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  مقدمه 

زميني گياهي است با ارزش غذايي بالا كه از نظر توليد و مصرف در جهان پس از  سيب     

هاي مهم  يكي از بيماري . (Anonymous, 2009) داردگندم، ذرت، برنج و جو مقام پنجم را 

زميني در مزرعه و انبار پوسيدگي خشك غده است كه معمولاً در زمستان و بهار مشهود  سيب

رسد، به اين بيماري  زميني كه در بازار به فروش مي درصد محصول سيب 20بيش از . باشد مي

هاي غده و قطعات بذري،  ترين نوع پوسيدگي شايع.  (Cullen et al., 2005)باشد  مبتلا مي

ها و  هاي بذري آلوده موجب پوسيدگي غده پوسيدگي خشك فوزاريومي است، كشت غده

قطعات بذري شده و كاهش تعداد بوته در واحد سطح و در نتيجه كاهش عملكرد را در برخواهد 

زا بودن  علت توكسين مالي بهاين بيماري علاوه بر خسارت  .(Theron and  Holz, 2010)داشت 

  .(Row, 1993) روند هاي فوزاريوم، خطر جدي براي سلامت انسان و دام به شمار مي اغلب گونه

هاي مختلف فوزاريوم از مهمترين عوامل كاهش سلامت و عملكرد گياهان زراعي  گونه     

خشك فوزاريومي عامل پوسيدگي مهمترين  F. solaniدر اين بين گونه . روند شمار مي به

در مزارع و بخصوص   با توجه به جايگاه ويژه اين بيماري.(Nasr- Esfahani, 1998) باشد مي

هاي مناسب در كنترل اين بيماري  كاري كشور، يكي از شيوه زميني انبارهاي مناطق عمده سيب

زياد از باشد كه به دليل خاكزي بودن اين قارچ، بايد به مقدار  ها مي كش استفاده از قارچ

هاي سنگين، كاهش  استفاده از اين مواد شيميايي علاوه بر هزينه. ها استفاده شود كش قارچ

درآمد توليد و افزايش قيمت تمام شده محصول، مشكلات زيست محيطي متعددي را به همراه 

جهت نيل به اهداف كشاورزي پايدار و كاهش مصرف سموم شيميايي، كنترل بيولوژيك  .دارد

هاي آنتاگونيست از  كه در اين راستا از قارچ. آيد شمار مي اسب در كنترل بيمارگر بهروشي من

  .(Vinal et al., 2008)گردد  استفاده مي spp. Trichoderma  جمله قارچ

اتصال ، گرايي شامل فرايندهايي نظير شيمي هاي تريكودرما گونهآنتاگونيستي  هاي مكانيسم     

كيتيناز ر هاي خارج سلولي نظي نزيمآاين مراحل با ترشح . اي است پيچش و نفوذ ريسه ،اي ريسه

  .(Lorito et al., 1994)هاي ثانويه همراه است عنوان متابوليت به پروتئاز بتاگلوكوناز و و

بيوز،  ، مايكوپارازيتيسم، آنتيTrichodermaهاي ديگر آنتاگونيستي قارچ  از جمله مكانيسم 

   .(Savazzini et al., 2009) باشد ها، كلنيزاسيون ريشه و القاء مقاومت مي پاتوژن رقابت با

هاي بيمارگر رشد  قارچ  تواند به سمت هيف دهد كه قارچ تريكودرما مي تحقيقات نشان مي     

ها بر سر غذا، فضا و ساير منابع، رقابت كند و با پيچش و تشكيل اندامهاي   كند و با آن
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ها  هاي ميزبان موجب تجزيه ديواره سلولي و قطعه قطعه كردن هيف به دور هيف شكل قلابي

   .(Benitez et al., 2004) شوند مي

از رشد ميسليوم اكثر T. harzianum  و T. virensي   طي تحقيقي مشخص شد كه جدايه     

كند و استفاده از هركدام از عوامل بيوكنترل در  هاي عامل پوسيدگي ريشه، جلوگيري مي قارچ

خاكهاي آلوده موجب كاهش درصد آلودگي گياهان و كاهش شدت بيماري در خاكهاي آلوده 

   .(Faheem et al., 2010)شود  مي

 Mohammadi et al., 2009 ; Katatny et)هاي قارچ تريكودرما  با توجه به اهميت گونه     

al., 2001) .  ،هاي آنتاگونيست مذكور  در اين تحقيق تأثير قارچدر كنترل بيمارگرهاي خاكزاد

زميني، در شرايط آزمايشگاه مورد  عامل پوسيدگي خشك سيب F. solaniدر كنترل قارچ 

  .  بررسي قرار گرفت
  

  ها مواد و روش

  تهيه عوامل بيوكنترل

ــه      ــاي جداي  Tوharzianum (1,2,3,4)   Trichoderma،T. virens ، T. koningiiه

.longibrachiatum    از خاك باغات پسته كرمان توسط خانم دكتر صديقه محمـدي، اسـتاديار

  .دانشگاه آزاد واحد شيراز جداسازي شد و در اختيار قرار گرفت
  

  تهيه قارچ عامل بيماري

توسط آقاي دكتر حسين علايي، استاديار دانشگاه وليعصر رفسنجان  F. solaniپرگنه قارچ      

زميني شهرستان جيرفت جداسازي شـد و در اختيـار قـرار     سيبزميني مزارع  هاي سيب از غده

  .استفاده شد 1اسپور سازي قارچ از روش تك گرفت و به منظور خالص
  

  زايي آزمون اثبات بيماري

هاي  بر اين اساس جدايه. جهت انجام آزمون اثبات بيماريزايي از اصول كخ استفاده گرديد      

CLAخالص شده به محيط 
حدود (منتقل شدند و پس از تشكيل كنيديوم روي برگ ميخك  2

ليتر آب مقطر استريل منتقل و  ميلي 10يك لوپ، از اسپورهاي روي برگ ميخك به ) روز 14

اسپور 104ليتر به  تعداد اسپور در هر ميلي) هموسايتومتر( شمار سپس با استفاده از لام گلبول

هاي با  زني سوسپانسيون اسپور مزبور از غده مايه براي.  (Fisher et al., 1983)تنظيم شد

                                                
1
Single spore 

2Carnation leaf agar 
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درجه سلسيوس نگهداري شده بودند  5ماه در سردخانه در دماي  3ظاهري سالم كه به مدت 

درجه سلسيوس قرار داده  25زني در دماي  هاي مزبور دو روز قبل از مايه غده. استفاده گرديد

دقيقه قرار داده  15درصد به مدت  3سديم  ها در محلول هيپوكلريد غده. (Boyd, 1972) شدند 

ها با استفاده از يك  در دو انتهاي غده. شده و پس از شستشو با آب مقطر استريل، خشك شدند

از سوسپانسيون  2/0متر ايجاد و  سانتي 3/0هايي به عمق تقريبي  تيز، حفره  ميله استريل نوك

موجود در بافت غده تزريق و دهانه منفذ  هاي اسپور  كه رقت آن قبلاً تنظيم شده بود در حفره

ها داخل پاكت كاغذي به مدت سه هفته در  غده. با پارافين جامد ذوب شده مسدود گرديد

پس از . درجه سلسيوس در اتاقك حرارت ثابت و در تاريكي نگهداري شدند 125دماي 

سازي و  خالصگذشت اين مدت زمان، علائم بيماري مشاهده شد سپس  اقدام به جداسازي، 

هاي تلقيح  دست آمده با جدايه هاي به شناسايي مجدد قارچ گرديد و مشخص شد كه جدايه

 .شده، از نظر خصوصيات ميكروسكوپي و ماكروسكوپي مطابقت داشتند

  

-Tricho آنتاگونيست هاي مختلف جدايه) 1كشت متقابل(مستقيم  ماكروسكوپي تقابلبررسي 

derma بيمارگر  و قارچFusarium solani  

اي،  در رقابت تغذيه Trichoderma هاي مختلف اين آزمايش با هدف مقايسه توانايي جدايه     

روي قارچ  ها آنتاگونيست، استقرار و پيشروي   F. solaniقارچ بازدارندگي از رشد ميسيسليوم

  .عامل بيماري در محيط كشت انجام شد

. سـاخته شـد   PDAمتري، محيط كشـت   هاي پتري نه سانتي در اين آزمايش درون تشتك     

متري از حاشـيه كشـت چهـار روزه ميسـيليوم      پس از انعقاد محيط كشت، يك قرص پنج ميلي

متري از لبه تشتك پتري در يك طرف محيط و در طـرف   به فاصله يك سانتي F. solaniقارچ 

هـاي تريكودرمـا    حاشيه كشت چهار روزه هر كدام از جدايهمتري از  مقابل يك قرص پنج ميلي

)TH1 ،TH2 ،TH3 ،TH4 ،T. longibrachiatum،  koningii  T.  وvirens (T.  قرار داده شد .                        

در تيمار شاهد يك قرص پنج ميلي متري از حاشيه كشت قارچ عامل بيماري در وسط تشـتك  

   .(Mohammadi et al., 2009)پتري قرار داده شد

درجه سلسيوس منتقل  25هاي پتري پس از كشت به درون انكوباتور با دماي  تشتك     

هاي  فاصلهطور روزانه انجام شد و نتايج در  بهقارچ عامل بيماري گيري رشد شعاعي  اندازه. شدند

كه قارچ بيمارگر  پس از آن. ساعت پس از كشت مورد بررسي قرار گرفتند 72و  48، 24زماني 

  . در تيمار شاهد كل پتري را پوشاند آزمايش به اتمام رسيد

 :درصد بازدارندگي از رشد ميسيليوم قارچ عامل بيماري با استفاده از رابطه زير محاسبه گرديد
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  به روش ايجاد شيار F. solaniو قارچ  آنتاگونيستهاي  مستقيم جدايه رسي ميكروسكوپي تقابلبر

 PDAمتري حاوي محيط كشت  سانتي نههاي پتري  در اين روش پس از آماده شدن تشتك     

متر در طول قطر پتري در وسط محيط كشت  منعقد شدن محيط، نواري به عرض يك سانتيو 

هاي پتري قرص پنج ميلي  سپس در يك طرف تشتك. بوسيله اسكالپل استريل برداشته شد

متري از  متري از حاشيه كشت چهار روزه قارچ بيمارگر و در طرف مقابل قرص پنج ميلي

هاي هر  به منظور اينكه ريسه. قرار داده شد آنتاگونيستجدايه  هفت حاشيه كشت چهار روزه

دو قارچ در محل شيار با هم برخورد نمايند، با توجه به رشد سريع قارچ تريكودرما، قارچ 

هاي پتري پس از  تشتك  (Mohammadi et al., 2009)بيمارگر در نزديكي شيار قرار داده شد

ساعت هر  48پس از گذشت . درجه سلسيوس قرار داده شدند 25كشت در انكوباتور با دماي 

  . هم برخورد نمودند دو قارچ رشد نموده و در قسمت فاقد محيط كشت به

در قسمت شيار بوسيله  F. solani و مختلف آنتاگونيستهاي  ثير جدايهتأنحوه      

  .مورد مشاهده و بررسي قرار گرفت 400ايي ميكروسكوپ با بزرگنم
  

  نتايج و بحث

  F. solaniهاي مختلف آنتاگونيست و قارچ  بررسي ماكروسكوپي تقابل مستقيم جدايه     

 )ساعت پس از كشت 24(گيري  نوبت اول اندازه - الف

درصد،  5و  1نتايج مقايسه ميانگين به روش آزمون چند دامنه دانكن در سطح احتمال      

اي در جلوگيري از  آنتاگونيست از نظر قدرت رقابت و تغذيه هاي كند بين جدايه مشخص مي

 . ساعت پس از تلقيح، اختلاف معني داري وجود نداشت 24در  F. solaniرشد ميسليوم

  .شود مشاهده مي 1نتايج حاصل از تجزيه واريانس درصد بازدارندگي از رشد در جدول     

 F. solaniهاي مختلف آنتاگونيست عليه  با مقايسه درصدهاي بازدارندگي از رشد جدايه     

 .Fدرصد، از رشد ميسليوم قارچ  18/41هاي آنتاگونيست به ميزان  ملاحضه شد تمام جدايه

solani جلوگيري كردند و همگي در يك گروه آماري قرار دارند.  

  )شتساعت پس از ك 48(گيري  نوبت دوم اندازه - ب

 .Fهاي آنتاگونيست از نظر بازدارندگي از رشد ميسليوم  درصد بين جدايه 99به احتمال      

solani  دار وجود دارد ساعت پس از كشت اختلاف معني 48در .  

مشاهده  1ساده درصد بازدارندگي از رشد در جدول  نتايج حاصل از تجزيه واريانس     

  .شود مي
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  F. solaniهاي مختلف آنتاگونيست عليه  با مقايسه درصدهاي بازدارندگي از رشد جدايه     

 5/62به ميزان  Th4, Th3, Th2, Th1, T. longibrachiatumهاي  شود كه جدايه ملاحضه مي

اند  بيمارگر را داشته است كه در يك گروه آماري قرار گرفته درصد بيشترين بازدارندگي از رشد

  داري ندارند  تلاف معنيو با هم اخ

  )ساعت پس از كشت 72(گيري  نوبت سوم اندازه -ج

 .Fهاي آنتاگونيست از نظر بازدارندگي از رشد ميسليوم  درصد بين جدايه 99به احتمال      

solani  دار وجود دارد ساعت پس از كشت اختلاف معني 72در.  

 1در جدول) ساعت 72(گي از رشد نتايج حاصل از تجزيه واريانس ساده درصد بازدارند    

  .شود مشاهده مي

 F. solaniهاي مختلف آنتاگونيست عليه  با مقايسه درصدهاي بازدارندگي از رشد جدايه     

به ترتيب به  T. harzianum1 و T. longibrachiatumهاي  ملاحضه شد كه جدايه) 1نمودار(

، درصد، بيشترين بازدارندگي از رشد را داشته است، كه در يك گروه 21/79و  35/82ميزان 

 58/70به ميزان  T. virensداري وجود ندارد و جدايه  آماري قرار دارند و بينشان اختلاف معني

در   ).1ل شك(قرار دارد  dدرصد، كمترين بازدارندگي از رشد را داشته است كه در گروه آماري 

در هر سه نوبت يادداشت  T. longibrachiatumجدايه گيري كلي مشخص شد كه  نتيجه

درصد بيشترين تأثير را در بازدارندگي از  35/82و  5/62، 18/41برداري به ترتيب به ميزان 

  .داشته است F. solaniرشد ميسليوم 

قدرت  T. virens و Th3 ،T. koningii ،Th4هاي  همچنين نتايج نشان داد كه جدايه     

  ).2شكل (را داشتند  F. solaniپيشروي روي ميسليوم 
  

 F. solaniهاي مختلف آنتاگونيست و قارچ  بررسي ميكروسكوپي تقابل مستقيم جدايه

هاي  در روش لام، مشاهده شد كه ريسه. اين آزمايش به دو روش لام و شيار انجام گرفت      

هاي بيمارگر رشد كرده و تماس  در هنگام برخورد با ريسه .Trichoderma sppهاي  تمام جدايه

با گذشت زمان   Trichoderma harzianum(1,2, 4)  ،T. koningiiجدايه هاي. اي يافتند ريسه

نيز در اين  F. solaniهاي  هاي بيمارگر نفوذ كردند و قطعه قطعه شدن ريسه درون ريسه به

ها مشاهده گرديد، در روش ايجاد شيار علاوه بر اين موارد، مشاهده شد كه هيف هاي  جدايه

 F. solaniهاي به تدريج  شروع به پيچش به دور هيف .Trichoderma sppهاي  تمام جدايه

ها را كاملاً  حدي افزايش يافتند كه رشد آن نمودند و با گذشت زمان تراكم و شدت پيچش به
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توقف كردند و از طريق مكانيسم مايكوپارازيتيسم باعث انقباض، تغييرشكل و رنگ و ليز و م

 .شدند F. solaniهاي  متلاشي شدن ريسه

هاي مختلف بازدارندگي  دليل مكانيسم به Trichodermaهاي  در روش كشت متقابل جدايه     

بيشترين درصد بازدارندگي از . بر روي محيط كشت شدند F. solaniباعث محدود شدن رشد 

درصد بوده  35/82به ميزان  T. longibrachiatumرشد قارچ عامل بيماري مربوط به جدايه 

 Burmeister (2008) and Kucuk & Kivanc (2004)اين نتايج با نتايج تحقيقات . است

ريكودرما قادر به رشد و پيشروي روي هاي ت در آزمون كشت متقابل،  تمام جدايه. انطباق دارد

 .T. harzianum3 ، T. harzianum4 ،Tهاي  ميسليوم قارچ عامل بيماري نبودند و فقط جدايه

koningii و T. virens   روز، پرگنه  5-6پس از گذشتF. solani  را پوشاندند. Hermosa et 

al. (2000)   نيز با قرار دادن پرگنهFusarium oxysporum f.sp. dianthi  در مقابل چند

به اين نتيجه رسيدند كه  اسپورزايي و قدرت  1پي دي اي  جدايه تريكودرما روي محيط كشت

هاي كشت  هاي تريكودرما در آزمون جدايه) رشد تريكودرما روي پرگنه قارچ بيمارگر(تهاجمي 

هايي كه  از جدايهبرخي . كشت بستگي دارد متقابل به نوع قارچ عامل بيماري و تركيب محيط

در ) ميكوپارازيتيسم(موفق به رشد روي پرگنه قارچ عامل بيماري شدند، ايجاد پيچيدگي هيفي 

هاي عامل بيماري توسط  مايكوپارازيتيسم قارچ. هاي قارچ عامل بيماري كردند اطراف ميسليوم

گلوكاناز در طي  هاي هيدروليتيك از قبيل كيتيناز و هاي تريكودرما و توليد آنزيم بعضي جدايه

مراحل ميكوپارازيتيسم به اثبات رسيده است اين حالت در اكثر تحيقات كنترل بيولوژيك مورد 

   .(McIntyre et al., 2004) توجه واقع شده است 

در  .Trichoderma sppهاي  هاي تمام جدايه مطالعات ميكروسكوپي نشان داد كه ريسه     

 .Tهاي  اي يافتند جدايه هاي بيمارگر رشد كرده و تماس ريسه هنگام برخورد با ريسه

harzianum(1,2,4)  وT. koningii  هاي بيمارگر نفوذ كردند و  با گذشت زمان به درون ريسه

ها مشاهده گرديد، در روش ايجاد شيار  نيز در اين جدايه F. solaniهاي  قطعه شدن ريسه قطعه

به تدريج   .Trichoderma sppهاي  هاي تمام جدايه اين موارد، مشاهده شد كه هيف علاوه بر

كردند و با گذشت زمان تراكم و شدت به حدي  F. solaniهاي  شروع به پيچش به دور هيف

ها را كاملاً متوقف كردند و از طريق مكانيسم مايكوپارازيتيسم باعث  افزايش يافت كه رشد آن

ها  اين بررسي. شدند F. solaniهاي  و رنگ و ليز و متلاشي شدن ريسه انقباض، تغيير شكل

هاي مختلف آنتاگونيست با تماس و ايجاد آپرسوريوم و پيچش فنرمانند دور  نشان داد كه جدايه

هاي  همچنين جدايه. شوند ها مي شدن آن هاي قارچ فوزاريوم باعث توقف رشد و پارازيته ريسه
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