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  چكيده

تــرين عامــل  مهــم Pratylenchus loosi  درحــال حاضــر در بســياري از كشــورها از جملــه ايــران، نمــاتود مولــد زخــم ريشــه 
ريشـه   خاك وبرداري از  ، نمونهآنتاگونيستهاي  منظور مهار زيستي اين نماتود با استفاده از قارچ به. شود زاي چاي محسوب مي خسارت
هـاي مختلفـي از    جدايه. گرفت هاي گيلان و مازندران صورت كاري استان در مناطق چاي 1392هاي چاي در بهار و تابستان  درختچه

 Paecilomyces lilacinusها شامل اين جدايه. هاي خاك و يا از نماتودهاي انگلي شده جداسازي و شناسايي شدند ها از نمونه قارچ

(T1, N1, N3) ،Fusarium culmorum ،F. graminearum ،Cladosporium sp. ،Trichoderma harzianum (T1, T2, T3) 
انجـام شـد و درصـد     درصـد  5/1در محـيط آب آگـار    P. loosiها عليه نمـاتود   ي اين قارچآنتاگونيست بههاي مربوط  آزمايش. بودند
 11از ميان . بررسي و ثبت شد) يك هفته(ساعت  168و  72، 48ه زماني در سه فاصل P. loosiو مير سنين لاروي و نماتود بالغ   مرگ

 47با  P. lilacinus  (N1) ةدرصد و جداي 29و  64، با ايجاد P. lilacinusقارچ  T1)( ةجدايه مورد آزمايش، پس از يك هفته جداي
ميـر را نسـبت    و  داري بالاترين ميزان مـرگ  معني با تفاوت P. loosiترتيب در سنين لاروي و نماتود بالغ  بهو مير  درصد مرگ  24و 
در مقايسه بـا   Trichoderma harzianumهاي قارچ  كدام از جدايه  در اين بررسي هيچ ضمناً. خود اختصاص دادند بهساير تيمارها  به

  .نماتود مورد بحث نداشتند مهار زيستيي در تأثيرشاهد 
  Pratylenchus loosi ،Paecilomyces lilacinusولد زخم ريشه، چاي، مهار زيستي، نماتود م: هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

 ةهـاي مـورد اسـتفاد    ترين نوشـيدني  چاي ازجمله قديمي
هـا و   زاي گيـاهي، قـارچ   از بين عوامـل بيمـاري  . باشد بشر مي

ــرين عوامــل خســارت  نماتودهــا مهــم زاي چــاي محســوب  ت
ــي ــوند  م ــه   ).Willson, 1999(ش ــم ريش ــد زخ ــاتود مول   نم

Loof, 1960  Pratylenchus loosi ،بـار در سـال    براي اولين
ــاغ (Gadd)توســط گــاد  1930 لانكــا  هــاي چــاي ســري در ب

گـزارش شـد    (Loof)توسـط لـوف    1960مشاهده و در سال 
(Loof, 1960) . روي  1368در ايــران، ايــن نمــاتود در ســال

هاي وارداتـي چـاي از كشـور ژاپـن مشـاهده و در سـال        نهال
درحال حاضـر از  . (Tanhamoafi, 1992)ش شد گزار 1371

 20هزار هكتار باغ چاي در شمال كشور، بيش از  32مجموع 

ــوده    ــار آن آل ــزار هكت ــهه ــي   ب ــل م ــاتود انگ ــن نم ــند اي   باش
(Bagheri & Seraji, 2012) .    اسـتفاده از تركيبـات شـيميايي

اگرچه در مواردي سبب كـاهش جمعيـت نماتودهـاي چـاي     
هـا را   يـك از ايـن تركيبـات نتوانسـته آن      شده است؛ اما هيچ

زيسـتي   اخير، بحث امكان مهار ةدر چند ده. مهار كنند كاملاً
ــاري ــتفاده از قـــارچ  عوامـــل بيمـ ــا اسـ هـــاي  زاي گيـــاهي بـ

مورد توجه بسياري از محققان قرارگرفتـه اسـت    آنتاگونيست
(Qureshi et al., 2011) .طور كلي، مهار زيستي نماتودهـا   به

از كــاهش جمعيــت نماتودهــا در اثــر فعاليــت عبــارت اســت 
ورزي طبيعت و يا وارد كردن  موجودات زنده از طريق دست

فراريشـه   ةهـايي كـه در ناحي ـ   ميكروارگانيسـم . ها دشمنان آن
هـا و افـزايش    كنند، توانايي كـاهش بيمـاري   گياهان رشد مي
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از جملـه  . باردهي گياهان ميزبان در شرايط گلخانـه را دارنـد  
مقدار زيادي در خـاك   به ها هستند كه  دات، قارچاين موجو

  هــا نيــز توانــايي زيــادي در    وجــود داشــته و برخــي از آن  
 هــاي ميكروارگانيســمدر بــين . زيســتي نماتودهــا دارنــد مهــار

ــارچ  ةمهاركنننــد ــاهي، ق هــاي  زيســتي نماتودهــاي انگــل گي
  نماتودهـا از اهميـت خاصـي برخـوردار هسـتند      آنتاگونيست

(Hojjat Jalali & Ghasempour, 2006) .ــه كــارگيري  ب
تواند ابزار مناسب و  موجود در خاك مي آنتاگونيستعوامل 

نماتودهاي انگل گيـاهي باشـد    ةخطري براي مديريت بهين بي
(Qureshi et al., 2011) . هـايي كـه اغلـب در     آنتاگونيسـت

شوند، شـامل   مهار زيستي نماتودهاي انگل گياهي استفاده مي
هـاي   گذار نماتودها، قارچ هاي تله تخم، قارچ هاي انگل قارچ

افـزايش   ةهـاي ريش ـ  هـاي ريشـه، بـاكتري    انگل داخلي، قارچ
باشــند  هـاي انگــل اجبـاري مــي   رشــد گيـاه و بــاكتري  ةدهنـد 

(Sikora & Hoffman, 1992) .هاي در محيط كشت آگار، قارچ 
ــه ــل؛  تل   ،Arthrobotrys dactyloidesگــذار نماتودهــا از قبي

A. oligospora ،Monacrosporium ellipsosporum و  
M. cionopagum   و ميــــر اكثريــــت  باعــــث مــــرگ  

  طـــور مشـــابه، بـــه. شـــد P. penetransلاروهـــا و بـــالغين 
Arthrobotrys arthrobotryoides ،A. dactyloides ،

Dactylaria thaumasia  وMonacrosporium doedycoides 
 P. penetransود ميـزان قابـل تـوجهي مـانع از نفـوذ نمـات        بـه 
هاي  قارچ .(Rao, 1973)هاي گياه يونجه شدند  درون ريشه به

 Drechmeria coniosporaنماتودخوار انگل داخلي، ماننـد  
 P. coffeaeچنـين   و هم P. penetransتوانايي انگلي نمودن 

براساس مطالعات ديگري  .(Jansson et al., 1987)را دارند 
ــارچ   ــه قـ ــده كـ ــان داده شـ ــاي  نشـ   .Verticillium sppهـ

ــا .Drechmeria sppو  ــه، تنه ــب   ب ــه ل ــواحي  ناحي ــا و ن   ه
 & Timper)چســبند مــي P. penetransاطـراف اســپيكول  

Brodie, 1993) .  زمينـي آلـوده بـه    هـاي سـيب   بررسـي ريشـه  
 P. penetransدر حضور قارچ ،Hirsutella rhossiliensis ،

كـاهش  درصـد   25ميـزان   بهها  دهد كه تعداد نماتود نشان مي
گزارش كاسـترو و  . (Timper & Brodie, 1994)يافته است 

 Arthrobotrys musiformis دهد كه قارچ همكارانش نشان مي
نمايد  را مهار مي P. brachyurusدرصد از جمعيت  30حدود 

(Castro et al., 2000) .  دهـد كـه    بررسي ديگري نشـان مـي
اتودهـاي  باعـث كـاهش جمعيـت نم    P. lilacinusهاي  قارچ

در نخود شـده   P. coffeaeدر ذرت و  Pratylenchusجنس 
 ها، جمعيت نماتود، كاهش يافتـه اسـت   و با افزايش اين قارچ

(Gapasin, 1995; Tiyagi & Shamim, 2004).  در شرايط
  ةآزمايشـــــــگاهي، بررســـــــي مهارزيســـــــتي گونــــــ ـ  

Pratylenchus neglectus    بـــــا اســـــتفاده از قـــــارچ
Monacrosporium lysipagum    20نشــان داده كــه تنهــا 
 81محيط حـاوي قـارچ،     بهساعت پس از وارد كردن نماتود 

ها معدوم شدند كه در اين بررسي نماتودهاي بـالغ   آن درصد
اين قارچ . اند نسبت به لاروها، حساسيت بيشتري را نشان داده

هاي چسبنده، نماتودها را مورد حملـه قـرار داده    با توليد گره
خوار نظير  هاي غير نماتود قارچ. (Khan et al., 2006)است 

Trichoderma harzianum  وClonostachys rosea  داراي
و ميـر   ايـن طريـق باعـث مـرگ      بـه پروتئاز سرين هسـتند كـه   

ــي  ــا م ــوند نماتوده ــي از   .ش ــارت ناش ــزان خس ــمن مي   در ض
P. penetrans ــا مايـــه   ،.Glomus spزنـــي  در هـــويج، بـ

 .(Talavera et al., 2001) كـاهش يافتـه اسـت    درصـد  49
بـا اسـتفاده از    P. coffeaeگرفته روي مهـار   مطالعات صورت

در موز، نشان داد كه اين قارچ  Glomus intraradicesقارچ 
كـاهش   درصـد  12ميزان پنج تا  بهتواند جمعيت نماتود را  مي

هــاي  تــرين بررســي در جديــد. (Elsen et al., 2008)دهـد  
ــورت ــار ن   صـ ــه روي مهـ ــاتود گرفتـ در  P. penetransمـ

، ديـده  Glomus mosseae فرنگي با اسـتفاده از قـارچ   گوجه
مثـل   چنـين ميـزان توليـد    هاي ماده و هم شده كه تعداد نماتود

هاي فاقد  هاي همراه با قارچ، در مقايسه با ريشه ها در ريشه آن
. (Vos et al., 2012)، كمتـر بـوده اسـت    G. mosseaeقارچ 

ــگا  ــرايط آزمايش ــارچ در ش  Fusarium oxysporumهي، ق
 P. zeaeهايي، سبب كاهش جمعيـت   تواند با توليد زهرابه مي

در داخل ريشه شود كه علت آن ممكن است ناشي از توليـد  
چنـين   هـم . زهرابه و يا رقابت بر سر اشغال فضاي ريشه باشـد 

 تواند با ايجاد تغييرات فيزيولوژيك در بافت ريشـه  اين قارچ مي
نمـاتود    بـه  اي، هـاي تغذيـه   ق كلونيزه كردن سلولو يا از طري

 .(Moosavi & Zare, 2012)وارد كنـد   مـذكور، خسـارت  
ــات صــورت  ــه   براســاس مطالع ــه در شــرايط گلخان اي،  گرفت
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با سـه جـنس قـارچ سـاكن      P. loosi  نماتود مولد زخم ريشه
در تعامــل  Sclerotiumو  Rhizoctonia ،Fusariumريشــه 

ل بين اين قارچ ها و نماتود مذكور از نـوع  بوده و اثرات متقاب
له اهميـت ايـن عامـل    أباشـد، كـه ايـن مس ـ    تشديد كننـده مـي  

 .(Nassaj Hosseini, 2003)كنـد   زا را دو چندان مـي  بيماري
  مهارزيستي نماتود مولـد زخـم ريشـه    ةاخير در زمينمطالعات 

ــل    ــتفاده از عوام ــا اس ــتب ــرايط   آنتاگونيس ــايي در ش باكتري
 Pseudomonas fluorescensي نشـان داده كـه   آزمايشـگاه 

تـا   62ميـزان   به Bacillus subtilisدرصد و  95تا  63ميزان   به
 Pratylenchus loosiمير لاروهاي   و درصد باعث مرگ  86
توضيح است  لازم به. (Rahanandeh et al., 2012) شوند مي

زيسـتي نمـاتود مولـد     كه تاكنون پژوهشي در خصوص مهـار 
قارچي  آنتاگونيستبا استفاده از عوامل  P. loosi  يشهزخم ر

در شرايط گلخانه در كشور انجام نشده است و اين تحقيق با 
مهـار زيسـتي    ها در عنايت بر اهميت عامل بيماري و نقش قارچ

 ةهدف از انجـام ايـن بررسـي، مطالع ـ    .انجام رسيده است آن به
عوامـل   عنـوان  هـاي قـارچي شناسـايي شـده بـه      يي گونهآكار

  Pratylenchus loosi نماتود مولـد زخـم ريشـه    آنتاگونيست
  .باشد مي) در شرايط آزمايشگاه(برتر  آنتاگونيستي و معرف

  
  ها مواد و روش

  آوري نمونه خاك و ريشه چاي جمع) الف
ــداد  ــف      91تع ــاطق مختل ــه از من ــاك و ريش ــه خ نمون

هـاي گـيلان و مازنـدران شـامل شـهرهاي       كـاري اسـتان   چاي
ــت،  ــرود  رش ــياهكل، لنگ ــان، س ــه و  (لاهيج ــزي، كومل مرك
، املش، رودسر، شـفت، فـومن، رامسـر و تنكـابن در     )اطاقور
. آوري شـــد جمـــع1392هـــاي بهـــار و پـــاييز ســـال   فصـــل
هـاي   متـري قسـمت   سـانتي  40بـرداري از عمـق پـنج تـا      نمونه

صـورت   هـاي چـاي و بـه    مختلف فراريشـه و ريشـه درختچـه   
آوري شــده بــه  جمــع هــاي نمونــه. گرفــت تصــادفي صــورت
پزشكي پژوهشـكده چـاي منتقـل و تـا زمـان       آزمايشگاه گياه

  .داري شدند نگه سلسيوس ةدرجاستفاده در دماي چهار 
  چاي ةاز ريش P. loosiاستخراج نماتود مولد زخم ) ب

منظور فراهم نمودن جمعيت مورد نياز نماتود، از يك  به
واقـع در   P. loosiنماتود مولد زخـم ريشـه    بهباغ چاي آلوده 

ــه خــاك و ريشــه     ــومن نمون ــتان ف ــده در شهرس روســتاي زي
بــراي اســتخراج نمــاتود از ريشــه، از روش . آوري شــد جمــع

. اسـتفاده شـد   (Coolen & d,Herd, 1972)دهـرد   و كـولن 
 اثـر آنتاگونيسـتي    بههاي مربوط  چنين براي بررسي آزمون هم

 & Whitehead( قـارچ و نمـاتود، از روش اسـتخراج سـيني    

Hemming, 1965( كه براي انجام  اين بهبا توجه . استفاده شد
جمعيـت زيـادي از    بـه هاي مربوط به مهارزيسـتي نيـاز    آزمون

همين دليـل از ايـن روش     بهباشد،  نماتودهاي زنده و فعال مي
هاي ريشه با قيچي خرد  استخراج استفاده شد كه در آن نمونه

ــهشــده و ســپس  ــنج روز روي   ب ــا پ هــاي  ســينيمــدت ســه ت
نماتودها بلافاصـله پـس   . داده شدند مخصوص استخراج قرار

از اســتخراج بــا اســتفاده از محلــول ســولفات استرپتومايســين  
. ساعت ضدعفوني شدند 24مدت  قسمت در ميليون به 2000

وشـو بـا آب مقطـر سـترون، از ايـن       پس از سـه مرتبـه شسـت   
  نماتودهـــــا بـــــراي بررســـــي آزمـــــون اســـــتفاده شـــــد 

(Pinochet et al., 1995).  
 ةاز فراريش ـ آنتاگونيسـت هـاي   جداسازي قارچ) ج

 ةهاي چاي و يا نمـاتود مولـد زخـم ريش ـ    درختچه
  چاي

ــارچ ــراي جداســازي ق  ةاز فراريشــ آنتاگونيســتهــاي  ب
در روش اول، . هاي چاي، از دو روش اسـتفاده شـد   درختچه

 48تـا   24مـدت   آوري شـده را بـه   هاي خاك جمع ابتدا نمونه
هـا   داده تـا رطوبـت آن   يك محـيط خشـك قـرار   ساعت در 
مـش   100سـپس خـاك كوبيـده شـده از الـك      . كاهش يابد

يك گرم خاك هر نمونه بـا  . عبور داده شد) ميكرومتر 150(
ليتر آب مقطر سترون مخلوط شـده و بـا اسـتفاده از     ميلي 100

مـدت   دور در دقيقـه بـه   100دستگاه شيكر دوراني با سرعت 
ليتــر از  يــك ميلــي. خــوبي مخلــوط شــد بــهدقيقــه  20تــا  15

زميني  سيب ةعصار  روي محيط كشت 10-5تا  10-1هاي  رقت
. هـاي پتـري پخـش شـد     در تشـتك  (PDA)دكستروز آگـار  

هـاي كشـت،    ها در محيط منظور جلوگيري از رشد باكتري  به
قطره در يك ليتر اضـافه   60ميزان  به درصد 50اسيد لاكتيك 

 سلسـيوس  ةدرج 25باتور با دماي ها در انكو سپس نمونه. شد
  مـــــدت ســـــه تـــــا پـــــنج روز قـــــرار داده شـــــدند  بـــــه

(Carling & Sumner, 1992) .هــاي  در روش دوم، قــارچ
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. مورد نظر با كشت نماتودهاي آلوده شـده جداسـازي شـدند   
، P. loosiبراي جداسازي قارچ از لارو، تخم و بالغين نماتود 

درصد همراه با  5/1 (water agar)آگار   از محيط كشت آب
. اسـتفاده شـد  ) گرم در ليتـر  ميلي 50(سولفات استرپتومايسين 

منظور پس از اتوكلاو و كاهش حرارت محـيط كشـت    بدين
آب آگار؛ سولفات استرپتومايسـين در شـرايط هـود سـترون     

ليتـر از   تا دو ميلي 5/0سپس مقدار . محيط كشت اضافه شد به
ــالغين نمـ ـ   ــا و ب ــم، لاروه ــيون تخ ــر  سوسپانس ــورد نظ اتود م

ــه هــاي پتــري حــاوي ايــن محــيط كشــت منتقــل و    تشــتك ب
ــتك ــدود و در     تش ــاملاً مس ــارافيلم ك ــاي پ ــط نواره ــا توس ه

مـدت سـه تـا هفـت      بـه  سلسيوس ةدرج 25انكوباتور با دماي 
ي تيمـار شـده بـا     هـا  پـس از آن تشـتك  . داري شدند روز نگه

. اســتفاده از استرئوميكروســكوپ مــورد بررســي قرارگرفتنــد
هـاي حـاوي محـيط     تشـتك  بـه هاي رشد يافته از نماتود  قارچ

. (Chavooshisani et al., 2013)انتقال يافتنـد   PDAكشت 
ها با استفاده  سازي، شناسايي قارچ پس از جداسازي و خالص

 ,Barnet & Hunterاز كليدهاي تاكسونوميك معتبر از جمله

1998 ،Samson, 1974  وLeslie & Summerell, 2006 
  هـاي جداسـازي شـده،    علاوه بـر ايـن نمونـه   . ورت گرفتص

و  Clonostachys roseaاز دو جدايــه آمــاده ديگــر شــامل  
Acremonium strictum )  ترتيـب از دكتـر    بـه دو قارچ اخيـر

اكبـر   صمد جمالي از دانشـگاه رازي كرمانشـاه و دكتـر علـي    
منظـور انجـام    بـه ) خداپرست از دانشگاه گيلان دريافـت شـد  

  .ي استفاده شدتاگونيستآنآزمون 
هـاي قـارچي روي    ي جدايهآنتاگونيستآزمون ) د

  نماتود مولد زخم ريشه
هـاي قـارچي روي    ي جدايـه آنتاگونيست تأثيردر بررسي 
  در شـرايط آزمايشـگاهي، از آب   P. loosi لاروهـا و بـالغين  

بدين صـورت  . دار استفاده شد بيوتيك درصد آنتي 5/1آگار 
  )نماتودهـاي نـر، مـاده و لاروهـا    (تود عدد نما 100كه تعداد 

با استفاده از پيپت سترون از پتـري حـاوي نمـاتود برداشـته و     
محيط آب  بهروي لام شمارش نماتودها شمارش شد و سپس 

، آنتاگونيسـت قارچ  ةدرصد حاوي كشت پنج روز 5/1آگار  
ثبـت   چنـين  هـم تـر و   براي شمارش، رديابي آسان. اضافه شد

ير نماتود از طلق شطرنجي شده در زير دقيق درصد مرگ و م

يك ظرف پتري حاوي آب آگـار   .ظروف پتري استفاده شد
. عنوان شاهد منظـور شـد    بهنماتود نيز  100درصد داراي  5/1

توضيح است كه تمامي مراحل ايـن آزمـايش در زيـر     بهلازم 
هـاي پتـري بـا     سپس درب تشـتك . هود سترون انجام گرفت

 25سدود و در انكوباتور بـا دمـاي ثابـت    استفاده از پارافيلم م
بـار،    سـاعت يـك   24هـر  . داري شـدند  نگـه  سلسيوس ةدرج

و مير لاروها و نماتودهـاي بـالغ بررسـي و ثبـت       ميزان مرگ
و ميـر    هاي مهـم در ايـن بررسـي، ميـزان مـرگ      شاخص. شد

چنــين  لاروهــا و نماتودهــاي بــالغ، بدشــكل شــدن و هــم     
، 48هـا پـس از    توسط قـارچ  ها حركت و كلونيزه شدن آن بي
ســاعت و يــك هفتــه بــا اســتفاده از استرئوميكروســكوپ  72

بـا در نظـر   ) تيمـار (جدايـه قـارچ    يـازده . شمارش و ثبت شـد 
ــين هــم. گــرفتن ســه تكــرار مــورد آزمــايش قرارگرفــت   چن

روي محيط كشت برده شد  نماتودهاي مرده هر تيمار مجدداً
  قـارچ، مـرده اسـت   همـان   بـه تا مطمئن شويم در اثر آلودگي 

(Khan et al., 2006).  
  ها تجزيه و تحليل داده) ه

 12تصـادفي داراي   طرح آماري كـاملاً  ةآزمايش بر پاي
منظــور تجزيــه و تحليــل   بــه. تيمــار در ســه تكــرار انجــام شــد

هـاي مـورد مطالعـه از لحـاظ      هاي آماري بـراي شـاخص   داده
نرمـــال بـــودن و منحنـــي توزيـــع يكنـــواختي واريـــانس، از  

بـراي  . اسـتفاده شـد   Excelو  1/9نسـخه   SASافزارهـاي   نـرم 
و % 1در سـطح احتمـال    LSDهـا، از آزمـون    مقايسه ميـانگين 

ــم ــين ه ــداول و    چن ــم ج ــراي رس ــاب ــه نموداره ــب از  ب ترتي
  .استفاده شد Excelو  WORDافزارهاي  نرم
  

  نتايج
از  P. loosi  پس از جداسازي نماتود مولـد زخـم ريشـه   

ــه و بر  ــي خــاك و ريش ــاي ريخــت  رســي ويژگ ــي و  ه شناس
سنجي نماتودهاي بالغ و با استفاده از شرح گونه ارايه شـده   ريخت
، جمعيت مورد مطالعـه بـا   Castillo & Vovlas (2007)توسط 
 هاي بررسي. مطابقت كامل نشان داد Pratylenchus loosi ةگون

يـن آن بــود كـه مشخصـات بــا      شناسـي و ريخــت  ريخـت  نـجي مب س
اـن مختلـف  توصيف گونه ار  ,Tanhamoafi)ائه شده توسط محقق

1992; Seraji, 2007; Mirghasemi, et al., 2014)  ًكـاملا 
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ها و تهيه اسلايدهاي  سازي قارچ پس از خالص. مطابقت دارد
بـا اسـتفاده از منـابع     آنتاگونيسـت هـاي   ميكروسكوپي، قـارچ 

هـا شـامل سـه جدايـه      ايـن قـارچ  . معتبر علمي شناسايي شدند
Trichoderma harzianum (T1, T2, T3)، ــه   ســه جداي

(T1, N1, N3) Paecilomyces lilacinus  ــم ــين  و ه چن
ــارچ  و Fusarium graminearum، F. culmorum هــاي ق

Cladosporium sp. ذكـر اسـت كـه در ايـن      بـه قابـل  . بودند
 چنـين  همو  .Cladosporium spفوزاريوم و  ةميان، دو جداي

از نمـاتود و سـاير    Paecilomyces lilacinusيك جدايـه از  
نتـايج محاسـبات آمـاري    . ها از خاك جداسازي شدند جدايه

ــرگ   ــد مـ ــه درصـ ــان داد كـ ــالغين  نشـ ــا و بـ ــر لاروهـ   و ميـ
P. loosi تفاوت آمـاري   آنتاگونيستهاي  قارچ  در اثر جدايه
وجــود دارد   %1داري بــين تيمارهــا در ســطح احتمــال  معنــي

ــس از  72و  48). 1جــدول ( ــاعت پ ــاي   س ــرار دادن لاروه ق
، P. lilacinus (T1)نماتود در محـيط حـاوي قـارچ، جدايـه     

و ميـر را نشـان داد و تفـاوت آمـاري      ترين درصد مرگ  بيش
طوري  به. ها داشت چنين ساير جدايه داري با شاهد و هم معني

درصد لاروهاي نماتود از  54ساعت،  72كه پس از گذشت 
  هـــاي جدايـــه ســـاعت، 72پـــس از گذشـــت . بـــين رفتنـــد

P. lilacinus (N1)  ،Clonostachys rosea وFusarium 

culmurum سـبب بيشـترين   درصـد،   19و  19، 42ترتيب با  به
پس از گذشـت  . اند شده  ومير نماتود مولد زخم ريشه ميزان مرگ

نماتود در محـيط   از قرار دادن لاروهاي) يك هفته(ساعت  168
درصـد   64ميـزان   بـه  P. lilacinus (T1) كـنش، جدايـه   برهم

بـا   و) 1شـكل  (ي را از خود نشـان داد  آنتاگونيست بيشترين اثر
كشـندگي داشـت،   درصـد   47كه  P. lilacinus (N1) جدايه

ــان داد تفــــــاوت آمــــــاري معنــــــي   .داري از خــــــود نشــــ
  ،Acremonium strictumهـاي   ترتيـب جدايـه   بـه پس از آن 
C. rosea ،P. lilacinus (N3)  وFusarium culmurum   تـا
هـاي مختلـف    بررسي جدايهدر اين . واقع شدند مؤثرحدودي 

 .Cladosporium sp جدايه چنين هم و T. harzianum قارچ
رفـت،   طور كه انتظار مي ها بوده و آن ترين قارچتأثير جزء كم

 48 و مير بالغين پـس از  ترين ميزان مرگ  بيش. عمل ننمودند
 26بــوده كــه  P. lilacinus (T1)جدايــه  بــهســاعت، مربــوط 

داري با شـاهد   كرد و تفاوت آماري معني درصد بالغين را نابود
ــه. از خــود نشــان داد ــه پــس از آن، تمــامي جداي   اســتثناي هــا ب

F. culmorum  داري  با تيمار شاهد سالم تفاوت آماري معنـي
، )يـك هفتـه  (اعت س ـ 168و  72پس از گذشت . نشان دادند

  دو جدايـه  كشـندگي بـالغين نمـاتود مربـوط بـه     بيشترين ميـزان  
P. lilacinus (T1)  وP. lilacinus (N1)     بـوده كـه تفـاوت

سطح يك درصد با شاهد از خود نشان داري در  آماري معني
يـك  (سـاعت   168. هـا بودنـد   دادند و مؤثرتر از ساير جدايـه 

هـاي   ود در مجاورت قارچپس از قرار دادن بالغين نمات) هفته
ميـر    و  سـبب مـرگ   P. lilacinus (T1) ، جدايهآنتاگونيست

پس از آن بيشترين درصـد  . شد P. loosi درصد از بالغين 29
 24ميـزان   بـه  P. lilacinus (N1) جدايـه  مرگ و مير متعلق به

  .درصد بود

  
چــاي  ةيــر لاروهـا و بــالغين نمـاتود مولــد زخـم ريش ــ  و م  ســتير روي مـرگ  جدايـه قــارچ هـم   11ثير أتجزيــه واريـانس ت ــ -1جـدول  

Pratylenchus loosi  درصد 5/1در محيط كشت آب آگار.  
Table 1. Analysis of variance  of  the  effects of 11 antagonistic fugal isolates on the mortality of juveniles and 

adult of tea root lesion nematode (Pratylenchus loosi) on 1.5% water agar. 

  .% 1دار در سطح احتمال  معنيتفاوت ** 
** Significant at 1% probability level.  

Mean of Square (MS)  
Adult mortality (%)  Juvenile mortality (%)df Sources of Variance 

168 Hours72 Hours 48 Hours 168 Hours72 Hours48 Hours 
100.73** 71.55** 68.42**  717.04** 535.67** 473.37** 11 Treatment 

0.85 0.81 1.25 4.436.163.85 24 Error 
- - - --- 35 Total 

6.12 6.6 8.4 8.6811.9310.39 - CV 
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ــ -2جــدول  ــأثير ةمقايس ــارچ   11 ت ــه ق ــرگ آنتاگونيســتجداي  ــ    روي م ــد زخــم ريش ــاتود مول ــالغين نم ــا و ب ــر لاروه   چــاي ةو مي
Pratylenchus loosi  درصد 5/1در محيط كشت آب آگار. 

Table 2. Comparison of the effects of 11 antagonistic fungal isolates on the mortality of juveniles and adult of 

tea root lesion nematode (Pratylenchus loosi) on 1.5% water agar. 

Treatments 
Iinfected juveniles (%) Infected adults (%) 

48 Hours 72 Hours 168 Hours  48 Hours 72 Hours 168 Hours
Paecilomyces lilacinus (T1) 50.3a 54.47a 64.11a  26.24a 26.66a 29.77a

Paecilomyces lilacinus (N1) 39.72b 42.22b 47.84b  18.95b 20.26b 24.26b

Fusarium culmurum 16.83c 19.45c 20.34cd  9.45d 9.84d 11.8d 

Clonostachys rosea 16.26cd 19.94c 21.29cd  12.35c 12.48c 13.35cd

Acremonium strictum 15.93cd 16.54cd 21.81c  12.9c 12.84c 13.99c

Paecilomyces lilacinus (N3) 14.9cde 16.73cd 20.83cd  12.35c 12.67c 13.83c

Trichoderma harzianum (T1) 13.47def 14.33d 18.15de  11.95c 12.2c 13.27cd

Fusarium graminearum 12.31ef 12.98d 16.27ef  11.73c 11.87c 12.86cd

Cladosporium sp. 12.1ef 13.83d 15.57ef  11.67c 11.7c 12.81cd

T. harzianum (T2) 11.79ef 13.61d 15.52ef  11.79c 11.96c 12.7cd

T. harzianum (T3) 11.58f 12.55d 15.8ef 11.66c 11.96bc 12.44cd

Control 11.35f 12.85d 13.36f  8.53d 9.52d 9.91e 
LSD 3.3 4.18 3.54  1.88 1.52 1.55 

  .داري ندارند اختلاف معني% 1شابه در هر ستون در سطح احتمال ها با حروف م ، ميانگينLSDبراساس آزمون 
According to LSD test, means with the similar letters in each column were not statistically different at 1% probability level. 

  

  
لارو : Pratylenchus loosi  ،Bلارو ســـالم : A -1شـــكل 

 Paecilomyces lilacinus (T1)قـارچ   تـأثير نمـاتود تحـت   
  .درصد 5/1در محيط آب آگار ) يك هفته(ساعت  168پس از 

Fig. 1. A: Healthy Pratylenchus loosi juvenile, B: 
Juvenile nematode under the influence of 
Paecilomyces lilacinus (T1) after 168 hours (one 
week) o 1.5% water agar. 
 

 T. harzianumهاي مختلف قارچ  در اين شاخص هم جدايه
اثرتــرين   جــزء كــم .Cladosporium sp جدايــه چنــين هـم  و

درصد  نينچ هم. برخلاف انتظار، مؤثر واقع نشدندها بوده و  قارچ
ناچيز مرگ و مير تيمارهاي شاهد ممكـن اسـت ناشـي از خطـاي     
آزمايشي و يا قرارگرفتن نماتود در محيط فاقد مواد غـذايي باشـد   

  ).2جدول (

نمـاتود  : Pratylenchus loosi ،Bمـاده سـالم   : A -2 شـكل  
پـس   Paecilomyces lilacinus (T1)قـارچ  تأثيرماده تحت 

درصـد،   5/1محيط آب آگـار   در) يك هفته(ساعت  168از 
C :  ،ــالم ــر س ــاتود ن ــر تحــت  : Dنم ــاتود ن ــأثيرنم ــارچ ت  ق

Paecilomyces lilacinus (T1)   يـك  (سـاعت   168پـس از
  .درصد 5/1در محيط آب آگار ) هفته

Fig. 2. A: Healthy female Pratylenchus loosi, B: female 
nematode under the influence of the fungus 
Paecilomyces lilacinus (T1) after 168 hours (a 
week) on water agar 1.5%, C: healthy male 
nematode, D: male nematode under the influence of 
the fungus Paecilomyces lilacinus (T1) after 168 
hours (a week) on 1.5% water agar. 
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  بحث
 P. lilacinusهاي پيشـين نشـان داده كـه قـارچ      پژوهش

در  Pratylenchusسبب كاهش جمعيت نماتودهـاي جـنس   
طـوري كـه بـا     بـه . در نخـود شـده اسـت    P. coffeaeذرت و 

افزايش زادمايه قارچ مذكور، درصد كاهش جمعيت نماتود، 
 .(Gapasin, 1995; Tiyagi & Shamim, 2004)افزايش يافت 

ــم ــارچ    ه ــه ق ــد ك ــزارش نمودن ــاران گ ــان و همك ــين جي   چن
P. lilacinus      لاروهاي نماتودهاي انگـل گيـاهي را بـا توليـد

نتـايج  . (Djian et al., 1991)كننـد   اسـتيك نـابود مـي   اسـيد  
  دهــد كــه مــرگ دســت آمــده در ايــن تحقيــق نشــان مــي  بــه
چـاي تحـت    ةدرصد از لاروهاي نماتود مولد زخـم ريش ـ  64
دليـل توليـد همـين      بـه ، ممكن اسـت  P. lilacinusقارچ  تأثير

ــ ــاده و ي ــتم ــاتودكش باشــد  ا متابولي ــاي ديگــر نم ــايج . ه نت
طور دائم   به P. lilacinusدهد كه  هاي متعدد نشان مي بررسي

نماينــد  هــا را اشــغال مــي هــاي آن نماتودهـاي سيســتي و تخــم 
(Nicolay & Sikora, 1989) .هاي  چنين بر اساس بررسي هم

محتـوي   P. lilacinusگرفتـه، عصـاره كشـت قـارچ      صورت
ك است كه اثر كشندگي روي لاروهاي سـن دوم  اسيد استي

هـا،   هاي سمي توليد شده توسط قارچ نماتود دارد و متابوليت
گـذار  تأثيرهاي حسي نماتودهـا   روي سيستم عصبي و گيرنده

چنـين براسـاس مطالعـات     هـم . (Cayrol et al., 1989)است 
  در P. lilacinusصــورت گرفتــه، اســتفاده از چهــار جدايــه 

ــتي  ــار زيســــ ــر مهــــ ــد گــــ ــاتود مولــــ ــه ةنمــــ   ريشــــ
(Meloidogyne javanica)    در شـرايط آزمايشـگاهي نشــان

چنين غيرفعال  ها و هم ها باعث نابودي تخم داد كه اين جدايه
شدن لاروهاي سن دوم اين نمـاتود شـدند كـه در ايـن ميـان      

. (Sabet et al., 2013)ترين جدايـه بـود   مـؤثر  (P3)جدايـه  
 ها در اين تحقيق، گزارشهاي صورت گرفته  مطابق آزمايش

ــارچ     ــاكي از آن اســت كــه ق ــرايط  P. lilacinusح در ش
آزمايشـــگاهي موجـــب كـــاهش درصـــد قابـــل تـــوجهي از 

شده است كه ايـن امـر،    M. javanicaريشه  ةنماتودهاي گر
قابليت اين قارچ در مهار زيستي نماتودهاي انگـل گيـاهي را   

ي ونيســتآنتاگهــاي  ويژگــي بــهبــا توجــه . كنــد دو چنــدان مــي
هاي مختلف يك گونه قارچي، تفاوت در عملكرد سه  جدايه

گونــه  تــوان ايــن را مــي P. lilacinusجدايــه مختلــف قــارچ 

هـاي   استنباط كرد كه هر جدايه ممكن است از لحاظ ويژگي
ي و كشندگي روي نماتود مـورد بحـث، متفـاوت    آنتاگونيست

ي و هـاي ژنتيك ـ  تواند ناشـي از ويژگـي   باشد و اين تفاوت مي
چنـين در ايـن    هـم . (Ganaie et al., 2010)تهـاجمي باشـد   
درصـد از   21و ميـر   باعـث مـرگ    C. roseaپژوهش، قـارچ  

قابـل تـوجهي روي    تأثيرلاروهاي نماتود مورد بحث شد؛ اما 
. ضـعيفي داشـت  نماتودهاي بالغ از خود نشان نداد و اثر بسـيار  

ــورت   ــات ص اـس مطالع تـر آ  براسـ ــه در بسـ اـر،گرفت ــارچ ب آگـ   ق
C. rosea  سـن دوم  درصد از لاروهاي  42و مير  باعث مرگ

در  M. incognita هــاي درصــد تخــم 61چنــين نــابودي  مو هــ
. (Ghasemi et al., 2007)شــرايط آزمايشــگاهي شــد   

داراي پروتئـاز سـرين    C. roseaو  T. harzianum هاي قارچ
  شـوند  ماتودهـا مـي  و مير ن اين طريق باعث مرگ  بههستند كه 

(Lopez-Llorca et al., 2008) .ــم ــين جدايــ ـ هـ  ةچنـ
Acremonium strictum اي در  قابل ملاحظـه  تأثيرگونه  هيچ

سـه  . از خود نشان نـداد  P. loosiو مير لاروها و بالغين  مرگ 
هم كه در اين آزمايش مورد بررسـي   T. harzianum ةجداي

  شـندگي روي لاروهـا و بـالغين   گونـه اثـر ك     قرارگرفتند، هيچ
P. loosi دهد  هاي اخير نشان مي بررسي. از خود نشان ندادند

گياهان را اشغال نموده و  ةاي اين گونه، ريش كه برخي جدايه
ريشه، محصول را افـزايش داده و سـبب    ةضمن رشد و توسع

هـاي غيرزنـده و جـذب و اسـتفاده از      مقاومت در مقابل تنش
ــه. شــوند مــواد غــذايي مــي  Trichodermaهــاي جــنس  گون

هـا و   هـا، بـاكتري   ها، ويـروس  وسيعي از قارچ ةتوانند با دامن مي
گرهـي   ةنماتودهاي مهم انگـل گيـاهي ماننـد نماتودهـاي ريش ـ    

)Meloidogyne spp.( ــوده و آن آنتاگونيســت ــار  ب ــا را مه ه
هـاي مختلفـي ماننـد انگلـي      هـا بـا مكانيسـم    اين قـارچ . نمايند

ــزيم نمــودن، هضــم آنز هــاي پروتئوليتيــك،  يمــي توســط آن
ــت   ــد متابولي ــك، تولي ــاد    كيتينوليتي ــاتودكش و ايج ــاي نم ه

 مهــار زيســتيمقاومـت سيســتميك در گياهـان ميزبــان سـبب    
). Sharon et al., 2011(شـوند   نماتودهاي انگل گيـاهي مـي  

، Nassaj Hosseini (2003)چنــين براســاس مطالعــات  هــم
با سه جـنس قـارچ سـاكن     P. loosi  نماتود مولد زخم ريشه

در  Sclerotiumو  Rhizoctonia ،Fusariumريشـــه شـــامل 
ها و نمـاتود مـذكور    تعامل بوده و اثرات متقابل بين اين قارچ
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باشد كه نتايج اين آزمايش نيـز نشـان    از نوع تشديدكننده مي
ــه ــردن  Fusariumهـــاي  داد كـــه جدايـ ــين بـ ــايي از بـ توانـ

و در مهار اين نمـاتود ضـعيف    را نداشته P. loosi نماتودهاي
هـاي قـارچ    چنين در برخي موارد ميسليوم هم. نمايند عمل مي

  هـاي  اما در ارتباط با جدايه. در داخل بدن نماتود مشاهده شد
P. lilacinus  تر بودنـد چنـين چيـزي مشـاهده نشـد     مؤثركه .

ــد      ــا تولي ــتر ب ــارچ بيش ــن ق ــود، اي ــابع موج ــاس من ــرا براس زي
هـا را نـابود    حركـت و آن  ه نماتودها را بـي هاي ثانوي متابوليت

در از بين بردن لاروهـا و بـالغين مكانيسـم     نمايد و معمولاً مي
 ةبـا احتسـاب مقايس ـ  . دهنـد  عمل يكسـاني از خـود نشـان مـي    

، P. loosiو ميـر لاروهـا و بـالغين     ها و درصد مـرگ   ميانگين
ــه     ،P. lilacinus (T1) ،P. lilacinus (N1)شــش جداي

C. rosea ،F. culmurum ،A. strictum و P. lilacinus (N3) 
طور كلـي نتـايج حاصـل از      به. ها بودند تر از ساير جدايهمؤثر

  اين پـژوهش نشـان داد كـه در شـرايط آزمايشـگاهي، قـارچ      

P. lilacinus (T1)  هاي مورد آزمايش و  قارچ سايرنسبت به
مـاتود  براي مهـار ن  آنتاگونيستهاي  در مقايسه با ساير جدايه

يي اين گونـه  آكار. تر است مناسب P. loosi  مولد زخم ريشه
رسد  نظر مي بهنياز به تحقيق بيشتر دارد؛ اگرچه  P. loosiعليه 

قارچي كه عليه نماتودهـاي   آنتاگونيستساير عوامل  بهنسبت 
شــوند، ايــن گونــه  اســتفاده مــي Pratylenchusانگــل جــنس 

چـاي   ةمولد زخم ريش ـكارايي مناسبي در مهارزيستي نماتود 
  .دارد

  
  گزاري سپاس

مـديران و   ةنگارندگان ايـن مقالـه از همكـاري صـميمان    
ــان پژوهشــكد ــن    ةكاركن چــاي لاهيجــان كــه در اجــراي اي

پژوهش نهايـت همكـاري را داشـته و از هـيچ كمكـي دريـغ       
  .ننمودند، كمال تشكر و قدرداني را دارند
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Abstract 

Tea root lesion nematode, (Pratylenchus loosi) is currently considered as the most important damage-

causing agent in the most tea-producing countries including Iran. In order to use antagonistic fungi for biological 

control of this nematode, samples of soil and tea roots were collected during the spring and summer of 2013 in 

tea plantation of Guilan and Mazandaran provinces. Different fungi were isolated and identified from collected 

soil samples and or parasitic nematodes. These isolates included Paecilomyces lilacinus (isolates T1, N1, N3), 

Fusarium culmorum, F. graminearum, Cladosporium sp. and Trichoderma harzianum (isolates T1, T2, T3). 

Pathogenicity tests of these fungi on nematode were conducted on 1.5% water agar and mortality rate of Juvenile 

and adult nematodes were determined at three different periods of 48, 72 and 168 hours. Among the 11 tested 

isolates, the isolate of P. lilacinus (T1) with causing 64% mortality of juveniles and 29% the adults and also the 

isolate of P. lilacinus (N1) with having 47% mortality rate in juveniles and 24% in adults after 168 hours, had 

the highest mortality rate compared with other fungi. Also in this study, T. harzianum fungus was a very weak 

biocontrol agent compared with other isolates. The overall results showed that P. lilacinus have high potential to 

control tea root lesion nematode. 
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