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 تريكودرما قارچ اليسيتورهاي پنبه به  چههاي دفاعي گياهبررسي پاسخ
 

 4و عصمت مهديخاني مقدم 2فلاحتي رستگار، ماهرخ 2، حميد روحاني1*فاطمه آزادديسفاني
 )گرگان( استادیار پژوهش موسسه تحقيقات پنبه كشور 1

 استاد و دانشيار دانشگاه فردوسي مشهد 3و 2
 11/2/93 تاریخ پذیرش:            12/9/92 تاریخ دریافت:

 چكيده

باشد كه همه ساله مي هاي مهم پنبه در مناطق مختلف كشوربيماري مرگ گياهچه یكي از بيماري    

 يهااز روش یكيبه عنوان  یكودرماتر يهاگونه ،اًاخير نماید.كاري وارد ميخسارت زیادي به مزارع پنبه

ترین مكانيسم بيوكنترلي تریكودرما مهم .است در نظر گرفته شده مرگ گياهچه يولوژیكيكنترل ب

 قارچمتعلق به جدایه دو  سلولي ترشحات خارج در این بررسيتحریک سيستم دفاعي گياه است. 
Trichoderma virense  جدایهA224، آنتاگونيست عليه قارچ و  عنوان جدایه برترهبRhizoctonia 

solani جدایه و پنبه ي مرگ گياهچهعامل بيمار A442 مورد  موثر در بيوكنترلعنوان جدایه غيرهب

چه پنبه عصاره ریشهو ميزان گوسيپول بررسي تغييرات فعاليت آنزیم پراكسيداز  آزمایش قرار گرفتند.

با  ترشحات خارج سلولي )اليسيتوري( كنندگيعنوان معيارهایي در بررسي خصوصيات تحریکهب

 برخي در نهایت مورد استفاده قرار گرفتند.هاي كالریمتري و دستگاه اسپكتروفتومتر استفاده از روش

مورد ارزیابي نيز در ترشحات خارج سلولي  تمقاوم كنندهخصوصيات بيوشيميایي و فيزیكي مواد القاء

 A224 تریكودرما هاي آزمایشگاهي مشخص گردید ترشحات خارج سلولي جدایهدر بررسيقرار گرفت. 

( باعث القاء A442 تریكودرما موثر در بيوكنترل )جدایهدر مقایسه با جدایه غير ،موثر در بيوكنترل

این  نتایجپنبه گردید.  چهدر ریشهو ميزان گوسيپول( فعاليت آنزیم پراكسيداز )تركيبات مرتبط با دفاع 

غير قابل حل در كلروفرم و  ،اليسيتورهاي موجود در این ترشحات مقاوم به حرارت نشان داد كه تحقيق

حساسيت نشان دادند  k ه پروتئيناز. از آنجایي كه این اليسيتورها بهستند k حساس به پروتئيناز

 گليكوپروتئيني این تركيبات برد.     توان پي به ماهيت پروتئيني یامي

 

 1مرگ گياهچه پنبه. پاسخ دفاعي، تریكودرما، ،اليسيتور :كليدي واژگان

                                                 
 zaddisfani@yahoo.coma_fنویسنده مسئول: *
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 مقدمه 

 باشد كه همه سالههاي مهم پنبه در مناطق مختلف كشور ميبيماري مرگ گياهچه یكي از بيماري

بيماري داراي گسترش ن یا .(1989زاده، )حمداله نمایدكاري وارد ميخسارت زیادي به مزارع پنبه

از بين  .دیآيبوجود مقارچي عوامل خصوصاً ، زااز عوامل بيماري ايمجموعهكه بوسيله  جهاني است

ترین اهميتبا   .Rhizoctonia solani ،Fusarium spp. ،Pythium sppهايقارچ بيمارگرعوامل 

استفاده از  .(1991 ،وارا -؛ ملرو1992 ،)هيلدز آیندمرگ گياهچه به شمار مي سبب شناسيها در قارچ

هاي موثر قارچي گياهان یكي از روش بيمارگرهاي آنتاگونيست براي مبارزه با عوامل ميكروارگانيسم

جهت كاهش مصرف سموم و در نتيجه جلوگيري از آلودگي محيط زیست است. تریكودرما یک مدل 

ترین و پر باشد و یكي از موفقگياهي مي بيمارگرعوامل استثنایي خوب براي مطالعه بيوكنترل 

ک سيستم ترین مكانيسم بيوكنترلي تریكودرما تحریاز جمله مهمها است. ترین ميكروارگانيسممصرف

عامل  اي منجر به نوعي مقاومت سيستميک ميزبان در مقابلگياه است كه طي پروسه پيچيده دفاعي

شناخته شده در گياهان  متعددي هاي دفاعيكنون مكانيزمتا .(2112 ،شود )وو و همكاران بيماریزا

هاي مرتبط پروتئينها، سلول، سنتز فيتوالكسين و خارج داخل مواد فنلي ترشح است. از جمله سنتز و

یا  معمول مانند هيدروكسي پرولين آمينه غير از اسيد غني پروتئين نتزگليكوس ،1زایيبيماري با

در بين  (.1992 كوزاک و جونز،-مندها ؛1999 ،)هاول و همكاران غيره و هيدروكسي گليستين

 .(1992 ،)فریک ( اشاره كردPR-9خانوداه ) مي توان به پراكسيدازها زایيبيماري هاي مرتبط باپروتئين

ها اثر مستقيم در مقاومت داشته و از طریق توليد رادیكال آزاد و پراكسيدهيدروژن كه براي پراكسيداز

؛ ليو 1999، یدیا و همكاران) شوندمي هامنجر به دفاع در برابر بيمارگر ،ها سمي هستندبعضي بيمارگر

تحقيقات ویدهياسكارن نشان داده است كه افزایش فعاليت  .(1992 ،؛ پنگ و كوک2112 ،و اكراموداله

 Xanthomonasعامل بلایت هاي پنبه در طي واكنش ناسازگار به باكتريپراكسيداز در برگ

axonopodis pv. malvacerrm اي رنگ در محل مایهها و تجمع مواد قهوهبا كاهش تعداد باكتري

اكسيداسيون تركيبات فنلي از قبيل دهد، شان ميهمچنين نكوبي شده همراه است. این تحقيقات 

 به وسيله آنزیم پراكسيداز ممكن است فاكتور محدودكننده رشد بيمارگرهاي باكتریایي در كاتچين

  .(2112، ویدهياسكارن) باكتریایي باشد سوختگيگياهان پنبه مقاوم به 

ترین تركيبات در القاء مقاومت مهمكلي در گياه پنبه تركيبات ترپنوئيدي و آنزیم پراكسيداز بطور

 ها دارد.در پنبه نقش مهمي در مقاومت گياهان در برابر آفات و بيماري تركيبات ترپنوئيديباشند. مي

هاي تریكودرما با كلونيزاسيون ریشه پنبه باعث القاء تحقيقات متعدد در گياه پنبه نشان داده است گونه

                                                 
1- Pathogenesis related proteins (PR-proteins) 
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 ها گياه به بيماري آن   بدنبال  شود كهمي  در گياه  و ایزومرهاي آن( 1)گوسيپول تركيبات ترپنوئيدي

به رنگ زرد است كه در  2ترپنسكوئيگوسيپول یک ترپنوئيد آلدئيدي یا ديدهد. مقاومت نشان مي

شود. غدد روي شاخ و برگ حاوي گروهي از غدد رنگي خانواده مالواسه بویژه جنس گوسيپيوم یافت مي

 5گوسيپولون همي ،گوسيپول ،1گوسيپولهمي ،3گوسيپولكه شامل دزكسي همي بودهها نترپتركيبات 

ها نيز ترپنوئيد پيش فعال وجود دارد. این در بذر و ریشه است. H4و  H1,H2,H3 هاي2وسيديو هل

گردد. براي مثال گوسيپول و تركيبات باعث حفاظت گياه در برابر رنج وسيعي از آفات گياهي مي

 ول وهاكند.د در غدد شاخ و برگ گياه پنبه را در برابر آفاتي از قبيل كرم قوزه محافظت مييهليوس

باعث القاء  Thrichoderma virens هایي نشان دادند كه تيمار بذر پنبه با قارچهمكاران در بررسي

 گوسيپولو همي( dHG) گوسيپولهميدزكسيشود. توليد مي تركيبات ترپنوئيدي و آنزیم پراكسيداز

(HG )بيمارگرقارچ  پيشروي از R.solani  رغم اینكه علي(. 2111 ،همكاران هاول و) كندميجلوگيري

، اما (2111 ،)هاول و همكاران ها سمي هستندكلي براي بيشتر قارچطوريدي بهئهاي ترپنوفيتوالكسين

هاي توليد شامل آنتي بيوتيکهاي مختلف و تركيبات زنوبيوتيک هاي تریكودرما نسبت به توكسينگونه

هاي شيميایي داراي ها، تركيبات ضد ميكروبي گياه و قارچكششده توسط دیگر ميكروارگانيسم

  (.2111 ،)هارمن باشندمقاومت بالا مي

پروپانول بسيار  -1 -آمينو -3گيري مقدار گوسيپول استفاده از معرف پونس معتقد است براي اندازه

پایه اسپكتروفتومتري در هاي اندازه گيري مقدار گوسيپول بر (. روش1991 ،)هرن دقيق و مناسب است

؛ 1991 ،)واتكينز و والروپ كروماتوگرافي استوار است انواع نانومتر و با معرف آنيلين و 115طول موج 

ترین پيچيده 9(بالا )تحت فشار كارایيكروماتوگرافي مایع با  روش (.1922 ،من و همكاران ؛1991 ،هرن

باشد، مقادیر بسيار كم از تركيب مورد نظر قابل اندازه و در عين حال بهترین نوع كروماتوگرافي مي

 (. 1991،)هرن گيري است

یا  كننده تحریک سيستم دفاعي ميزبان تحت تاثير تركيباتي است كه بطور عمومي تحریک

این تركيبات نقش كليدي در خصوص كارائي و قابليت بيوكنترلي جدایه شوند. ناميده مي 8اليسيتور

تواند كمک زیادي مياند هاي تریكودرما ردیابي شدهها كه در بعضي جدایهشناخت این اليسيتوردارند. 

                                                 
1- Gossypol 

2  - Disequetherpen 

3- Desoxyhemigossypol (dhg)  

4- Hemi gossypol (hg)  

5- Hemi gossypoline (hgq)  

6- Heliocide 

7- High pressure liquid chromatography(HPLC)  

6- Elicitor 
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 دوااین م به شناخت مكانيسم دقيق و مولكولي تریكودرما در تحریک سيستم دفاعي ميزبان بنماید.

ها، ليپيدها و پپتيدها، گليكوپروتئينداراي تركيب شيميایي متنوعي هستند مانند پپتيدها و پلي

دژنویک  (.2119 ،)نمادو اليگوساكاریدها. اولين اليسيتوري كه شناسایي شد از گروه اليگوساكاریدها بود

نمودند كه در القاء  شناسایي و معرفي T.virensعنوان اليسيتوري از هرا ب كوچک 1پروتئين كرنليو 

، كرنلي)دژنویک و  هاي مرتبط با دفاع بصورت موضعي و سيستميک  در گياه پنبه نقش داردبيان ژن

سازي را در مدل شبيه  T.harzianumهاي ترشح شده از قارچپروتئين ينگ و همكاران(. تس2115

هاي كيتيناز، بدست آوردند. این تركيبات شامل آنزیم رایزوكتونيا -تریكودرما –گياه از تداخل  ،شده

، ينگ و همكاران)تس گلوكاناز، ماناز و پروتئاز بودند 2و  1-گلوكاناز، بتا 3و  1-سلولاز، زایلناز، بتا

در تداخل تریكودرما  2هاي كوچک ترشح شدهروشينا و همكاران نيز در بررسي، نقش پروتئينت .(2118

 SSPهاي . بيان ژننددر پدیده مایكوپارازیتيسم در ریزوسفر و خاک را نشان دادهاي گياه ذرت و ریشه

  .(2111 ،روشينا و همكارانت) هاي ریشه گياه در كشت توأم گياه و تریكودرما بودوابسته به سيگنال

تلقيح شده بوسيله  چه پنبههدف از این تحقيق بررسي تركيبات القاء شده در عصاره گياه

تریكودرما و بررسي خصوصيات اليسيتورهاي مسئول برانگيختن سيستم دفاعي گياه در هاي جدایه

گوسيپول بعنوان ميزان آنزیم پراكسيداز و  و سطح هاي تریكودرما بودترشحات خارج سلولي جدایه

 كنندگي استفاده گردید. معيارهایي در فعاليت تحریک

 

 هامواد و روش

  ترشحـات مایع خارج سلولـيدر این بررسي : چ تريكودرماقار ترشحات مايع خارج سلوليتهيه 

شده از خاک مزارع پنبه گرگان و حاصل از  )جدا قارچ تریكودرماعنوان جدایه برتر ه، بA224جدایه 

عامل  Rhizoctonia solaniو آنتاگونيست عليه قارچ  اي قبلي نگارنده(هاي آزمایشگاهي و گلخانهبررسي

 هر دو متعلق به گونهو موثر در بيوكنترل عنوان جدایه غيرهب A442 جدایه و پنبه بيماري مرگ گياهچه

T. virense .محيط و با استفاده از  ول و همكارانهاطبق روشاین آزمایش  مورد آزمایش قرار گرفتند

انجام شد.  )اسيد كلریدریک( 5اچ با پيوزن به وزن( )( %1(، پيت موس )%5) مایع حاوي سبوس گندم

روز محتویات كشت با كاغذ صافي  9. بعد از (1999 ،)هاول و همكاران فاقد جدایه قارچي بود تيمار شاهد

ميكروني عبور داده شد و  22/1و عصاره بدست آمده از صافي ميكروبيولوژیک  واتمن شماره یک صاف شد

. جهت استفاده طولاني مدت عصاره فریز دراي گرفتقرار  گرادسانتيدرجه  5تا هنگام استفاده در حرارت 

  قرار گرفت.  گرادسانتيدرجه -21گردید و در دماي 
                                                 
1- Small protein(sm1) 

2- Secreted small proteins( SSPs) 
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)با خاصيت بيووكتترلي و بودون خاصويت     تأثير ترشحات خارج سلولي دو جدايه تريكودرما

و  قارچ تریكودرمـا عنوان جدایه برتر هب ،A224جدایه : كتتدگيبيوكتترلي( بر روي خاصيت تحريك

A442 ي پنبـه رقـم   بـذرها  عنوان جدایه غير موثر در بيوكنترل جهـت ایـن بررسـي انتخـاب شـدند.     هب

ضدعفوني گردیدند. سپس بذرها بر روي كاغذ صافي مرطـوب شـده    ولهاو هنسونبا روش  51دلتاپاین 

هـاي پتـري داخـل فویـل آلومينيـوم      هاي پتري كشت گردید. تشـتک با آب مقطر سترون درون تشتک

روز،  5قرار گرفتند. بعـد از گذشـت    گرادسانتيدرجه  22هاي پتري در دماي این تشتک دند.پيچيده ش

تریكودرما اشـباع گردیدنـد. هـر تشـتک پتـري       از ترشحات خارج سلولي ليترميلي 2كاغذهاي صافي با 

تيمارهـا  تيمـار انجـام شـد.     1تصـادفي بـا    این بررسي در قالب طرح كاملاً .عدد بذر پنبه بود 12حاوي 

تيمار ،  A442و  A224هاي تریكودرما هاي پنبه تحت تيمار با  ترشحات خارج سلولي جدایهشامل بذر

آب مقطر بودند. هر تيمار آزمایش نيز  تيمار شاهد عصاره صاف شده محيط كشت بدون جدایه قارچي و

تا قبل از ارزیابي ميزان و ها با آب مقطر استریل شسته شدند چهریشه ،روز 2تكرار بود. پس از  3شامل 

 (. 2111 ،ولها)هنسون و گراد نگهداري شدنددرجه سانتي -21در  آنزیم پراكسيداز  و گوسيپول

 

 بررسي فعاليت آنزيم پراكسيداز در عصاره ريشه گياهچه پتبه

بـراي تهيـه بافرهـاي مـورد نيـاز در مراحـل مختلـف        : چه پتبهاستخراج آنزيم پراكسيداز از ريشه

 برداري شده،هاي نمونه. ریشه(1991 ،استول و بلانچارد) استفاده شد تحقيق از روش استول و بلانچارد

ون چيني سرد بـا اسـتفاده از ازت مـایع بصـورت     هاگرم از ریشه در 5/1 گيري سطحي شدند. مقدارآب

به آن اضـافه و   (2برابر اچ يپ) مولار 1/1بافر فسفات سدیم  ليترميليپودر نرمي سایيده شد. سپس یک 

 ـ  ميلـي  2خوبي یكنواخت گردید. عصاره حاصل به ميكروتيوب ه ب  دقيقـه در  21مـدت  هليتـر منتقـل و ب

×g15111 سانتریفوژ گردیـد و رونشسـت    گرادسانتيدرجه  1دار در دماي به وسيله سانتریفوژ یخچال

)چـن و   نگهداري گردیـد  گرادانتيسدرجه  21آن به عنوان عصاره پروتئيني جدا شد. عصاره حاصل در 

 (.2111 ،همكاران

ارزیابي فعاليت پراكسيداز بر اساس اكسيداسيون : چه پتبهارزيابي فعاليت پراكسيداز عصاره ريشه

گوایكول و تغيير رنگ محلول به رنگ نارنجي متمایل به قرمز به روش چنس و مالي و با استفاده از 

نانومتر صورت گرفت. در نهایت ميزان  191كنيتيک و طول موج حداكثر دستگاه اسپكتروفتومتر، برنامه 

محاسبه  1پروتئين كل گرمميليصورت تغيير ميزان جذب نور در دقيقه در هفعاليت آنزیم پراكسيداز ب

 (.1999 ،ت و دوربيي)اسم گردید

                                                 
1  - Total protein 
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 چه پتبهستجش ميزان گوسيپول در عصاره ريشه

این سـنجش  : چه پتبه با استفاده از اسپكتروفتومتريستجش ميزان گوسيپول در عصاره ريشه

پروپـانول   1آمينو -3و هگزان و معرف  %21پروپانول -2هاي محلولبا ( و a1985) سي اس وبه روش آ ا

نانومتر، ميـزان   115ها در طول موج جذب نوري نمونه و انجام شد. با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر

 (. a1985 ،سي اس و)آ ا بصورت ميكروگرم بر گرم بافت ریشه محاسبه گردیدها گوسيپول آزاد نمونه

كتتده در ترشحات خارج سلولي بررسي خصوصيات بيوشيميايي و فيزيكي تركيبات تحريك

 تريكودرما A224جدايه 

كتتدگي ترشحات خارج تأثير دو فاز محلول در كلروفرم و محلول در آب بر خاصيت تحريك

توسط كلروفرم سه  1 به 5تریكودرما  به نسبت حجمي  A224ترشحات خارج سلولي جدایه : سلولي

صورت جداگانه در دستگاه هگيري شد و سپس دو فاز محلول در آب و محلول در كلروفرم بمرتبه عصاره

ترتيب قرار گرفت. سپس ساعت و نيم ساعت به 5/1مدت به 11112دولف يهمدل  1كننده گردانبخار

ها به همراه ترشحات خارج بدست آمده با آب مقطر استریل به حجم اوليه رسانده شد. این محلول ماده

چه پنبه مورد ارزیابي قرار كنندگي در ریشهجهت اثر تحریک ،سلولي كه تيمارهاي آزمایش بودند

 گوسيپول يارزیاب يبرا تكرار 2ميزان آنزیم پراكسيداز و  يارزیاب يبرا تكرار 3گرفت. تيمارها شامل 

 .(2111 ،ولها)هنسون و بودند

 ليتر ترشحات خارج سلوليميلي 5 :كتتدگي ترشحات خارج سلولياثر دما بر خاصيت تحريك

)دستگاه بن  ها در حمام آب گرمليتري قرار گرفت. سپس این لولهميلي 15هاي آزمایش داخل لوله

قرار قرار داده شد. این آزمایش با دو تيمار حرارتي  انجام دقيقه  31مدت به گرادسانتيدرجه  81ماري( 

این مواد جهت فعاليت تحریک . بودند، شد. دو تيمارشامل: مواد حرارت داده شده و حرارت ندیده

مانند بندهاي قبلي مورد ارزیابي قرار  آنزیم پراكسيداز و گوسيپولچه پنبه به توليد كنندگي ریشه

 گوسيپول يارزیاب يبرا تكرار 2ميزان آنزیم پراكسيداز و  يارزیاب يرار براتك 3تيمارها شامل . گرفت

 .(2111 ،ولها)هنسون و بودند

و  kدر این آزمون از آنزیم پروتئيناز : بر خاصيت تحريك كتتدگي 4Kو پروتئيتاز 3اثر تريپسين

 تریپسين استفاده شد. این بررسي به صورت دو آزمایش جداگانه صورت گرفت:

                                                 
1- Rotary evaporator 

2- Heidolf 4000 

3- Trypsin 

4- Proteinase K 
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مخلوط   از ترشحات خارج سلولي ليترميليو تریپسين با یک  kواحد از آنزیم پروتئيناز  5آزمایش اول: 

 rpmبا دور  ساعت بر روي دستگاه شيكر 2مدت و به گرادسانتيدرجه  25و  39ترتيب در گردید و به

چه يداز در ریشهقرار گرفت. سپس مواد حاصل از نظر تحریک در توليد گوسيپول و آنزیم پراكس 111

  .(2111 ،ولها)هنسون و گرفتبندهاي قبلي مورد ارزیابي قرار مانند گياه پنبه 

آب مقطر استریل سوسپانسه  ليترميليو تریپسين در یک  kواحد از آنزیم پروتئيناز  5آزمایش دوم: 

مانند چه گياه پنبه شد و سپس این مواد از نظر تحریک در توليد گوسيپول و آنزیم پراكسيداز در ریشه

 يارزیاب يتكرار برا 3تيمارها شامل  .(2111 ،ولها)هنسون و گرفتبندهاي قبلي مورد ارزیابي قرار 

تجزیه و تحليل در این تحقيق با  .بودند گوسيپول يارزیاب يبرا تكرار 2 ميزان آنزیم پراكسيداز و

 )سطح احتمال یک و پنج درصد(ها به روش دانكن و مقایسه ميانگين MSTATCافزار استفاده از نرم

 انجام شد. 

چه پتبه با استفاده ازكروماتوگرافي مايع با كوارايي   ستجش ميزان گوسيپول در عصاره ريشه

چه به روش  طيف سنجي از در این تحقيق جهت تائيد نتایج بررسي گوسيپول آزاد در عصاره ریشه: بالا

سنجش ميزان گوسـيپول بـا اسـتفاده ازكرومـاتوگرافي مـایع بـا       روش هرن و تریپلت و همكاران جهت 

(. یک نمونه تحت تيمار )تيمار تریپسـين  2118 ،؛ تریپلت و همكاران1989 ،)هرن انجام شدكارایي بالا 

گاه ساخت شركت شيمادزو ژاپـن و  و ترشحات خارج سلولي( از آزمایش اسپكترومتري انتخاب شد. دست

 1/2 ×151مجهز به ستون جداسازي اكتا دسيل سيلان و دتكتور ناحيه ماوراء بنفش  بود. اندازه سـتون  

 .ي مورد استفاده به شرح زیر تهيه شدهابافرها و معرفميلي متر بود. 

متحـرک: شـامل   فـاز  : به این صورت تهيه شدند )مشتق ساز( فاز متحرک و معرف كمپلكس دهنده

 (.ليتـر ميلـي  1/1) ( و اسيد ارتو فسـفریک ليترميلي 13) بار تقطير (، آب مقطر دوليترميلي 89) متانول

 21اسـتيک گلاسـيال )  ليتـر( و اسيد ميلـي  1) پروپـانول -1-آمينـو  3معرف كمـپلكس دهنـده: شـامل    

درصـد: شـامل    91استون  محلول آبي. (ليترميلي 211)تا حجم  دي متيل فرماميد Nو   N( وليترميلي

 .(ليترميلي 31) ( و آب مقطر دوبار تقطيرليترميلي 91) استون

تكـرار انجـام    2 درصـد آبـي و در    91محلول استون  باچه از نمونه ریشهعمليات استخراج گوسيپول آزاد 

هـاي اسـتاندارد   شد. استاندارد اوليه گوسيپول با هدف، كالبيره نمودن دستگاه اچ پي ال سي براي تزریق نمونه

 11هاي استاندارد براي رسم منحني استاندار بـدین صـورت تهيـه گردیـد.     و مجهول و همچنين تهيه محلول

ترتيـب  از معرف كمپلكس دهنده اضـافه گردیـد. بـدین    ليترميلي 11از پودر استاندارد گوسيپول در  گرمميلي

ميكروگرم گوسيپول خالص بر حسب سطح زیـر   بدست آمد. ليترميليگرم در یک محلولي با غلظت یک ميلي

 حاصله براي هر نمونه محاسبه گردید. منحني
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 نتايج و بحث

بدون خاصيت )با خاصيت بيوكتترلي و  تأثير ترشحات خارج سلولي دو جدايه تريكودرما

تحليل آماري نشان داد كه بين  نتایج تجزیه وي: كتتدگبيوكتترلي( بر روي خاصيت تحريك

و ( ≥11/1P) ي از نظر آماريدارمعنياختلاف  و ميزان گوسيپول تيمارها در فعاليت آنزیم پراكسيداز

(15/1P≤ )نتایج نشان داد ترشحات خارج سلولي جدایه تریكودرما . وجود داردA224  و 1)شكل موثر 

و در  چهداري در سطح یک درصد آنزیم پراكسيداز محلول در عصاره ریشهدر بيوكنترل بطور معني( 2

و دو تيمار  (A442) موثر در بيوكنترلجدایه غير را در مقایسه با تيمار سطح پنج درصد القاء گوسيپول

 موثر در بيو هرچند جدایه غير .( را تحریک نمودسبوس خرد شده و پيت موس )آب مقطر و شاهد

 نيز باعث تحریک آنزیم پراكسيداز گردید اما این ميزان با تيمارهاي شاهد )آب مقطر و (A442) كنترل

 .(1)جدول دار نبود معنيسبوس خرد شده و پيت موس( از نظر آماري 
 

  
 T.virense A224 جدايهپرگته  -1شكل 

 پي دي آ بر روي محيط
 جدايهفياليد در  -2شكل 

 T.virense A224 
 

چه پروتئين( ريشه گرمميليمقايسه ميانگين فعاليت آنزيم پراكسيداز )تغييرات جذب نور/دقيقه/ -1 جدول

: كد A442, A224پتبه  تيمار شده با ترشحات مايع خارج سلولي دو جدايه تريكودرما در شرايط آزمايشگاه. 

 سبوس خرد شده و پيت موس(: WBPMي تريكودرما، هاجدايه

 گوسيپول ميزان آنزیم پراكسيداز فعاليت تيمار

 c 98/5 b 5/121 آب مقطر

WBPM b 31/9 b 191 

224 A a 21/11 a 5/315 

442 A b 28/8 b 191 

 . با یكدیگر هستند دار( داراي اختلاف معني≥11/1P و ≥15/1Pاند، در آزمون دانكن )تيمارهایي كه با حروف مختلف نشان داده شده
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باعث افزایش فعاليت آنزیم و A224 جدایه مؤثر در بيوكنترل  ،در این آزمایش مشخص گردید

 ترپنوئيد گوسيپول شده است و این نتایج حاكي از آن است ترشحات این جدایه داراي مواد تحریک

 )شكل وجود نداشت  A442باشند كه این مواد در ترشحات جدایهچه ميكننده یا اليسيتور در ریشه

)جدا  G6 T.virensول نيز نشان دادند ترشحات خارج سلولي جدایه مؤثر در بيوكنترل ها. هنسون و(3

نسبت به ترشحات خارج سلولي  (R.solani) شده از مزارع پنبه و مؤثر بر عامل مرگ گياهچه پنبه

آنزیم پراكسيداز و كنندگي بيشتري در توليد اثرات تحریک G6-4 T.virensمؤثر  جدایه غير

 چه پنبه داشتگوسيپول بر روي ریشهاسيد لاكتون و همي ،گوسيپوليکترپنوئيدهاي گوسيپول، همي

  .(2111 ،)هنسون و همكاران

 

 
 

 .چه حاوي گوسيپول نسبت به شاهدمقايسه تغيير رنگ عصاره ريشه -3 شكل

 

كتتده ترشحات خارج سلولي بررسي خصوصيات بيوشيميايي و فيزيكي تركيبات تحريك

 تريكودرما A224جدايه 

كتتدگي ترشحات خارج تأثير دو فاز محلول در كلروفرم و محلول در آب بر خاصيت تحريك

و ميزان  فعاليت آنزیم پراكسيداز محلولالقاء نتایج آماري نشان داد كه بين تيمارها در : سلولي

داري در سطح یک درصد از نظر در آب اختلاف معني ظر فاز محلول در كلروفرم و محلولاز ن گوسيپول

تریكودرما به تنهایي  A224ترشحات خارج سلولي جدایه  .((≥15/1P≤، 11/1P)) آماري وجود دارد

را داشت و بعد از آن فاز  و ترپنوئيد گوسيپولكنندگي بر فعاليت آنزیم داراي بالاترین اثرات تحریک

)جدول  دار بودندكنندگي بهتري بود. این اختلافات از نظر آماري معنيمحلول در آب داراي اثر تحریک

شوندگي كننده در ترشحات خارج سلولي قابليت حلن آزمایش نتایج نشان داد مواد تحریکیدر ا .(2

جدایه مؤثر در  سلولي ول نيز نشان داد ترشحات خارجهاكمي در كلروفرم داشتند. نتایج هنسون و
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عبارتي هچه پنبه نداشت و بقابل حل در كلروفرم اثر تحریک كنندگي در ریشه G6 T.virensبيوكنترل 

  .(2111 ،)هنسون و همكاران این مواد محركه در ترشحات خارج سلولي غير قابل حل در كلروفرم بودند

 
تريكودرما در  A224ترشحات مايع خارج سلولي جدايه  كتتدگيبررسي خصوصيات تحريك -2جدول 

 چه پتبهريشه

 گوسيپول ميزان آنزیم پراكسيداز فعاليت تيمار

     حلاليت

CFS a 22/11 a 311 

 a 31/8 a 319 فاز حلال در آب

 b 39/1 b 121 فاز حلال در كلروفرم

     دما

 a 28/11 a 5/221 گراد()درجه سانتي  28

 a 12/11 a 213 گراد()درجه سانتي 81

با یكدیگر  دارداراي اختلاف معني( ≥11/1P و ≥15/1P)اند، در آزمون دانكن تيمارهایي كه با حروف مختلف نشان داده شده

 : ترشحات خارج سلوليCFS  هستند.

 

داري نتایج نشان داد كه اختلاف معني: كتتدگي ترشحات خارج سلولياثر دما بر خاصيت تحريك

و  ( در ميزان فعاليت آنزیم پراكسيدازگراددرجه سانتي 81و  28دمایي )از نظر  آماري بين دو تيمار 

تریكودرما در دماي  A224اج نشان داد نگهداري جدایه تن(. ≥11/1P) وجود نداشت ميزان گوسيپول

كنندگي آن و در نتيجه كاهش فعاليت آنزیم پراكسيداز تاثيري بر روي فعاليت تحریک گرادسانتي 81

 ،)هنسون و همكاران ول بودهااین نتيجه موافق نتيجه هنسون و. (2)جدول  چه نداشتدر عصاره ریشه

 اليسيتور بدست آمده در تحقيقات این دانشمندان نيز مقاوم به حرارت بود. .(2111

 

  K اثر تريپسين و پروتئيتاز

 نتـایج نشـان  : كتتدگي ترشحات خارج سولولي بر خاصيت تحريك K اثر تريپسين و پروتئيتاز

چه پنبـه از نظـر   عصاره ریشهو ميزان گوسيپول بين تيمارهاي آزمایش در فعاليت آنزیم پراكسيداز ، داد

. در این آزمون مشـخص گردیـد هـر دو تيمـار ترشـحات      وجود دارد (.≥15/1P) دارمعنيآماري تفاوت 

 اثـر  سـلولي كننـدگي ترشـحات خـارج    بر روي فعاليت تحریـک  K خارج سلولي با تریپسين و پروتئيناز

. به عبارتي مـواد  (3 جدول) شده استو گوسيپول داشته است و باعث كم شدن ميزان آنزیم پراكسيداز 

تریكودرما به دو تركيب تریپسين و پروتئيناز  A224اليسيتوري یا محركه ترشحات خارج سلولي جدایه 
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K .حساســيت بــه پروتئينــاز  حساســيت نشــان دادK پروتئينــي یــا دهنــده ماهيــت توانــد نشــانمــي

 ن مواد محركه یا اليسيتور باشد.گليكوپروتئيني ای
 

پروتئين( و ميزان  گرمميليمقايسه ميانگين فعاليت آنزيم پراكسيداز )تغييرات جذب نور/دقيقه/ -3 جدول

 (CFS) ترشحات مايع خارج سلولي تحت تيمار آنزيميچه پتبه گوسيپول )ميكروگرم بر گرم بافت ريشه( ريشه

 تريكودرما در شرايط آزمايشگاه  A224 جدايه

 گوسيپول ميزان پراكسيدازآنزیم  فعاليت تيمار

CFS a 12/11 a 5/219 

CFS +تریپسين b 91/9 b 5/211 

CFS +پروتئيناز K b 29/9 b 211 

با یكدیگر  دارمعنيداراي اختلاف ( ≥11/1P و ≥15/1P)اند، در آزمون دانكن تيمارهایي كه با حروف مختلف نشان داده شده

  .هستند
 

نتـایج نشـان داد كـه اخـتلاف     : چهكتتدگي ريشهبر خاصيت تحريك Kاثر تريپسين و پروتئيتاز 

 وجـود دارد  و ميـزان گوسـيپول   آمـاري بـين تيمارهـا در تحریـک فعاليـت آنـزیم پراكسـيداز        دارمعني

(15/1P≤  11/1وP≤). ماده به تنهایي باعث تحریـک   چه با تریپسين مشخص گردید اینریشه در تيمار

چنـد بـه    هـر  Kتيمـار پروتئينـاز    .(1 )جدول ریشه به توليد آنزیم پراكسيداز و ميزان گوسيپول گردید

نسبت تيمار شاهد )آب مقطر( كمي افزایش فعاليت آنزیم و افزایش ميزان گوسيپول را داشت ولي ایـن  

 نبود.   دارمعنياختلاف در سطح یک درصد براي فعاليت آنزیم پراكسيداز 
 

پروتئين( و ميزان  گرمميليمقايسه ميانگين فعاليت آنزيم پراكسيداز )تغييرات جذب نور/دقيقه/ -4 جدول

 چه پتبه  تحت تيمار آنزيم  در شرايط آزمايشگاهگوسيپول )ميكروگرم بر گرم بافت ريشه( ريشه

 گوسيپول ميزان پراكسيدازآنزیم  فعاليت تيمار

 b 91/5 c 5/131 آب مقطر

 a 99/9 a 5/191 تریپسين

 K b 1/2 b 5/151پروتئيناز 

با یكدیگر دار معنيداراي اختلاف  (≥11/1P و ≥15/1P)اند، در آزمون دانكن تيمارهایي كه با حروف مختلف نشان داده شده

 .هستند
 

كارايي  ستجش ميزان گوسيپول در عصاره ريشه چه پتبه با استفاده ازكروماتوگرافي مايع با 

)تيمار تریپسين و ترشحات خارج سلولي( با  چه پنبهایج ارزیابي ميزان گوسيپول یک نمونه ریشهنت: بالا
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 كروماتوگرافي مایع با كارایي بالا، سنجش ميزان گوسيپول با استفاده از روش اسپكتروفتومتري استفاده از

چه گوسيپول را در روش برگرم بافت ریشهميكروگرم  212. این نمونه ميزان (1)شكل  را تائيد نمود

ميكروگرم  5/211كروماتوگرافي مایع با كارایي بالا نشان داد كه در روش اسپكتروفتومتري نيز این ميزان 

بين دو تيمار )سنجش با اسپكتروفتومتر و اچ پي ال  دارمعنيبر گرم بافت ریشه بود. از نظر آماري اختلاف 

 سي( وجود نداشت.  

 
 چه كروماتوگرام حاصل از دستگاه اچ پي ال سي: نمونه ريشه -4شكل 

 
توري در يكننـدگي یـا اليس ـ  تحریـک  ها و گليكوپپتيدهاي زیـادي بـا خاصـيت   امروزه گليكوپروتئين

برخـي از ایـن مـواد    . (1992 ،انـد )هـون  هـا شناسـایي و گـزارش گردیـده    اميسـت ها و اتعدادي از قارچ

( هرچند در این تحقيـق نيـز بـا    1988 ،)كوگل و همكاران باشندها ميقارچهایي از دیواره سلولي بخش

توان چنين اسـتنباط كـرد كـه    و تریپسين مي Kتوجه به حساسيت ترشحات خارج سلولي به پروتئيناز 

 ايهاي اليسيتورهاي شـناخته شـده  ااميستها یا  ُاین مواد نيز ماهيتي شبيه پروتئين دارند. برخي قارچ

هـایي بـا   كـه هولـوپروتئين   .Phytophthora sppي هاجمله اليسيتورهاي بدست آمده از گونه دارند از

؛ پرنولـت  1992 ،؛ نسپولوس و همكاران1992 ،)هيوت و همكاران كيلودالتون هستند 11توده مولكولي 

 في شدهدر تحقيقات معر عنوان اليسيتورهنيز ب T.virideآنزیم سلولاز جداسازي از  (.1993 ،و همكاران

با توليد آنزیم سلولاز، باعـث پاسـخ فـوس حساسـيت و      T.virideاست. كالدرون و همكاران نشان دادند 

آلماتسـين   (.1993 ،)كالـدرون و همكـاران   هاي انگور شده استدر سلول 1توليد فيتوالكسين رسوراتول

كـه باعـث القـاء     استT.viride  یک پپتيد مركب از این اليسيتور باشد.گروه جدیدي از اليسيتورها مي

ه بـر ایـن   (. عـلاو 2113 ،)چـن و همكـاران   بيوسنتز تركيبات فرار در لوبيا و آرابيدوپس گردیـده اسـت  

كنـد كـه   كيلو دالتون( توليد مي 12-2) چندین پروتئين و پپتيد T.viride، اليسيتورهاي شناخته شده

                                                 
1- Resveratol 
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 ،)هنسـون  چه گياه پنبه شده استيداز در ریشهمنجر به توليد ترپنوئيدها و افزایش فعاليت آنزیم پراكس

2111   .) 

هاي ملكولي و بررسي ماهيت ژنتيكي مقاومت امروزه بررسي پدیده القاء مقاومت به كمک روش

تواند بر دقت و صحت نتایج هاي مورد استفاده در این آزمایش، ميرواج پيدا كرده كه در تلفيق با روش

اخير نشان داده كه مسيرهاي متعدد هدایت سيگنال بعد از تحریک گياه هاي بيفزاید. همچنين پژوهش

بررسي دقيق و مولكولي این مسيرها  .(1988 ،ون لون و همكاران) بوسيله عوامل القاگر وجود دارد

سازي استفاده از این ي القاء مقاومت و در نتيجه بهينههاتواند در روشن شدن هرچه بيشتر مكانيزممي

هاي دفاعي با استفاده از فعال كردن واكنش هاي گياهي، حائز اهميت باشد.كنترل بيماريم در سمكاني

عنوان یک استراتژي ارزشمند و یک گزینه مطلوب در استفاده از گياهان تراریخته تواند بهاليسيتورها مي

هاي نيز به كار گرفته شوند. توليدات ناشي از بيان ژن بيمارگربراي حفاظت گياهان در مقابل عوامل 

 ،هاكننده مقاومت گياهي هستند كه همگي منجر به ساختن فيتوالكسينگياهان تراریخته نيز تحریک

-PR بيمارگرشوند و در نتيجه باعث افزایش مقاومت به چند عامل ها و تركيبات دیگر ميپروتئين 

 شوندهمچنان مقاوم به شرایط مضر غير زنده نيز مي، شوندها ميريها و باكتگياهي از جمله قارچ

كه تجزیه  بالاالكتروفوز دو بعدي با قدرت تفكيک  و . ابزار پایه پروتئوميكس(2111 ،)هارمن و همكاران

هاي مهم در تشخيص پروتئين عامليعنوان هتواند بسازد ميهمزمان هزاران پروتئين را ميسر مي

كنون با استفاده از این تكنيک تا تریكودرما كه در استقرار بيوكنترل تأثير دارند، مطرح باشد.هاي گونه

اند. بسياري از این هاي متعددي با ماهيت آنزیمي و غير آنزیمي شناسایي و غربال گردیدهپروتئين

 ترشح شده توسط هاياغلب آنزیمامروزه  اند.ها بعنوان اليسيتور یا ماده محركه معرفي شدهپروتئين

، فعاليت ضد اندقرار گرفتهآزمایش مورد ند و اكه بصورت پروتئين خالص درآمده هاي تریكودرماونهگ

انجام شده است و مشخص گردیده  ساليان اخيركارهاي بنيادي طي .از خود نشان دادند وسيعيقارچي 

اي در تریكودرما، پتانسيل بالقوههاي هاي تجزیه كننده دیواره سلولي حاصل از استریناست كه آنزیم

 (.2111 ،)مونته كشي جدید دارندهاي قارچعنوان تركيبات  فعال در فرمولاسيونه كشاورزي ب

 

 متابع
A.O.C.S. 1985a. Determination of free gossypol. Official Method Ba 7-58. In: 

Official and Tentative Methods of Analysis, 3rd ed., Amer. Oil Chem. Soc., 

Chicago. 

Calderon, A.A., Zapata, J.M., Munoz, R., Pedreno, M.A. and Barclero, A.R. 1993. 

Resveratrol production as a part of the hypersensitive-like response of grapevine 

cells to an elicitor from Trichoderma viride. New Phytopathologist, 124(3): 

455-463. 



 1131(، 1( شماره )2پنبه ايران جلد )های مجله پژوهش                                                                                    14

Chen, C., Belanger, R.R., Benhamou, N., and Paulitz, T.C. 2000. Defense enzymes 

induced in cucumber roots by treatment with palnt growth promoting 

rhizobacteria (PGPR) and Pythium aphanidermatum.Physiological and 

Molecular Plant Pathology, 56:13-23. 

 Djonovic, S. and Kenerly, C.M. 2005. Role of two secreted proteins from 

Trichoderma virens in mycoparasitism and induction of plant resistance.PhD 

teesis submitted to the office of graduated studies of Texas A & M University. 

217 Pp.  

Fric, F. 1976. Oxidative enzymes.In: Heitefuss, R. & P.H. Williams (Eds), 

Encyclopedia of plant physiology, Vol. 4, Springer-verlag Berlin Heidelberg 

New York. Pp: 617-631. 
Hamdullahzadeh, A. 1989. Survay of cotton diseases in Gorgan, Final report 

designe, Agricultural research center of Golestan province. 42 Pp. 

Hammand-Kosack, E. and Jones, D.G.I.J. 1996. Resistance gene-dependent plant. 

The Plant Cell, 8: 1773-1791. 

Harman, G.E. 2000. Myths and dogmas of biocontrol. Changes in perception derived 

from research on Trichoderma harzianum T22. Plant Disaeses, 84: 377-393.  

Hohn, M.G. 1996. Microbial elicitors and their receptors in plants. Annual Review 

Phytopathology, 34:387-412. 

Hanson, L.E. and Howell C.R. 2004. Elicitors of plant responses from biocontrol 

strains of Trichoderma virens.Phytopathology, 94:171-174. 

Hanson, L.E. 2000. Reductions of Verticillium wilt symptoms in cotton following 

seed treatment with Trichoderma virens. Journal of Cotton Science, 4: 224-231. 

Harman, G.E., Howell, C.R., Viterbo, A., Chet, I. and Lorito, M. 2004. Trichoderma 

species opportunistic, virulent plant symbionts. Nature Reviews, 2: 43-56.  

Hillocks, R.J. 1992. Cotton Diseases. C.A. B International Wallingford. UF. 415pp. 

Howell, C.R., Devay, J.E. and Batson, W.E. 1997. Field control of cotton seedling 

diseases with Trichoderma virens in combination with fungicide seed treatment. 

Journal of Cotton Science, 1:15-20. 

Howell, C.R., Hanson, L.E., Stipanovic, R.D. and Puckhaber, L.S. 2000. Induction 

of terpenoid synthesis in cotton roots and control of Rhizoctonia solani by seed 

treatment with Trichoderma virens. Phytopathology, 90: 284-252. 

Hron, R.J. 1990. Determination of free and total gossypol by HPLC. Journal of 

Ammerican Oil Chemistry Society, 67: 182-187. 

Hron, R.J. 1987. The potential commercial aspects of gossypol by HPLC. Journal 

of Ammerican Oil Chemistry Society, 64: 1315-1319. 

Huet, J.C., Nespoulous, C., and Pernollet, J.C. 1992. Structures of elicitin isoforms 

secreted by Phytophthora drechsleri. Phytochemistry, 31:1471-1476.  

Kogel, G., Beissmann, B., Reisener, H.J., and Kogel, K.H. 1988. A single glycoprotein 

from Puccinia graminis f. sp. tritici cell walls elicits the hypersensitive lignification 

response in wheat. Physiological Molecular Plant Pathology, 33:173-185.  



 15                                                                                                      و همكاران                             فاطمه آزاد ديسفاني

Liu, J. and Ekramoddoullah, A.K.M. 2006. The family 10 of plant pathogenesis-

related proteins: Their structure, regulation, and function in response to biotic 

and abiotic stresses. Physiological and Molecular Plant Pathology, 68:3–13. 

Mann, G.E., Carter, F.L., Frampton, V.L., Watts, A.B., and Johnston, C. 1962. 

Evaluation of cotton seed meals prepared by solvent extraction with acetone- 

hexane- water. Journal of Ammerican Oil Chemistry Society, 39: 85-90. 

Melero-Vara, J.M. and Jimenez-Dias, R.M. 1990. Etiology, incidence and 

distribution of cotton seedling damping-off in southern Spain.Plant Disaese, 74: 

597-600. 

Monte, E. 2001. Understanding Trichoderma: between biotechnology and 

microbial ecology. International of Microbiology, 4:1-4. 

Namdeo, A.G. 2007. Plant cell elicitation for production of secondary metabolites. 

.Pharmacognosy Reviews, 1: 69-79. 

Nespoulous, C., Huet, J.C., and Pernollet, J.C. 1992. Structure-function 

elationships of and elicitins, signal proteins involved in the plant–Phytophthora 

interaction. Planta, 186:551-557.  

Peng, M. and Kuc, J.A. 1992. Peroxidase- generated hydrogen peroxide as a source 

of antifungal activity in vitro and on tobacco leaf disks. Phytopathology, 82: 

696-699. 

Pernollet, J.C., Sallantin, M., Salle-Tourne, M., and Huet, J.C. 1993. Elicitin 

isoforms from seven Phytophthora species: Comparison of theihysico-chemical 

properties and toxicity to tobacco. 2002. Molecular biology of fungal 

development. Marcel Dekker, New York. 607 pp. 

Smit, F. and Durbey, I.A. 1997. Cell wall reinforcement in cotton hypocotyls in 

response to a Verticillium dahliae elicitor. Phytochemistry, 44: 811-815. 

Stoll, V.S. and Blanchard, J.S. 1990. Buffers: Principles and practice.Pp. 24-38 in 

M.P. Deutscher (Edi). Methods in Enzymology, Vol. 182: Guide to protein 

purification. Academic Press, San Diego. 

 Triplett, B.A., Moss, S.C., Bland, J.M. and Dowd, M.K. 2008. Induction of hairy 

root cultures from Gossypium barbadense to produce gossypl and related 

ompounds. In Vitro Cell.  Developmental Biology - Plant, 44:508-517. 

Trushina, N., Mukherjee, P.K., Kenerley, C.M. and Horwitz, B.A. 2010. 

Expression of small secreted proteins in response to co-culture of Trichoderma 

virens with maize roots. Pp: 42. BARD Workshop. Trichoderma (Molecular 

mechanisms and applications of biocontrol in Agriculture). Technion, Haifa, 

Israel. October 12-15, 68 Pp. 

Tseng, S.C., Liu, S.Y., Yang, H.H., Lo, C.T., and Peng, K.C. 2008. Proteomic 

study of biocontrol mechanisms of Trichoderma harzianum T323 in response to 

Rhizoctonia solani. Jornal of Agricultural and Food Chemistry, 56: 6914-6922. 

Van Loon, L.C., Bakker, C. and Pieters, C.M. 1998. Systemic resistance induced 

by rhizosphere bacteria. Annual review of Phytopathology, 36: 453-483. 

http://www.springer.com/life+sciences/plant+sciences/journal/11627


 1131(، 1( شماره )2پنبه ايران جلد )های مجله پژوهش                                                                                    16

Vidhyasekaran, D. 2002. Bacterial disease resistance in plants. CRC Press. 492Pp. 

Watkins, S.E., and Waldroup, P.W. 1994. Reduction in dietary nutrient density 

level improves acceptance of cotton seed meal by broiler. The Poultry Science, 

3:7-16. 

 Woo, S.L., Scala, F., Ruocco, M., and Lorito, M. 2006. The molecular bilogy of 

the interactions between Trichoderma spp., phytopathogenic fungi, and plants. 

Phytopathology, 96: 181-185. 

Yedidia, I., Behamou, N., and Chet, I. 1999. Induction of defense responses in 

cucumber plants (Cucumis sativus L.) by the biocontrol agent Trichoderma 

harzianum. Applied and Environmental Microbiology, 65: 1061-1070. 

 

  



Iranian Journal of Cotton Researches  

Vol. 1, No. 2, 2014 

www.jcri.ir 
 

Defense responses of cotton seedling to Trichoderma elicitors 

 
F. Azad Disfani*1, H. Rohani2, M. Falahati Rastegar2  

and E. Mahdikhani Moghaddam4 
1Assistant Prof. Cotton Research Institute of Iran (Gorgan) 

2&3Professor and Associate Prof. Ferdowsi University of Mashhad 

Recieved: 2013/12/3          Accepted: 2014/5/4 

Abstract 

    Seedling damping-off is a major disease of cotton in various areas of Iran that 

damages to cotton fields every year. Recently, Trichoderma spp. are considered as 

one of the biological agents for seedling damping-off controll. Induction of plant 

defensive system is the most important mechanism to biocontrol of Trichoderma 

spp. In this study, extra-cellular flouids derived from culture filtrates of two 

isolates of Trichoderma virens as effective biocontrol on cotton seedling damping-

off caused by Rhozoctonia solani isolate A224 and noneffective biocontrol isolate 

A442 were studied. The characteristics of elicitation activity were assayed by 

peroxidase and gossypol level of rootlet extracts and were evaluated by 

colorimetric methods and spectrophotometer. Biochemical and physical aspects of 

elicitore compounds of culture filtrates were measured too. The results showed that 

culture filtrates from effective biocontrol isolate A224 of Trichoderma virens was 

found to stimulate elicitore compounds (peroxidase and gossypol) in cotton radicle 

than noneffective biocontrol isolate A442 of T.virens.The results confirmed these 

elicitors were found to be heat stable, insoluble in chloroform and sensitive to 

treatment by proteinase K. The elicitors are most likely proteins or glycoproteins.  

 
Keywords: Eilicitore, Defense Response, Trichoderma, Cotton Seedling Damping-

off.1 
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