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وبولي فینول  في مستوى فاعلیة انزیمات بیروكسیدیز . Trichoderma sppتأثیر المقاوم الحیوي 
المصابة بنیماتودا تعقد الجذور  Vigna unguiculataاوكسیدیز وكایتینیز في  نباتات اللوبیا 

javanica Meloidoygne   
  ى إبراھیمأسماء منصور عبد الرسول                                بسام یحی

  العراق/ الموصل /جامعة الموصل / كلیة الزراعة والغابات / قسم وقایة النبات
  

  الخلاصة  
وھما عزلة   Trichoderma sppاظھرت نتائج استخدام عزلتین من عامل المقاومة الاحیائیة      

   Trichoderma virideوعزلة من النوع    harzianum Trichodermaللفطر    Thk20مطفرة 
 javanica Meloidoygneبالنیماتودا الإصابة ضد قدرتھ  في استحثاث المقاومة في نبات اللوبیا 

إذ  .بیروكسیدیز وبولي فینول اوكسیدیز وكایتینیزالمسببة لتعقد الجذورمن خلال رفع مستویات إنزیمات 
وحدة  ١,٨٣ت إذ بلغت في رفع فاعلیة انزیم بیروكسیدیز مقارنة ببقیة المعاملا Thk20تفوقت العزلة  

في رفع فاعلیة إنزیم  بولي Thk20 وتفوق العزلة  T. virideغم وزن رطب تلتھا المعاملة بالعزلة  / 
غم وزن رطب والتي لم تختلف معنویا /وحدة ٥,٥٨فینول أوكسیدیز مقارنة ببقیة المعاملات إذ بلغت 

 ٥,٢١و ٥,١٢إذ بلغت )  .T. viride + javanica M (والمعاملة  T. viride عن المعاملتین بالعزلة
في رفع فاعلیة )) .Thk20  +javanica M(وتفوقت المعاملة .غم وزن رطب على التوالي  / وحدة 

/ وحدة ١٠,٧٤انزیم  كایتینیز في جذور نبات اللوبیا مقارنة ببقیة المعاملات وبفارق معنوي  إذ بلغت 
 T. viride وThk20 والعزلتین ) .T. viride +javanica M  ( غم وزن رطب  تلتھا المعاملة

غم وزن / وحدة   ٥,٢٣و  ٥,٣٤و  ٧,٤٥والتي لم تختلف معنویا فیما بینھا  أذ بلغت فاعلیة الإنزیم فیھا  
  . على التواليرطب  

  
  المقدمة 

التي  تستطیع النباتات ان تحصل على مقاومة جھازیة وموضعیة بوساطة العدید من العوامل الاحیائیة
المقاومة  وھذا النوع من تتضمن الفطریات والبكتریا غیر الممرضة و فطریات وبكتریا المحیط الجذري

یسمى بالمقاومة المستحثة ویشمل ذلك استحثاث الاستجابات الدفاعیة للنبات على مستوى النظم 
 وضع الإصابةفي أجزاء النبات البعیدة عن م  Phytoalexinsالنسیجیة والأعضاء وبناء الفایتوالكسین 

وتعد ھذه البروتینات  PR proteins أو اختصاراُ     Defense-Related Proteinsوبناء البروتینات 
نتیجة الإصابة مع البروتینات المتكونة في النبات سابقا ) elicitor(المستحث بناؤھا بالعامل المستحث 

 Polyphenoloxidaseو  peroxidaseو  Chitinaseمن الوسائل الدفاعیة ومنھا إنزیمات  
فضلا عن تراكم الكالس والفینولات ) ١٩٩٨،واخرون Phenyl alanine ammonia )Loon Vanو

واللكنین  بعد مواقع الإصابة والتي تعمل كحواجز لمنع انتشار الإصابة ولھذا یعد تحفیز المقاومة 
وطنة في التربة ویمكن أن الجھازیة في النباتات احد طرق المكافحة الإحیائیة لمسببات الأمراض المت

وآخرون،  Yedidia(تسھم في خفض استعمال المركبات الكیمیائیة  المستخدمة في حمایة النبات 
من الفطریات غیر الممرضة والتي تستوطن منطقة المحیط   Trichoderma ویعد الفطر). ٢٠٠٠

غضون السنوات الأخیرة  وفي الجذري وتساھم في كبح العدید من المسببات المرضیة في تلك المنطقة 
في النبات لكونھا متممة   في استحثاث المقاومة    Trichoderma sppانصب الاھتمام بدور الفطر 

أدت معاملة نباتات  إذ )٢٠٠٥،Djonovic(للآلیات الأخرى والتي تتضمن التطفل والتضاد والمنافسة 
  الخیار بابواغ الفطر

T. harzianum أو معاملة التربة  إلى خفض شدة  الإصابة بالفطر الخضري بطریقة رش المجموع 
Botrytis cinerea الى زیادة محتوى الجدران الخلویة من السیلیلوز وكذلك رفع مستوى إنزیمي و

peroxidase و chitinase  في أنسجة الجذور والأوراق) Woo ، وزیادة فاعلیة ) ١٩٩٩وآخرون
في النباتات المعاملة بالفطر  eroxidaseو  ,chitinase β-1,3-glucanase وcellulase  إنزیمات  

Trichoderma spp   معاملة المقارنة بالنباتات غیر)  El-Katatny، و ٢٠٠٠وآخرونYedidia   
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  ١٠/١٠/٢٠١١وقبولھ   ٢٦/٦/٢٠١١تاریخ تسلم البحث  
من إلى زیادة محتوى الجذور T. virens وأدت معاملة بذور القطن بالفطر )٢٠٠٠وآخرون ، 

terpenoid و peroxidase  مقارنة بالبذور غیر المعاملة )Howell، وقد وجد بان )  ٢٠٠٠وآخرون
مرتبطة   Poly phenol oxidaseوبولي فینول اوكسدیز   peroxidaseفاعلیة إنزیمي  بیروكسیدیز 

 .Pythium spو   .Rhizoctonia sp فطرینطردیا مع المقاومة المستحثة في العائل ضد ال
)Karthikeyan في تخلیق اللكنین والسوبرین وأكسدة   انوفضلاً عن ذلك یشترك) ٢٠٠٦وآخرون

الفینولات الطبیعیة الموجودة في أنسجة النبات لإنتاج الكینونات  والتي بدورھا تمر بتفاعلات بلمرة 
انزیم أما ھریة والتي تمتلك فاعلیة مضادة للكائنات الحیة المج  Melaninsمؤدیة الى إنتاج المیلانینات 

ینتج بتراكیز منخفضة  في النبات ومن اھم وظائفھ ھي حمایة النبات من المسببات المرضیة ف الكیتینیز
 و Onaga(وذلك بتحلیل الكایتین المركب الأكثر شیوعا في جدر خلایا الفطریات والنیماتودا 

Taira1،فقد وجد أن  وغیر احیائیة  ویزداد تركیزه نتیجة للاستحثاث بعدة مستحثات إحیائیة ) ٢٠٠٨
بعد سبعة ایام من التلقیح   ضعف في نباتات التبغ ٢٥٠قد ازداد بمقدار  chitinase مستوى انزیم 

  ).١٩٩٢واخرون  Roberts و ١٩٨٩،  Phytophthora parastitic )Yeyanبالفطر 
لعالم نیماتودا تعقد الجذور أحد اھم واخطر خمسة مسببات مرضیة اقتصادیة في ا وتعد  

وتسبب خسائر اقتصادیة فادحة للمحاصیل الزراعیة وقد كانت و ماتزال موضوع بحث مستفیض من 
نباتات اللوبیا كغیرھا من وتتعرض  ) ٢٠١٠ابو غریبھ ،(قبل العدید من الباحثین منذ عقود طویلة 

 sppئدة للجنس  نیماتودا تعقد الجذور والعاللإصابة بالعدید من المسببات المرضیة  ومنھا المحاصیل 
Meloidoygne  من % ٩٠بھذا الجنس الى خسائر قد تصل الى أكثر من اللوبیا وتودي إصابة

على نباتات اللوبیا في  M. javanicaوقد سجل النوع .)٢٠١١، Nzenwaو Ononuju( الحاصل 
  ). ١٩٨٨(  Stephanو) ١٩٨٠(قاسم العراق من قبل 

في استحثاث  Trichodermaدور الفطر  وتھدف الدراسة الحالیة الى التعرف على  
المسببة لتعقد الجذور من  sp. Meloidoygneبالنیماتوداالإصابة  المقاومة في نباتات اللوبیا ضد 

  .بیروكسیدیز وبولي فینول اوكسیدیز وكایتینیزخلال رفع مستویات إنزیمات 
  

  مواد البحث وطرائقھ 
  استخدمت في الدراسة عزلتین من الفطر: ائیةوصفاتھا الاحی عامل المكافحة الإحیائیةعزلات 

spp. Trichoderma  وھما  :  
خالد . تم الحصول علیھا من د T. harzianum وھي عزلة مطفرة من الفطر)  (Thk20العزلة  -١

  .جامعة الموصل / كلیة الزراعة والغابات / قسم وقایة النبات / حسن طھ 
جمھوریة مصر /  المركز القومي للأبحاث/ لة مصریة عز  .viride Tمن الفطر )  Tv(العزلة   -٢

  . جامعة الموصل/ كلیة التربیة /عصام محمد سلیمان . العربیة  تم الحصول علیھا من د
المكون من  Broth Potato Dextrose ) (PDBحضر الوسط الغذائي السائل  : تقدیر الكتلة الحیویة -١

لتر ماء مقطر وزع في دوارق مخروطیة الشكل سعة /  Dextroseغم ٢٠غم من البطاطا و ٢٠٠مستخلص 
 ٥,١مْ وضغط ١٢١عقم الوسط الغذائي بجھاز المؤصدة في  درجة حرارة . دورق/مل١٠٠مل وبمعدل ٢٥٠

المنمى علیھ  PDAسم من الوسط الغذائي  ٠,٥بردت الدوارق ولقح كل منھا بقرص قطر .دقیقة ٢٠جو  لمدة 
خمسة أیام وبواقع ثلاثة مكررات لكل عزلة  ،  بعمر spp. Trichodermaعامل المكافحة الإحیائیة زلاتع

غم (لغرض تقدیر  الكتلة الحیویة أیام و  ١٠لمدة ) °٢±(سیلیزیة °٢٥ثم حضنت الدوارق عند درجة حرارة 
.  spp. Trichodermaلعزلتي الفطر )  السائل مل من الوسط الغذائي ١٠٠/ كتلة حیویة وزن جاف 

معلومة الوزن مسبقاً  ثم جففت   No.1 Whatmanالسابقة خلال ورق ترشیح نوع   رشحت المزارع 
 (.ولحین ثبات الوزنسیلیزیة ° ٧٠في فرن كھربائي في درجة حرارة أوراق الترشیح  

Anonymous ،١٩٨٠ (.  
استخدم  راشح مزارع الفطر الناتج عن تنمیة عزلتي عامل :  pHتقدیر دالة الأس الھیدروجیني -٢
لغرض تقدیر  دالة الأس  أیام  ١٠بعمر  PDBعلى وسط   spp. Trichoderma كافحة الإحیائیة  الم

  .  pH meterباستخدام جھاز  pHالھیدروجیني
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نامیة على  spp. Trichodermaعامل المكافحة الإحیائیة لعزلتياستخدمت مزارع :  عدد الابواغ-٣
 عزلتيمن مساحة مزرعة   ٢سم/المنتجة  لغرض تقدیر عدد الابواغ أیام ١٠بعمر  PDAالوسط 

حافة مزرعة سم للحصول على أقراص من ٠,٥المكافحة الإحیائیة حیث استخدم ثاقب فلیني بقطر 
مل ماء مقطر مضاف إلیھ  ٥٠عامل المكافحة الإحیائیة نقلت الأقراص إلى دوارق زجاجیة تحتوي 

الدوارق فوق محرك مغناطیسي  مل ماء مقطر  وضعت ١٠٠/مل ١بواقع  Tween 20مادة ناشرة 
Magnetic stirrer   دقائق لتفكیك الكتل البوغیة  ورشح العالق البوغي بتمریره من خلال قمع  ٥لمدة

صغیر معقم یحتوي على شاش معقم للتخلص من الشوائب والخیوط الفطریة والحصول على العالق 
استخدمت و Haemocytometerالعد  البوغي  ثم جرى بعد ذلك تقدیر عدد الابواغ باستخدام شریحة

  .  ثلاثة أطباق لكل عزلة من عزلات المقاوم الحیوي
 M. javanica استخدم لقاح نیماتودا تعقد الجذور :M. javanica تھیئة لقاح نیماتودا تعقد الجذور

  perineal patternوالتي شخصت بالاعتماد على الصفات التي تمیز بھا  في النمط  العجاني
)Taylor  وNetscheir ،بعزل كتل البیض من جذور نباتات اللوبیا المصابة ووضعھا في  ) ١٩٧٤

) °٢±(سیلیزیة °٣٠أطباق بتري معقمة والحاویة على ماء مقطر ومعقم وتحضینھا في درجة حرارة 
  .    لحین الفقس والحصول على یافعات الطور الثاني للنیماتودا  

  املات التالیة لتجربة البیت البلاستكي ھیأت المع:تجربة البیت البلاستكي 
  .في تربة معقمة  Thk20زراعة بذور لوبیا معاملة بالعزلة   -١
  .في تربة معقمة  Tvزراعة بذور لوبیا معاملة بالعزلة   -٢
    . بالنیماتودا في تربة ملوثة  Thk20زراعة بذور لوبیا  معاملة بالعزلة   -٣
    .بالنیماتودا في تربة ملوثة  Tvزلة  زراعة بذور لوبیا معاملة بالع -٤
     . بالنیماتودا زراعة بذور لوبیا في تربة ملوثة  -٥
  ) .مقارنة(زراعة بذور لوبیا في تربة معقمة  -٦

كغم تربة ١عقمت التربة باستعمال الفورمالدیھاید وضعت التربة  المعقمة  في أصص بلاستیكیة سعة  
 ٦ ١٠× ٤بتركیز    sp Trichoderma.بمعلق ابواغ الفطر ) صنف محلي ( وعوملت بذور اللوبیا 

كمادة لاصقة إذ نقعت البذور في المعلق البوغي لمدة ساعة ثم رفعت % ٥مع إضافة المولاس بتركیز 
ساعة قبل الزراعة، اما معاملة المقارنة فنقعت البذور في الماء  ٢٤وتركت في ظروف المختبر لمدة 

یوم من الزراعة  بیافعات الطور الثاني  ١٥لوثت التربة بعد %. ٥بتركیز المقطر مع إضافة المولاس 
±  ٢٠٠٠الحدیثة الفقس والمأخوذة من مصدر التلویث المعد سابقاً وبواقع   M. javanicaللنیماتودا  

  : یوم من الزراعة تم تقدیر ما یأتي  ٢٠وبعد مرور  .أصیص /یافعة ٥
و بولي فینول اوكسیدیز  Peroxidaseتقدیر فاعلیة انزیمي بیروكسیدیز  -١

Polyphenoloxidaes:  غم من جذور بادرات كل معاملة بعد تنظیفھا بالماء الجاري ٠,٥تم اخذ .
في ھاون خزفي  ٧=  pHمل من دارىء الفوسفات ذي الأس الھدروجیني  ٢سحقت الجذور مع 

)Howell  ، دارىء في أنابیب اختبار ثم وضع خلیط أنسجة الجذور والمحلول ال) . ٢٠٠٠وآخرون
دقیقة ثم حفظ الجزء الطافي / دورة  ٣٠٠٠خضعت الأنابیب إلى عملیة انتباذ بسرعة . مل ١٠سعة 

استخدمت طریقة :تقدیر البروتین -أ لحین استخدامھا في التجارب اللاحقةسیلیزیة °على درجة صفر
Lowry  لتقدیر البروتین باستخدام كاشف فولنFolin  واستخدام ) نانومیتیر ٦٥٠( عند طول موجي

  .كمحلول قیاسي ) BSA(البومین مصل البقر 
قیست فاعلیة إنزیم بیروكسیدیز بإجراء اختبار  :Peroxidaseقیاس فاعلیة انزیم بیروكسیدیز -ب

  ) ٢٠٠٠وآخرون ،  Guaiacol  )Howellكوایكول
اتبعت الطریقة التي : Polyphenoloxidaesقیاس  فاعلیة  إنزیم  بولي فینول اوكسیدیز  -ج  

في التقدیر وذلك بمتابعة الزیادة الحاصلة في الامتصاص ) ٢٠٠٢(وآخرون   Shiذكرھا 
نانومیتیر باستخدام المطیاف الضوئي  ٤٢٠وعند طول موجي    Absorbanceالضوئي

Spectrophotometer  والناتج من أكسدة مادة كاتیكولCatechole كركیزة للإنزیم.  
غم من جذور بادرات كل معاملة بعد تنظیفھا بالماء  ٠,٥اخذ  Chitinase:ة  إنزیم  قیاس  فاعلی -٢

ساعات  ٤وتركت لمدة   Deionized Waterمل من الماء اللایوني  ٢,٥سحقت الجذور مع . الجاري 
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سیلیزیة  خضعت الأنابیب الحاویة على خلیط أنسجة الجذور و الماء اللایوني إلى  ٤في درجة حرارة 
ثم  اخذ الراشح وأضیف الیھ كبریتات الامونیوم إلى حد .دقیقة / دورة  ٤٠٠٠انتباذ بسرعة  عملیة

و حفظ على درجة صفر  ٥،٧=  Tris-HCL pHالتشبع ثم جمع الراسب وأذابتھ باستخدام  الدارىء 
في تقدیر ) ٢٠٠٦(وآخرون   Wangاتبعت طریقة .سیلیزیة  لحین استخدامھا في التجارب اللاحقة 

الناتجة عن تحلل   N-acetylglucosaminأذ تم تقدیر كمیة  Chitinase لیة إنزیم الكایتینیز فاع
 DNS) 3,5 –dinitrosalicylicالتي تكون معقد ملون مع كاشف  Colloidal chitinالمادة الاساس 

acid   .( على  والوحدة الانزیمیة ھي كمیة الانزیم التي تعمل. نانومیتیر  ٥٤٠عند الطول الموجي
-Nالى المادة الناتجة  Colloidal chitin تحویل مایكرومول من المادة الاساس 

acetylglucosamin   في الدقیقة.  
-Benو  Zieslinتم التقدیر تبعا لطریقة  :تقدیر محتوى الفینولات الكلي في جذور نبات اللوبیا -٣

Zaken )مل من المیثانول بتركیز  ١٠غم من جذور نبات اللوبیا  في  ١وذلك بسحق  ، ) ١٩٩٣
وبعد ذلك سیلیزیة ،° ٧٠في حمام مائي بدرجة دقیقة ٢٠لمدة الجذور  مستخلصثم یسخن ، %٨٠

 ٥ف الیھ اضیمل من مستخلص الجذور و ١خذ ثم یو. Whatman No.1اوراق بالمستخلص یرشح 
ین تطور اللون رك المزیج لحویتعیاریة،  ١مایكرولیتر من كاشف فولن  ٢٥٠مل من الماء المقطر و

مادة كاتیكول واستخدمت نانومیتر،  ٧٢٥عند الطول الموجي  یةالامتصاصومن ثم قراءة  الازرق 
Catechole غرام وزن رطب/ ملغمالفینولات الكلي محتوى  ر المنحنى القیاسي لتقدیر یحضلت.  

تبریة وحللت في تنفیذ التجارب المخ  CRDاستخدم التصمیم العشوائي الكامل :التحلیل الإحصائي
و دنكن المتعدد المدى  وبمستوى   Tواختبرت المتوسطات باستخدام اختباري SASالنتائج وفق نظام 

  ٠.٠٥احتمال 
  

  النتائج والمناقشة
في Thk20 تفوق العزلة   )١الجدول ،( تبین النتائج في :الصفات الحیویة لعزلتي  المقاوم الإحیائي 

في انتاج Tv غم في حین تفوقت العزلة    Tv٠,٥٤ نة بالعزلة  غم   مقار ٠,٦٦وزن الكتلة الحیویة 
في حین   ٢سم/بوغ ٨ ١٠×٢,٦الابواغ اذ بلغ عدد الابوغ المنتجة في وحدة المساحة ضمن المستعمرة 

ان زیادة الكتلة الحیویة تدل على قدرة عامل . Thk20في العزلة    ٢سم/ بوغ ٨ ١٠×١,٣٩بلغ العدد  
في استغلال الوسط استغلالاً امثلاً مما یعزز ازدیاد فرص وجوده في بیئتھ ومن ثم المكافحة الاحیائیة 

قدرتھ في النشاط والتكاثر، كما ان التبویغ العالي للمقاوم الحیوي یعطیھ میزة في زیادة من فرص نجاح 
ھ في استخداماتھ في المكافحة  من خلال زیادة مساحة انتشاره وطول مدة بقاءه ومن ثم زیادة كفاءت

مجمل فعالیاتھ الحیویة، كما یعزز ذلك فرص إحداث متغیرات حیویة كفوءة حول الجذر كالتطفل 
الجدول ، ( كذلك  أظھرت النتائج في). ٢٠٠٩، Ibraheemو  ٢٠٠٤وآخرون،  Harman(والتضاد 

عزلة  قدرة عزلتي عامل المكافحة الإحیائیة في خفض دالة الاس الھیدروجیني للوسط  لكن بتفوق ال) ١
Tv  مقارنة   ٤,٠٧في قیمة الخفض في دالة الاس الھیدروجیني إذ بلغت قیمة دالة الاس الھیدروجیني

 الأس خفض في Trichoderma الفطر   قدرة إن ، Thk20    العزلةفي     ٥,٠٧بقیمة 
 العضویة للاحماض بانتاجھ الحیوي وسطھ حموضة زیادة على قدرتھ على یدل للوسط الھیدروجیني

 الأوساط في وبخاصة الوسط حموضة زیادة على تعمل والتي والاوكزالیك والھیومیك الفولیك منھاو
 بعض جاھزیة زیادة في بالغة أھمیة ذلك ویمثل بسیطة سكریات الكاربون مصدر فیھا یكون التي

 ثم نوم جاھزیتھ وزیادة إذابتھ في الأحماض تلك تعمل إذ الفسفور عنصر وبخاصة التربة في المغذیات
 .sp الفطر عبر مباشر غیر بشكل أو الجذور من امتصاصھ عبر مباشر بشكل للنبات تیسیره

Trichoderma المحیط في الموجودة خلایاه موت بعد الحیوي المقاوم من علیھ الحصول ثم ومن 
 محیط في الحیوي المقاوم یحدثھ الذي الحامضي الوسط یعمل كما. الجذر لخلایا المستوطن أو الجذري

 ان عن فضلا للنبات اللازمة والجذور للعناصر والكاتیوني الایوني النقل فاعلیة زیادة  على الجذر
  و ٢٠٠٠، Harman(للجذور الممرضة البكتریا نمو تثبیط  على یعمل المنخفض الھیدروجیني الاس

Benitez   و ٢٠٠٤ وآخرون Ibraheem ،٢٠٠٩ (.  
  .المكافحة الإحیائیة  بعض الصفات الحیویة  لعاملي) ١(الجدول 
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  الصفات               
 المقاوم الحیوي

  الكتلة الحیویة 
 pHقیمة  دالة الاس الھیدروجیني  لوغاریتم عدد الابواغ )مل١٠٠/غم وزن جاف(

 ٥.٠٧ ٨ ١٠×١,٣٩ ٠,٦٦ Thk20عزلة 
 ٤,٠٧ ٨ ١٠×٢,٦ ٠,٥٤ Tvعزلة

  
 النتائج تبین:في استحثاث المقاومة  .Trichoderma sppقدرة عزلتي عامل المكافحة الاحیائیة 

قدرة عزلتي  المقاوم الحیوي  في استحثاث المقاومة في نبات اللوبیا وذلك من خلال رفع ) ٢الجدول،(
غم وزن / وحدة  ١,٨٣فاعلیة الانزیمات بیروكسدیز وبولي فینول اوكسیدیز والتي وصلت اقصاھا 

لوحدھا ،كذلك  Tvتختلف معنویا عن المعاملة بالعزلة  إلا أنھا لم Thk20 رطب في المعاملة بالعزلة 
لتسجل زیادة في فاعلیة  M. javanica حدت المعاملة بعزلتي المقاوم الحیوي من تأثیر النیماتودا

 Tvو Thk20غم وزن رطب بوجود النیماتودا مع العزلتین / وحدة  ١,٤و ١,٨٢الإنزیم وبلغت قیمتھا 
نویا عماحققتھا العزلتین من زیادة في فاعلیة الإنزیم عند وجودھما على التوالي دون أن تختلفا  مع

غم وزن رطب /وحدة ٠,٧٣المنفرد ، بینما سجلت المعاملة الخاصة بالنیماتودا لوحدھا اقل قیمة بلغت 
غم وزن رطب في معاملة /ملغم  ٧,٤وفیما یخص محتوى جذور اللوبیا من البروتین فقد وصل أعلاه  .

مع النیماتودا وبتفوق معنوي على جمیع المعاملات الأخرى نلتھا المعاملة الخاصة  Tv المقاوم الحیوي
غم وزن رطب في المعاملة /ملغم  ٢,٢٧مع النیماتودا فیما وصل أدناه   Thk20بعزلة المقاوم الحیوي

سجلت أعلى قیمة للفاعلیة  الخاصة بالنیماتودا لوحدھا دون أن تختلف معنویا عن معاملة المقارنة والتي
عزلة +الا أنھا لم تختلف معنویا عن بقیة المعاملات باستثناء المعاملتین  النیماتودا  ٠,٣٤النوعیة 

Thk20    العزلة + والنیماتوداTv قدرة عزلتي  المقاوم الحیوي على رفع ) ٣الجدول ،( النتائج تبین
غم وزن رطب في المعاملة / وحدة  ٥,٥٨قصاھا وصلت ا فاعلیة إنزیم بولي فینول اوكسیدیز والتي

 .M  لوحدھا أو مع النیماتودا Tvالمعاملة بالعزلة  الا انھا لم تختلف معنویا عن Thk20 بالعزلة 
javanica  رطب ، كذلك حدت المعاملة بعزلة  غم وزن/ وحدة  ٥,٢١و ٥,١٢إذ  بلغتTv  من تأثیر

غم وزن رطب  / وحدة  ٥,٢١  اعلیة الإنزیم بلغت قیمتھ لتسجل زیادة في ف M. javanica النیماتودا
بوجود النیماتودا دون ان تختلف معنویا عما حققتھ العزلة من زیادة في فاعلیة الإنزیم عند وجودھا 

غم وزن رطب / وحدة ٣,١١المنفرد بینما سجلت المعاملة الخاصة بالنیماتودا لوحدھا اقل قیمة بلغت 
غم وزن رطب في /ملغم  ٢٠,٨٤للوبیا من البروتین فقد وصل أعلاه  وفیما یخص محتوى جذور ا.

مع النیماتودا وبتفوق معنوي على جمیع المعاملات الأخرى تلتھا المعاملة  Tvمعاملة المقاوم الحیوي 
. وباختلاف معنوي عن معاملة المقارنة  غم وزن رطب/ ملغم  ١٧,٢٧الخاصة بالنیماتودا لوحدھا  

غم وزن رطب في معاملة المقارنة، فیما سجلت أعلى قیمة للفاعلیة /ملغم  ١٠,٦٥فیما وصل أدناه 
والتي اختلفت معنویا عن بقیة المعاملات باستثناء  Thk20في المعاملة الخاصة بالعزلة  ٠.٣٤النوعیة 

  . Tvالمعاملة الخاصة بالعزلة 
  

ة الكلیة والنوعیة لانزیم  بیروكسیدیز تأثیر المقاوم الحیوي في المحتوى البروتیني والفاعلی): ٢(الجدول 
  .في جذور نباتات  اللوبیا

 المعاملات
البروتین الكلي ملغم 

 غم وزن رطب/ 

 إنزیم بیروكسیدیز
/ الفاعلیة الكلیة وحدة 

 غم وزن رطب
الفاعلیة 
 النوعیة

 أ ٠,٣١ أ ١,٨٣ ج ٥,٨٤ Thk20المقاوم الحیوي عزلة
 أ ب ٠,٣٠ أ ب ١,٥٢ ج ٥,٠٣ Tvالمقاوم الحیوي عزلة 

 ب ٠,٢٩ أ ١,٨٢ ب ٦,٢٥ Thk20عزلة +النیماتودا 
 ج ٠,١٨ أ ب ١,٤ أ ٧,٤٠ Tvعزلة +النیماتودا 

 أ ٠,٣٢ د ٠,٧٣ د ٢,٢٧ النیماتودا لوحدھا
 أ ٠,٣٤ ج ١,٢٦ د ٣,٦٨ المقارنة

تعnnدد المnnدى ولمسnnتوى المتوسnnطات التnnي تحمnnل حروفnnا متشnnابھة لكnnل عمnnود لا تختلnnف معنویnnا حسnnب اختبnnار دنكnnن الم* 
  %.٥احتمال
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أن أعلى فاعلیة لانزیم كایتینیز قد سجلت في المعاملة الخاصة بعزلة المقاوم  )٤الجدول،( النتائج تبین
والتي اختلفت معنویا عن بقیة  ١٠,٧٤والتي وصلت  M. javanica مع النیماتودا Thk 20الحیوي 

/ وحدة   ٧,٤٥إذ  بلغت  M. javanica  ع النیماتودام Tvالمعاملات  وتلتھا المعاملة الخاصة بالعزلة 
غم / ملغم   ٤١,٣٨غم وزن رطب ، وفیما یخص محتوى جذور اللوبیا من البروتین فقد وصل اعلاه  

وبتفوق   M. javanica مع النیماتودا Tvوزن رطب في المعاملة الخاصة بعزلة المقاوم الحیوي 
المعاملة الخاصة المعاملة الخاصة بعزلة المقاوم الحیوي  معنوي على جمیع المعاملات الأخرى تلتھا

Thk20  فیما . وباختلاف معنوي عن معاملة المقارنة  غم وزن رطب/ملغم ٣٣,٥٦  مع النیماتودا
فیما سجلت أعلى قیمة للفاعلیة النوعیة ،غم وزن رطب في معاملة المقارنة /ملغم  ١٠,٦٥وصل أدناه 

  .والتي اختلفت معنویا عن بقیة المعاملات  مع النیماتودا Thk20عزلة في المعاملة الخاصة بال ٠,٣٢
  

تأثیر المعاملات في المحتوى البروتیني والفاعلیة الكلیة والنوعیة لانزیم  بولي فینول ): ٣(الجدول 
  .اوكسیدیز   في جذور نباتات اللوبیا

 المعاملات
البروتین الكلي 

غم وزن / ملغم 
 رطب

 اوكسیدیزانزیم  بولي فینول 

 الفاعلیة النوعیة غم وزن رطب/ الفاعلیة الكلیة وحدة 

 أ٠,٣٤ أ ٥,٥٨ ب ١٦,٤١ Thk20المقاوم الحیوي عزلة

 أب  ٠,٣١ أ ب ٥,١٢ ب ١٦,٥١ Tvالمقاوم الحیوي عزلة 

 ب٠,٢٩ ج ٤,١١ ج ١٤,١٧ Thk20عزلة +النیماتودا 

 ج ٠,٢٥ أ ب ٥,٢١ أ ٢٠,٨٤ Tvعزلة +النیماتودا 

اتودا لوحدھاالنیم  د ٠,١٨ د ٣,١١ ب ١٧,٢٧ 

 د ٠,٢٠ ھـ ٢,١٣ د ١٠,٦٥ المقارنة
المتوسnnطات التnnي تحمnnل حروفnnا متشnnابھة لكnnل عمnnود لا تختلnnف معنویnnا حسnnب اختبnnار دنكnnن المتعnnدد المnnدى ولمسnnتوى * 

  %.٥احتمال
  

نزیم  كایتینیز في تأثیر المعاملات في المحتوى البروتیني والفاعلیة الكلیة والنوعیة لا): ٤(الجدول 
  .جذور   نباتات اللوبیا

 المعاملات
البروتین الكلي 

غم وزن / ملغم 
 رطب

 إنزیم كایتینیز

 الفاعلیة النوعیة  غم وزن رطب/ الفاعلیة الكلیة وحدة 

 ج٠,٢٣ ج ٥,٣٤ ج  ٢٣,٢١   Thk20المقاوم الحیوي عزلة
 ج٠,٢١ ج٥,٢٣ ج ٢٤,٩٠ Tvالمقاوم الحیوي عزلة   
 أ٠,٣٢ أ ١٠,٧٤ ب  ٣٣,٥٦  Thk20عزلة +ماتودا النی 

 د٠,١٨ ب ٧,٤٥ أ ٤١,٣٨ Tvعزلة +النیماتودا 

 د٠,١٦ د٤,٢٣ ج ٢٦,٤٣ النیماتودا لوحدھا 

 ب٠,٢٦ د٤,٣٤ د١٦,٦٩  المقارنة
المتوسnnطات التnnي تحمnnل حروفnnا متشnnابھة لكnnل عمnnود لا تختلnnف معنویnnا حسnnب اختبnnار دنكnnن المتعnnدد المnnدى ولمسnnتوى * 
  %.٥حتمالا

  
حققت زیادة في كمیة الفینولات الكلیة  Thk20ان وجود المقاوم الحیوي عزلة ) ١(ویبدو من الشكل 

  M. javanicaب في جذور نبات اللوبیا المصابة بالنیماتودا  غم وزن رط/ ملغم ١,٩١بلغت قیمتھا 
 غم وزن رطب/ ملغم  ١,٥٨ M. javanicaمع النیماتودا   Tvتلتھا المعاملة بعزلة المقاوم الحیوي 

في جذور اللوبیا   غم وزن رطب/ ملغم ٠,٧٦بینما انخفض المحتوى الكلي للفینولات إلى أدنى قیمة لھ 
  .المصابة  بالنیماتودا في غیاب عامل المقاوم الحیوي وباختلاف معنوي عن معاملة المقارنة 
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  .الكلي في جذور نباتات اللوبیاتأثیر المعاملات في محتوى  الفینولات ): ١(الشكل 

  
 إنزیمي إنتاج استحثاث على القدرة .Trichoderma spp الحیوي المقاوم لعزلتي أن یتبین  السابقة النتائج  ومن

 مع الإنزیمین لھذین العالیة الفاعلیة اقتران إلى الدراسات أشارت إذ ، اوكسیدیز فینول وبولي بیروكسیدیز
 لغزو أولیة كاستجابة  الفینولیة المواد من المحتوى وزیادة النبات في  المقاومة  من عال مستوى

 أكسدة على Peroxidase بیروكسیدیز  إنزیم  یعمل إذ الفینولات أكسدة خلال من للنبات المسببات
  Polyphenoloxidase اوكسیدیز فینول بوليو  إنزیم ویعمل O-dihydroxyphenolو الفینول

 للمركبات تكثیفھ  بعد والسوبرین اللكنین تخلیق في بالمشاركة دوره عن لاً فض الكاتیكول أكسدة على
 وفضلاً )  ٢٠٠٧ ، وآخرون Hassan  و ٢٠٠٦ ، وآخرون Karthikeyan( الإصابة موقع في الفینولیة

 ینتجھا التي الإنزیمات تكسیر في الھدروجین بیروكسید مع بیروكسیدیز إنزیم مع الإنزیم یعمل ذلك عن
 الحیوي للإجھاد استجابة النبات في استحثاثیة كإشارات  إلانزیمات تحطم نواتج وتعمل المرض المسبب
  ومنھا الكیماویة الدفاعیة للوسائل التتابعي الاستحثاث آلیات إطلاق و المرضیة المسببات بوجود المتمثل

 وتحویلھا الفینولات دةأكس خلال من الفایتوالیكسینات  Phytoalexinsالمستحثة الدفاعیة المركبات بناء
 وحامض  Shikimic acid الشیكمیك حامض مساري في وذلك المرضیة للمسببات سمیة أكثر مواد إلى

 بروتینات بعض مع الإنزیم یتفاعل إذ التركیبیة الدفاعات عن فضلا   Mevalonic acid المیفالونیك
 Van( الخلوي الجدار صلابة نم یزید مما متعددة ومركبات عرضیة روابط لتكوین  الخلوي الجدار

Breusegem ،و ٢٠٠١Hibar فضلا عن قدرة عزلتي المقاوم الحیوي .) ٢٠٠٧، واخرون
Trichoderma spp.   على الحد وبشكل كبیر من التأثیر الكابح لفاعلیة إنزیمي بیروكسیدیز وبولي فینول

فاعلیة انزیمي بیروكسیدیز وبولي فینول  اوكسیدیز النتاتج عن وجود النیماتودا حیث تعمل النیماتودا على كبح
ان ردودِ ألأفعال الدفاعِیة  تعتمدُ مبدئیا على نوعِ . )٢٠٠٧واخرون ، Sahebani(اوكسیدیز بشكل كبیر 

وعلى الطراز الوراثي للنباتِ  وعلى نوعِ التفاعل بین النبات والممرض او  elicitorالمستحث  
وفي جذور نباتات الطماطة المصابة بالنیماتودا ) ٢٠٠٩، Jayalakshmi( فطریات المحیط الجذري

موضعیا  في خلال   chitinaseو peroxidaseتستحث الجینات الدفاعِیة ومن ضمنھا جینات انزیمات 
 T. harzianumساعة  مِنْ التلویث  ، ولكن تلك الجینات تستحث  جھازیا  عند المعاملة  بالفطر   ١٢

)Williamson وHussey ،١٩٩٦  Yedidia، و ١٩٩٩واخرونDesender  ، ٢٠٠٧واخرون( 
كما ان زیادة البروتینات الكلیة في المعاملات یعود الى زیادة  البروتینات المتعلقة بالدفاع والتي تزداد .

واخرون   Hoffland(في حالات استحثاث المقاومة الجھازیة نتیجة لعوامل الاستحثاث المختلفة 
،١٩٩٥( .  
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EFFECT  OF TREATMENT  WITH TRICHODERMA SPP  ON  THE 
LEVEL OF PEROXIDASE, POLYPHENOLOXIDAES AND 

CHITINASE IN COWPEA PLANTS  VIGNA UNGUICULATA  
EFFECTED BY ROOT-KNOT NEMATODAS MELOIDOYGNE 

JAVANICA 
Asma’a M.Abdul-rasool                                Bassam Yahya Ibraheem 

Dept.of Plant Protect.،Coll.of Agric.and Forestry،Mosul Univ.Mosul،Iraq 
 

ABSTRACT 
Two isolates  of biocontrol agent Trichoderma spp involved a mutant 

isolate Trichoderma harzianum Thk20 and  Trichoderma viride  were used  in 
this  study Results revealed  the ability of two isolates  in  inducing systemic 
disease resistance  in cowpea plants  against root knot nematode  Meloidogyne 
javanica throughout increasing the activity of  peroxidase, polyphenoloxidas 
and chitinase enzymes in cowpea  roots. Isolates Thk20 caused highest activity 
of  peroxidase 1.83 unit/g f.w.  and polyphenoloxidase 5.58 unit / g f.w  
comparing with other treatments, at the same time this isolate did not differ 
significantly with the other isolate and the treatment (M. javanica  +  T. viride)  
where enzyme activity  were 5.12  and  5.21 unit / g f.w  respectively . The 
treatment (M. javanica + Thk20) caused the highest activity  of chitinase 
enzyme in cowpea  roots with 10.74 unit / g f.w  followed by  (M. javanica  +T. 
viride), Thk20 and  T. viride  in which enzyme activity was   7.45, 5.34  and 
5.23 unit / g f.w respectively.  
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