ومنحنیازاستفادهگیري شد، و بانانومتر اندازه

ينمونههردرمحلولپروتئینها، مقدار کلتحلیل آماري داده
گیاهتازهبافتگرمدرهرپروتئینگرممیکروصورتبهگیاهی

.شدمحاسبه

آماري بررسی

و )2/9ویرایش(SASافزار هاي حاصل با نرمتجزیه و تحلیل داده
افزار اي دانکن با نرمروش آزمون چند دامنهمقایسه میانگین به

MSTATC)ي رسم نمودارها نیز از برا. انجام شد) 10/2ویرایش
.استفاده شدExcelنرم افزار 

نتایج  

R. solaniهاي آنتاگونیست و بررسی نحوه ارتباط بین هیف

پس از بررسی اسلایدهاي میکروسکوپی تهیه شده از نحوه ارتباط 
و قارچ عامل بیماري، B. bassianaهاي هاي جدایهبین هیف

، قادر به پارازیته کردن و B. bassianaهاي مشاهده شد که جدایه
باشند ي قارچ رایزوکتونیا نمیي دیوارهیا  ایجاد بدشکلی و تجزیه

).1شکل (

هاي آنتاگونیست بررسی تولید توکسین توسط جدایه

- هاي آنتاگونیست در محیط کشت متیلده روز پس از رشد جدایه

و TS12هاي ي جدایهي شفافی در اطراف پرگنهآگار، ناحیهبلو
TS7 ها اندك بود، ولی چه قطر این هالهاگر). 2شکل(مشاهده شد

. قارچی را توسط این دو جدایه اثبات کردهاي ضدتولید توکسین
).2شکل (تغییري در محیط مشاهده نشد،KJ24در جدایه
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R. solaniهاي میسلیومباشند که با وجود احاطهمیB. bassianaهاي کنیديي دهندهنشانهافلش. بررسی میکروسکوپی ارتباط هیفی بین آنتاگونیست و بیمارگر-1شکل

. اندسبب بدشکلی یا تغییر در آن نشده
Figure 1. Microscopic examination of the relationship between the antagonist and the pathogen hyphae. The arrows indicate that despite surrounded the R.
solani mycelia by conidia of B. bassiana, not cause deformity or change it.

وجود هاله شفاف )KJ24 ،Bي عدم وجود منطقه شفاف در اطراف پرگنه)A. بلوآگاردر محیط متیلB. bassianaهاي قارچ بررسی تولید توکسین توسط جدایه-2شکل 
(هايدر اطراف پرگنه TS12استر ( وTS7)چپ.(

Figure 2. Study Toxin production by isolates of B. bassiana in the methylene blue agar medium. A) absence a clear zone around the colony of KJ24, B)

existence a clear zone around the colonies TS12 (right) and TS7 (left).

B. bassianaم کیتیناز قارچ سنجش فعالیت آنزی

هاي آنتاگونیست و سنجش عصاره آنزیمی جدایهپس از تهیه
نیتروسالسیلیک اسید، فعالیت آنزیم کیتیناز با استفاده از معرف دي

منحنی تغییرات آنزیمی در طی هشت روز براي هر جدایه از 
آنتاگونیست رسم شد؛ نتایج نشان داد که با گذشت زمان میزان 

-یت آنزیم کیتیناز در هر سه جدایه افزایش یافته است بهفعال

که در روز چهارم بیشترین مقدار آنزیمی توسط هر سه طوري
جدایه تولید شده است ولی پس از آن میزان تولید این آنزیم 

بیشترین و کمترین میزان آنزیم تولید شده به . کاهش یافته است
KJي ترتیب در جدایه ).3شکل (مشاهده شدTS7و 24

TS7، )خط(TS12هاي فعالیت آنزیم کیتیناز تولید شده توسط جدایه-3شکل 

در طول هشت روز B. bassianaقارچ ) خط تیره(KJ24و ) خط تیره و نقطه(
هر عدد میانگین سه تکرار بوده و میله . گراددرجه سانتی26±1رشد در دماي 

.باشدیار استاندارد میي انحراف معدهندهنشانError bar)(خطا 
Figure 3. Chitinase enzyme activity produced by isolates of TS12 (line),

TS7 (Dots and dashes) and KJ24 (Dash line) of B. bassiana during the

eight days of growth at a temperature of 26 ± 1°C .Vertical bars

represent ± S.E. of means (n=3).
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-در جلوگیري از گیاهچهB. bassianaهاي بررسی تاثیر جدایه

در پایان هفته دوم پس از :اي میري پنبه در شرایط گلخانه
میري، درصد کاشت بذور تیمار شده، با ظهور علائم گیاهچه

میري، شاخص شدت بیماري و فاکتورهاي رشدي محاسبه گیاهچه
میري یمارها از نظر درصد گیاهچهها نشان داد که تآنالیز داده. شد

درصد و از نظر طول 1و شاخص شدت بیماري در سطح احتمال 
. باشندداري میدرصد داراي اختلاف معنی5گیاه در سطح احتمال 

اسپور در 107ها نیز نشان داد که غلظت ي میانگین دادهمقایسه
میري و شاخصدرصد گیاهچه143/57با KJ24ي لیتر جدایهمیلی

چنین هم. کنندگی استداراي بیشترین اثر کنترل4/0بیماري 
متر بود سانتی667/28بیشترین طول گیاه در بین تیمارها برابر با 

در حالیکه گیاهان شاهد آلوده داراي . که در این تیمار مشاهده شد
. شاخص شدت بیماري بودند5/3میري و درصد گیاهچه714/85
لیتر اسپور در میلی105در غلظت کنندگیترین اثر کنترلکم

میري و شاخص بیماري درصد گیاهچه714/85با TS7ي جدایه
ترین طول ساقه چنین این تیمار داراي کمهم. مشاهده شد00/1

اسپور در 107ها، غلظت بر اساس نتایج حاصل از بررسی. نیز بود
میري با نشان دادن کمترین درصد گیاهچهKJ24ي لیتر جدایهمیلی

چنین بهترین اثر روي طول گیاه، به عنوان و شاخص بیماري و هم
. میري پنبه تعیین شدبهترین غلظت و جدایه براي کنترل گیاهچه

سایر فاکتورهاي رشدي شامل وزن تر و خشک گیاه داراي 
). 1جدول (داري نبودند اختلاف معنی

.ايهاي گلخانهبیماري و طول گیاه، در بررسیمیري، شاخص شدت مقایسه میانگین درصد گیاهچه-1جدول
Table 1. Mean comparison of percentage damping-off, disease severity and plant length in the greenhouse experiment.

Treatment
Percentage

damping-off
disease severity

Plant length
(cm)

TS7 (105 cell/ml) 85.714           d 1             f 12.167           d*

TS7 (107 cell/ml) 71.429           c 1             f 23                  abcd
TS7 (109 cell/ml) 71.429           c 1.1          g 18.833           bcd
TS12 (105 cell/ml 85.714           d 0.5          c 23.333           abcd
TS12 (107 cell/ml) 71.429           c 0.5          c 24.833           abcd
TS12 (109 cell/ml) 85.714           d 0.8          e 21.333           abcd
KJ24 (105 cell/ml) 71.429           c 1.2 h 26                  abc
KJ24 (107 cell/ml) 57.143           b 0.4          b 28.667           ab
KJ24 (109 cell/ml) 71.429           c 0.6          d 15.667           cd
Non-infected 0                  a 0             a 33.333           a
infected 85.714         d 3.5          i 23.667           abcd

حروف *.باشنداي دانکن میدرصد در آزمون چند دامنه1گر اختلاف آماري در سطح احتمال هر عدد میانگین سه تکرار بوده و حروف متفاوت در هر ستون، نشان
.باشداي دانکن میدرصد در آزمون چند دامنه5گر اختلاف آماري در سطح احتمال متفاوت، نشان

Values followed by the same letter were not significantly different at 1%, as determined by variance analysis followed by Duncan’s Multiple Range Test.
*Values followed by the same letter were not significantly different at 5%, as determined by variance analysis followed by Duncan’s Multiple Range Test.

در گیاه پنبهB. bassianaبررسی اندوفیت بودن 

هاي مورفولوژیکی با تهیه اسلایدهاي میکروسکوپی،  ویژگی
هاي جداسازي شده از گیاهان تیمار شده در گلخانه، مورد قارچ

ها، بررسی قرار گرفت و با توجه به وجود دیواره عرضی هیف
ل سلولی کروي یا بیضی شکل، رشد سیمپودیااسپورهاي تک

هاي ، قارچ)4شکل(زاي فیالیدي شکل ها و سلولهاي کنیديهیف

.Bجداسازي شده  bassiana تشخیص داده شدند(Griffin 2007)

و مشخص شد که تمام تیمارها قادر به کلنیزه کردن گیاهان و 
. فعالیت اندوفیتی هستند

-باز از دسته ژنجفت1000به طول DNAي چنین تکثیر قطعههم
و با کمک دو آغازگر PCRناز با استفاده از تکنیک هاي کیتی

Bbchit1-1 وBbchit1-2 نشان داد که قارچ جداسازي شده از
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لیتر که داراي بیشترین اسپور در میلی107با غلظت KJ24تیمار
.Bکنندگی بود، کنترلدرصد bassiana 5شکل (است.(

در B. bassianaعصاره آنزیمی گیاهان جهت بررسی تاثیر تهیه
القاي مقاومت سیستمیک در گیاه

ي اي سه جدایههاي گلخانهبا توجه به نتایج حاصل از بررسی
KJ24 ،TS7 وTS12 لیتر که داراي اسپور در میلی107، با غلظت

میري و شاخص بیماري بودند، براي کمترین درصد گیاهچه
گیاهی هاي آنزیمی و بررسی سازوکار االقاي مقاومت گیرياندازه

.مورد استفاده قرار گرفتند

یم پراکسیداز و میزان پروتئین کل گیاهگیري آنزاندازه

هاي حاصل نشان داد که تیمارها از نظر میزان تولید آنالیز داده
درصد 1آنزیم پراکسیداز و میزان پروتئین گیاهی در سطح احتمال 

-ن دادهبا توجه به مقایسه میانگی. دار هستندداراي اختلاف معنی
با KJ24ي گیري آنزیم پراکسیداز، جدایههاي حاصل از اندازه

واحد، در مقایسه با شاهد 652/1لیتر با اسپور در میلی107غلظت
ي آنزیمی واحد، به عنوان بیشترین تولیدکننده339/0آلوده با 

هاي حاصل از مقایسه میانگین داده). 2جدول (مشخص شد 
هاي ین کل گیاهی نیز نشان داد که جدایهگیري میزان پروتئاندازه
TS7 وTS12 لیتر، به ترتیب با اسپور در میلی107با غلظت
107با غلظت KJ24ي واحد نسبت به جدایه546/8و 046/13

واحد، 780/3واحد و شاهد آلوده با050/4لیتر بااسپور در میلی
).2جدول (داراي بیشترین مقدار پروتئین هستند 

سلولی کروي یا بیضی شکل، و سلولهاي اسپورهاي تک) Cها، رشد سیمپودیال هیف) Bها، دیواره عرضی هیف) B. bassiana. .Aهاي مورفولوژیکی ویژگی-4ل شک
.زاي فیالیديکنیدي

Figure 4. Morphological characteristics of B. bassiana. A) septate hyphae, B) sympodial conidiogenesis, C) conidia globose to oval and single celled, and

phialidic conidiogenesis cells.

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
95

.5
.2

.4
.1

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-0

8-
02

 ]
 

                             7 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1395.5.2.4.1
http://gebsj.ir/article-1-137-en.html


آزادي و همکاران...Beauveria bassianaقارچکارآییارزیابی

1395پاییز و زمستان / 2شماره / 5دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  84

، Vivantisمارکر ) KJ24 ،2جدایه ) Bbchit1-2 .1و Bbchit1-1با استفاده از پرایمرهاي KJ24استخراج شده از گیاه پنبه تیمار شده با جدایه قارچDNAردیابی -5شکل 
PCR.کنترل منفی ) 4، و KJ24راج شده از گیاه پنبه تیمار شده با جدایه قارچ استخ) 3

Figure 5. Detection of DNA extracted from cotton plants treatment with KJ24, using Bbchit1-2 and Bbchit1-1 primers. Lane 1: KJ24 isolate, Lane 2: ladder,
Lane 3: fungal extracted from cotton plants treatment with  KJ24 isolate, and Lane 4: no DNA control.

.مقایسه میانگین فعالیت آنزیم پراکسیداز و پروتئین کل گیاه-2جدول 
Table 2. Mean comparison of peroxidase enzyme activity and total protein in plants

Total protein
μg protein per g fresh tissue weight

peroxidase enzyme
μMol H2O2 decomposed per mg protein per

minute
Treatment

13.0465 a0.4995 cTS7 (107cell/ml)
8.5465 b0.7715 bcTS12 (107 cell/ml)
4.0500 c1.6525 bKJ24 (107cell/ml)

3.7100 c4.9035 aNon-infected

3.7800 c0.33975            cInfected
.باشندمیاي دانکن درصد در آزمون چند دامنه1گر اختلاف آماري در سطح احتمال هر عدد میانگین سه تکرار بوده و حروف متفاوت در هر ستون، نشان

Values followed by the same letter were not significantly different at 1%, as determined by variance analysis followed by Duncan’s Multiple Range Test.

بحث 

عنوان ي ضدقارچی و ضدباکتریایی بههاي ثانویهتولید متابولیت
گزارش B. bassianaهاي بیوکنترلی ترین سازوکاریکی از مهم
Ownley(شده است  et al. با توجه به توانایی تولید ). 2010

جهت B. bassianaهاي کیتیناز، پروتئاز و لیپاز توسط آنزیم
Griffing(ها تجزیه کوتیکول حشرات و نفوذ به درون آن 2007 (

به ژن کیتیناز B. bassianaو از طرفی شباهت ژن کیتیناز 
Trichoderma harzianum)Carolina Sánchez-Pérez et al.

کننده از جمله هاي تجزیهرسد که تولید آنزیم، به نظر می)2014
. باشدB. bassianaکیتیناز نیز از دیگر سازوکارهاي بیوکنترلی 

توانند باعث هاي ثانویه سمی میکننده و متابولیتهاي تجزیهآنزیم

Agrios(زا قبل از نفوذ به میزبان شوند از بین رفتن عوامل بیماري

.Bاي از در جدایه). 2005 bassiana که از ریزوسفر گیاه گندم
-جداسازي شده است، خاصیت بازدارندگی از رشد و تولید آنزیم

Gaeumannomycesهاي کیتیناز و بتاگلوکاناز علیه  graminis

var. tritici گزارش شده است.(Renwick et al. نتایج این (1991
بررسی نشان داد که با وجود تولید آنزیم کیتیناز توسط هرسه 

-لیلیمحیطدر،B. bassianaقارچTS12وKJ24،TS7جدایه 
تجزیهوکردنپارازیتهبهقادرمیکروسکوپیبررسیدربارنت،
گریفین و اونلی ثابت کردند که .نیستندR. solaniسلولیدیواره
هاي تواند هیفاگرچه میB. bassianaچ قار98-11ي جدایه

Pythium myriotylum را پارازیته کند ولی قادر به پارازیته کردن
Griffinنیست R. solaniهاي میسلیوم 2007, Ownley 2008) .(
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هاي هاي آزادي و همکاران نیز مشخص شد که جدایهدر بررسی
TS7 ،TS12 وKJ24 قارچB. bassianaتقابل در آزمون کشت م

Azadiنیستند R. solaniقادر به بازداري از رشد  et al. 2015b).(
دلیل است که شاید به اینR. solaniهايپارازیته نشدن میسلیوم

از گلوکان تشکیل شده R. solaniي سلولی قسمت بیشتر دیواره
Hadar(است  .Bو میزان کیتین قابل دسترس براي قارچ ) 1979

bassiana و در نتیجه منجر به کاهش تولید این آنزیم در کم بوده
.Rهاي حضور هیف solaniدر حالی که در محیط . گشته است

.Rبارنت، به دلیل وجود دیواره سلولی - لیلی solaniعنوان تنها به
دلیل هوادهی مناسب، ترشح این آنزیم منبع کربن و از طرفی به

روز چهارم به فعال شده و در B. bassianaهاي توسط جدایه
هاي موجود این نتایج با گزارش. بیشترین مقدار خود رسیده است

مبنی بر موثر بودن نقش هوادهی در میزان تولید آنزیم کیتیناز، 
De Marco(مطابقت دارد  نتایج حاصل از سنجش فعالیت ).2000

آنزیم کیتیناز در این پژوهش نشان داد که میزان فعالیت این آنزیم 
که در روز چهارم به بیشترین مان افزایش یافته بطوريبا گذشت ز

هاي خود نشان مصطفی و کائور نیز در بررسی. میزان رسیده است
.Bهاي مختف دادند که میزان تولید آنزیم کیتیناز در جدایه

bassianaیابد هاي چهارم و ششم بعد از تلقیح افزایش میدر روز
(Mustafa and Kaur هاي دیگري نیز افزایش در بررسی. (2010
در روزسوم B. bassianaهاي مختف تولید آنزیم کیتیناز در جدایه

Petlamul1 and Prasertsan)بعد از تلقیح ثابت شده است 

، به نظر B. bassianaبا توجه به فعالیت اندوفیتی قارچ . (2012
Azadiهاي ثانویه رسد که علاوه بر تولید متابولیتمی et al.

2015a) ( و تولید آنزیم کیتیناز، سازوکارهاي دیگري نیز در کاهش
.میري رایزوکتونیایی پنبه نقش داشته باشندبیماري گیاهچه

کار رفته اي نشان دادند که تمام تیمارهاي بههاي گلخانهبررسی
در بین . داري کاهش دهندطور معنیاند شدت بیماري را بهتوانسته

اسپور در 107با غلظت KJ24ي جدایهتیمارها، تیمار مربوط به 
105وهمین جدایه با غلظت 4/0لیتر با شاخص بیماري میلی

ترتیب داراي کمترین و به2/1لیتر با شاخص اسپور در میلی
در حالی که شاخص شدت . بیشترین شاخص شدت بیماري بود

چنین مشاهده هم. محاسبه شد5/3بیماري در گیاهان آلوده برابر با 
لیتر، داراي اسپور در میلی107با غلظت KJ24ي که جدایهشد 

میري در بین سایر بیشترین طول ساقه و کمترین درصد گیاهچه
هاي اونلی و همکاران مشخص شد که در بررسی. تیمارها است
، علاوه بر B. bassianaقارچ 11-98ي با جدایهتیمار گیاهان

افزایش رشد گیاهان نیز میري رایزوکتونیایی، باعث کاهش گیاهچه
Ownley(شود می et al. گریفین نیز نشان داد که کاربرد ). 2004

فرنگی را کاهش دهد میري گوجهتواند گیاهچهي فوق میجدایه
)(Griffin هایی چنین باتسون و همکاران طی بررسیهم. 2007

تواند باعث میB. bassianaثابت کردند که تیمار بذور پنبه با 
Batson)(شود R. solaniحفاظت گیاه در برابر بهبود et al.

هایی از هاي آزادي و همکاران نیز توانایی جدایهدر بررسی. 2000
B. bassianaفرنگی میري رایزوکتونیایی گوجهدر کاهش گیاهچه

Azadiبه اثبات رسید  et al. 2015b).( این درحالی است که در
، که در مقایسه با TS12و TS7هاي بررسی تولید توکسین، جدایه

کنندگی کمتري داشتند، قادر به تولید قدرت کنترلKJ24جدایه
نتوانست توکسین تولید KJ24که جدایهتوکسین بودند، در حالی

.Bهاي با توجه به نتایج آزمایشگاهی مشخص شد که جدایه. کند

bassiana به صورت مستقیم قادر به کنترل بیمارگر نیستند
اي، و نیز هاي گلخانهبراین با توجه به نتایج مثبت بررسیبنا

ها، احتمال دارد که کاهش بیماري در اندوفیت بودن این جدایه
.Bگیاهان پنبه ناشی از فعالیت اندوفیتی  bassiana و القاي ،

هاي اندوفیت موجب چرا که قارچ. مقاومت در گیاهان باشد
اعث مقاومت گیاه تحریک سازوکارهاي دفاعی گیاه شده و ب

- ها مینسبت به طیف وسیعی از حشرات و بیماري

Zabalgogeazcoa(شوند توانند تاثیر ها میچنین آنهم.)2008
Ownley).مثبتی روي رشد گیاه داشته باشند  et al., 2010)

کار رفته، با جداسازي قارچ از فعالیت اندوفیتی تیمارهاي به
)(PCRاي پلیمراز کنش زنجیرهگیاهان تیمار و نیز از طریق وا
-ها قادر به کلنیزه کردن گیاه بهثابت شد و مشخص شد که آن

فعالیت PCRگریفین نیز با استفاده از . باشندصورت اندوفیت می
را در گیاه پنبه ثابت B. bassianaقارچ 11- 98ي اندوفیتی جدایه

ردن قادر به فعال کچنین بیان کرد که این جدایهوي هم. کرد
Griffinمقاومت القایی سیستمیک در گیاه است  کنرات و ). (2007
، بیان کردند B. bassianaهمکاران نیز با اثبات فعالیت اندوفیتی 

ها، نقش مهمی در تحریک سیستم مقاومتی گیاه دارند که اندوفیت
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(Conrath et al. آزادي و همکاران نیز علاوه بر اثبات . (2006
فرنگی، در گیاه گوجهB. bassianaهاي دایهفعالیت اندوفیتی ج

ها احتمالا میري توسط این جدایهنشان دادند که کنترل گیاهچه
ها ناشی از تحریک رشد گیاه و القاي مقاومت سیستمیکی در آن

Azadi)بوده است et al. 2015a) .

هاي انجام شده توسط پژوهشگران، مشخص شده طی بررسی
ي با القاي مقاومت گیاهان در ارتباط هاي زیاداست که آنزیم

Alves Silvaهستند؛ از جمله آنزیم پراکسیداز  et al. 2004) .(
هاي مختلف، پژوهشگران فعالیت آنزیم پراکسیداز را طبق بررسی

-بینی مقاومت معرفی کردهبیوشیمیایی جهت پیشعنوان مارکربه
ازوکارهاي طور مستقیم یا غیرمستقیم در ساند، که ممکن است به

عنوان مثال، نقش مستقیم آن در به. دفاعی نقش داشته باشد
هاي مقاوم گیاهان به اثبات رسیده است هاي دفاعی واریتهواکنش

)(Lehrer هایی نشان داده شد که چنین طی بررسیهم. 1969
فعالیت آنزیم پراکسیداز با فعال شدن مقاومت القایی سیستمیک 

Hammerschmidt and Kuc).(در ارتباط است  پراکسیداز1982
و آزادرادیکالتولیدطریقازودارندمقاومتدراثر مستقیمها

به منجرهستند،سمیهابیمارگربعضیبرايکهپراکسید هیدروژن،
Liu and Ekramoddoullah)شوند میبیمارگرهابرابردردفاع

تنظیم این آنزیم علاوه بر سازوکارهاي دفاعی، در . (2006
هاي هورمونی، بیوسنتز لیگنین، تجزیه اکسین و برخی از فعالیت

ها برخی از پروتئین. فیزیولوژیکی دیگر گیاهان نیز نقش دارد
زایی بوده و پس از حمله میزبان در گیاه فعال مرتبط با بیماري

Tsaiیابند شده و یا افزایش می هاي صورت در بررسی). (2011
یز مشخص شد که فعالیت آنزیم پراکسیداز گرفته در این پژوهش ن

اسپور در 107با غلظت KJ24در گیاهان تیمار شده با جدایه 
کنندگی را داشت، بیش از شاهد لیتر که بیشترین تاثیر کنترلمیلی

از طرفی طول گیاه نیز در این تیمار . آلوده و سایر تیمارها بود
. و شاهد منفی بودداري نسبت به سایر تیمارهاداراي افزایش معنی

با توجه به نقش پراکسیداز در مراحل مختلف رشدي گیاه و 
بیوسنتز لیگنین و با توجه به نتایج حاصل و همچنین عدم افزایش 

رسد که این تیمار با تحریک پروتئین کل گیاهی، چنین به نظر می
ها و احتمالا افزایش رشد رشد گیاه و لیگنینی شدن دیواره سلول

طول گیاه باعث عبور گیاه از مرحله حساس رشدي ها وریشه

لیگنینی شدن دیواره و . شده و در نتیجه بیماري کاهش یافته است
شود انجام میH2O2تقویت آن در مراحل اولیه رشد، توسط 

.(Yang et al. با توجه به نقش آنزیم پراکسیداز در تولید (2014
با H2O2ایش تولید ، افزH2O2هاي آزاد اکسیژن از جمله رادیکال

پس از طی مرحله بلوغ و . افزایش آنزیم پراکسیداز همراه است
بنابراین . یابد، میزان آنزیم پراکسیداز نیز کاهش میH2O2کاهش 

-در گیاهان شاهد غیرآلوده نیز میزان آنزیم پراکسیداز افزایش می

. یابد

ها، کنندگی رشد گیاه توسط آنتاگونیستوجود خاصیت تحریک
با . هاي ریشه داردش مهمی در متحمل کردن گیاه به بیمارينق

هاي هاي آلوده به سرعت توسط ریشهتحریک رشد گیاه ریشه
ي شوند و باعث عبور گیاهچه از مرحلهجدید جایگزین می

. دهندحساس شده و در نتیجه خسارت بیماري را کاهش می
عالیتی نشان دادند که وجود چنین ف) 2004(هارمون و همکاران 

هاي هاي بیمارگر حشرات، مشابه فعالیت ریزوباکترتوسط قارچ
.محرك رشد گیاه است

- کنترلنظرازکهاسپور107غلظتباTS12وTS7تیماردو

107غلظتباKJ24جدایهبامقایسهدرکمتريتاثیرکنندگی

جدایهبرخلافپراکسیدازآنزیمتولیدلحاظازداشتند،اسپور
KJ24نتایج. نداشتندتفاوتیآلودهشاهدبااسپور،107غلظتبا

Howell(داردمطابقتهمکارانوهاولمطالعاتباپژوهشاین

et al. کنترلمهمازعواملیکیکهداشتندبیانهاآن). 2000
فعالیتافزایش،R.solaniاثردرگیاهچهمرگبیماريبیولوژیک

،T. virensباشدهتیمارهپنبهايگیاهچهدرپراکسیدازآنزیم
درمقاومتکهدادندنشاننیزهمکارانونیامرتضی. است

Trichoderma harzianumباشدهتیمارخیارهايگیاهچه Bi

آنزیمفعالیتافزایشباPythium aphanidermatumعلیه
.Mortezaia et al.(استارتباطدرپراکسیداز 2010(

غلظتباTS12و(TS7اه در این دو تیمارمیزان پروتئین کل گی
با .نسبت به شاهد آلوده داراي افزایش قابل توجهی است)107

زایی در القاي مقاومت هاي مرتبط با بیماريتوجه به نقش پروتئین
ها، احتمال دارد که دو تیمار فوق نیز با القاي گیاه و کاهش بیماري

یوکنترلی باعث کاهش مقاومت گیاه و فعال شدن سازوکارهاي ب
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که اشري و موهامد نشان دادند که در طوريبه. اندبیماري شده
هاي مقاوم گیاه کتان به کپک پودري، میزان پروتئین کل گیاه رقم

Ashry and Mohamedیابد افزایش می چنین در هم). (2011
هاي گیلاس که با مخمر و اسید مطالعات چان و تیان در میوه

هاي وعی علیه کپک آبی تیمار شده بودند، پروتئینسالسیلیک مصن
ها در یابند که احتمال داارد با مقاومت آنخاصی افزایش می

Chan and Tian).ارتباط باشند اي دیگر نیز ثابت در مطالعه(2006
زایی در هاي مرتبط با بیماريشد که حضور و افزایش پروتئین

گیاهان ارتباط مثبتی دارد هاي آلوده به بیمارگر، با مقاومتبافت
(Agnieszka and Iwona ها و با توجه به اینکه آنزیم. (2003

ترکیبات دفاعی مختلفی در القاي مقاومت گیاه نقش دارند بنابراین 
توانند بیانگر آنزیم پراکسیداز و پروتئین کل گیاهی به تنهایی نمی

نتایج به فعال شدن سیستم مقاومتی گیاه باشند، ولی با توجه به 
دست آمده از مطالعات آزادي و همکاران مبنی بر تحریک رشد و 

و B. bassianaهاي فرنگی توسط جدایهالقاي مقاومت گیاه گوجه
Azadi)کاهش بیماري  et al. 2015a) احتمال وجود چنین ،

، بسیار زیاد بوده و B. bassianaاي در قارچ اندوفیت پدیده
میري با توجه به درصد گیاهچه. ستهاي بیشتري انیازمند بررسی

ها نیز رسد که غلظت و تراکم کنیديو شاخص بیماري، به نظر می
و B. bassianaهاي درکلنیزه کردن گیاه و فعالیت اندوفیتی جدایه

در نتیجه کنترل بیماري نقش داشته باشد، به طوري که در بین 

در هر سه لیتر اسپور در میلی107هاي به کار رفته غلظت غلظت
رسد که در بنابراین به نظر می. جدایه توان کنترلی بالایی را داشت

هاي موجود لیتر به دلیل کاهش کنیدياسپور در میلی105غلظت 
لیتر به دلیل اسپور در  میلی109در واحد سطح و در غلظت 

ها و کاهش سطح تماس، احتمال نفوذ قارچ به ازدحام کنیدي
لیتر اسپور در میلی107ولی غلظت . استدرون گیاه کاهش یافته

نتایج . مناسب بوده استB. bassianaهاي قارچ براي نفوذ کنیدي
وي نیز نشان . مطابقت دارد) 2008(هاي اونلی حاصل با بررسی

11-98ي لیتر جدایهاسپور در میلی106تا 107هاي داد که غلظت
B.bassiana109تا 107هاي فرنگی و غلظت، در بذور گوجه

کنندگی را علیه لیتر بذور پنبه، بهترین تاثیر محافظتاسپور در میلی
به با توجه به نتایج حاصل از پژوهش حاضر،. بیمارگرها دارند

هاي ثانویه از یک رسد که تولید آنزیم کیتیناز ومتابولیتنظر می
سو مانع نفوذ بیمارگر به بافت گیاهی میزبان شده و از سوي دیگر 

اي مقاومت و تحریک رشد گیاه، موجب کاهش شدت بیماري الق
. میري پنبه شده استو در نتیجه کنترل گیاهچه
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