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 چكيده
و دو گونـه تريكودرمـا ) Sebacina vermiferaو Piriformospora indica(دو قارچ انـدوفيت ريشـه در اين تحقيق، از

)Trichoderma harzianum (T-100) وT. viride ( عليه قارچMacrophomina phaseolina توانـايي. اسـتفاده گرديـد
و گونه هاي تريكودرما از طريق آزمـايش آنتاگونيستي قارچ و بـه كمـك روش كشـت هـاي درون شيشـه هاي اندوفيت ريشه اي

و توليد متابوليت هاي فرار مورد ارزيابي قرار گرفت و هر روز اندازه M. phaseolinaمساحت پرگنه. متقابل، كلنيزاسيون گيري
 هـاي در كشت متقابل، تيماري كه شـامل هـر دو گـروه قـارچ. درصد كاهش رشد هر روز در مقايسه با تيمار شاهد محاسبه شد

و گونه هاي تريكودرما بود، بيشترين اثر بازدارندگي را بر روي رشد ميسليومي بررسي قدرت. داشت M. phaseolinaاندوفيت
در M. phaseolinaكلنيزاسيون نشان داد كه قارچ هاي آنتاگونيست قادرند پرگنـه  و آن را تجز را نتـايج. يـه نماينـد برگرفتـه

ك هاي فرار نيز مشخص آزمون متابوليت هاي فرار هاي تريكودرما قادر به توليد متابوليته قارچ هاي اندوفيت بر خلاف گونهنمود
.باشند نمي

ــدي ــاي كلي ــوژيكي:واژه ه ــرل بيول و.Piriformospora indica ،Sebacina vermifera،Trichoderma spp،كنت
Macrophomina phaseolina.
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و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

:مقدمه
شــاخه دئوتروميكوتينــا يــك بيمــار Macrophominaقــارچ بــه زيــر و رده ) Deutromycotina(گر خــاك بــرد، متعلــق

ــت ــانواده (Coelomycetes)سلوميس ــه Botryosphaeriaceaeو خ ــك گون ــط داراي ي ــه فق ــوده ك  Macrophomina ب
phaseolina (Tassi) Goid فرم جنسي اين گونه هنوز مشخص نشده اسـت. باشدمي)Crous et al., گو).2006 هـاي نـه از

به M. phaseolinaهمنام مختلف نسبت داده شده به   Rhizoctonia bataticolaو M. conjani  ،M. conchoci مي توان
.)Mihail, 1992(نمود اشاره

و در فـاز بيمـارگري ) R. bataticola(اين گونه در فاز ساپروفيتي توليـد پيكنيـد ) M. phaseolina(توليـد ميكرواسـكلروت
و ).Fernandez, 2006(كند مي (16-(20-24)-23(پيكنيديوسپورها بيضوي تا گرد بوده ميكرومتر انـدازه)6-(9-7)-11)

و اجسام پرسـلولي را بـه 200تا50در طي تشكيل ميكرواسكلروت، ). Ndiage, 2007(دارند  سلول منفرد هيفي در هم تنيده
و بسته. وجود مي آورند ميكرومتـر 150تا50به مواد غذايي در دسترس در سوبسترا، هر زادمايه ميكرواسكلروت ها سياه بوده

 ).Short and Wyllie, 1978(اندازه دارد 
,.Piriformospora indica Varma  )Varma et alقارچ هاي اندوفيت و)1998 اولـين بـار از خـاك هـاي صـحرايي هنـد

Sebacina vermifera Warcup )Warcup, 1988 (جز اين قارچ. اركيد در استراليا جدا شدند نيز از نوعي هاي شبه قارچءها
,.Varma et al( هاي مصنوعي قابل كشت مي باشـند ميكوريز بوده اما برخلاف آنها به آساني بر روي محيط 2001; Peskan-

Berghofer et al., و به راسته Sebacinaceaeاين دو گونه قارچي از اعضاي خانواده ).2004 تعلق دارند Sebacinalesبوده
)Weiss et al., تحقيقات مختلف حاكي از توانايي قارچ هاي اندوفيت در كنتـرل بيولـوژيكي بسـياري از بيمارگرهـاي ).2004

و همكاران. گياهي مي باشد و همكاران)Varma et al.,2000(وارما ,.Pham et al)و فام 2004a) نشـان دادنـد كـه گونـه ،
P.indica ل توجهي بر كنترل بيمارگرتاثير قابGaeumannomyces graminis و در گندم دارد به طـوري كـه وقتـي ريشـه

و از رشد خوبي نيز برخوردار شد در اين مطالعـه گونـه. بذور گندم با اين گونه مايه زني شدند، گياه در برابر بيمارگر مقاوم شده
P.indica ،اي خـاك بـرد نظيـر توانست تحـت شـرايط آزمايشـگاهي رشـد سـاير قـارچ هـMacrophomina phaseolina ،

Alternaria sp.،Rhizoctorina sp.وFusarium sp. و گونه. را نيز كاهش دهد هاي تريكودرما از قارچ هـاي آزادزي بـوده
و اندام هاي هوايي گياه در حالت تعامل با ميكروارگانيسم هاي مختلف ديگر به سر مي برند ه هـاي گونـ. در محيط ريشه، خاك

و به عنوان انگل سـاير قـارچ هـا فعاليـت مـي اين قارچ دامنه  ,Papavizas(كننـد وسيعي از مواد آنتي بيوتيكي را توليد كرده
1985; Samuels, 1996; Zimand et al., 1996; De Meyer et al., 1998; Sivasithamparam and Ghisalberti, 

كـه سـببچ قادرند ترشحات ناشي از بـذور گونه هاي اين قار. يسم ها رقابت نمايندهمچنين قادرند با ديگر ميكروارگان).1998
مي تحريك جوانه و از دسـترس بيمارگرهـا خـارج سـازند زني پروپاگول قارچ هاي بيمارگر  ,Howell( گردنـد را سـريعا جـذب

و فضا در خاك با ديگر ميكروارگانيسم ها رقابت.)2002 هـاي از گونه. (Elad, 1996)كنندمي از طرفي براي كسب مواد غذايي
اشاره نمـود Rifai T. harzianumو Fr. Trichoderma virideآنتاگونيست بسيار معروف اين جنس مي توان به گونه هاي 

از.و غيره موثر مـي باشـند .Pythium sppو Sclerotium rolfsii ،Rhizoctonia solaniكه عليه قارچ هاي مختلفي چون 
,.Miller et al(را نام برد T. virens Von Arxه ها مي توانساير گون و يا تجزيـه ).1975 گونه هاي تريكودرما سبب كاهش

و ديگر آنزيم هايي مي و نفود قارچ هاي بيمـارگري چـون پكتينازها بـه بافـت بـرگ Botrytis cinereaشوند كه براي توسعه
اZimand et al., 1996).(ضروري مي باشند  ز انجام اين مطالعه، بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشـه هدف

)P. indica وS. vermifera ( هـاي تريكودرمـاو گونـه)Trichoderma harzianum (T-100) وT. viride ( عليـه قـارچ
.باشدمي M. phaseolinaخاكزاد 
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و روش ها :مواد
و نگهداري قارچ ها  كشت

مايش در تحقيق حاضر، از كلكسيون قارچ شناسي گـروه بيمـاري شناسـي دانشـكده كشـاورزي دانشـگاه قارچ هاي مورد آز
و مورد استفاده قرار گرفتند ) Kaefer, 1977(براي كشت قارچ هاي اندوفيت ريشه از محيط كشـت كيفـر. تربيت مدرس تهيه

و سپس. استفاده گرديد و دماي اين قارچ ها در تشتك هاي محتوي محيط كيفر كشت بـراي C2±30° تحت شرايط تاريكي
,.Varma et al( مدت يك هفته نگهداري شدند 1998; Peskan-Berghofer et al., جهت تهيه محيط مايع كيفـر،.)2004

بعد از ضـد. گرديد تنظيم5/6روي HClو KOHقبل از اضافه كردن محلول ويتامين، اسيديته محيط با استفاده از دو محلول 
و كاهش دما به حدود عفون ليتـر از محلـول ويتـامين بـه محـيط درجه سانتيگراد، مقدار يك ميلي40-50ي محيط در اتوكلاو

ليتر/گرم10، (Nicotinamide)ليتر نيكوتيناميد/گرم50، (Biotin)ليتر بيوتين/گرم5محلول ويتامين محتوي. اضافه گرديد
ليتـر/گـرم25و (Aminobenzoic acid)ليتر آمينوبنزوئيك اسيد/گرم10،(Pyridoxal phosphate)پيريدوكسال فسفات 

عدد ديسك از محيط پرگنه قارچي به ظـروف محتـوي محـيط4-5 در مرحله بعد، تعداد. باشدمي (Riboflavin)ريبوفلاوين 
و بر روي شيكر با سرعت  و دماي 100مايع منتقل هـاي هر يك از گونـه. شدنددرجه سانتيگراد نگهداري 30±2دور در دقيقه

و بيمارگر نيز بر روي محيط  و در دماي PDAتريكودرما .درجه سانتيگراد نگهداري شدند 28±2كشت
 بررسي ويژگي هاي مرفولوژيك قارچ هاي اندوفيت

و مطالعه ويژ وبه منظور بررسي جـود گي هاي مرفولوژيك نظير رنگ ميسليوم، وضعيت ميسليوم ها در كشت هاي مسن تر،
شكل  و محل تشكيل آنها بر روي هيف، منفرد يا مجتمع بودن اسپورهاي تشكيل يافته، يا عدم وجود ديواره در هيف، نوع اسپور

و وضعيت سيتوپلاسم در قارچ هاي مورد مطالعه، نمونه اسلايد از كشت تازه  و زيـر7-10اسپور، رنگ اسپور روزه قـارچ تهيـه
;Varma et al., 1998( ميكروسكپ نوري مطالعه گرديد Singh et al., 2003(.

 تعيين دماي بهينه براي رشد قارچ هاي اندوفيت
تشـتك هـا پـس از تلقـيح.پس از تهيه محيط كشت كيفر، قطعه اي از قارچ در مركز تشتك نه سانتي متري كشت گرديد

روز انـدازه10-12ايج پـس از گذشـت نتـ. درجه سانتيگراد نگهداري شدند35و10،15،20،25،30تحت دماهاي مختلف 
و ثبـت گرديـد   ;Varma et al., 1998; Hill and Kaefer, 2001; Singh et al., 2003; Malla et al., 2004( گيـري

Oelmuller et al., 2004; Pham et al., 2004b; Waller et al., 2005.( 
 مناسب براي كشت قارچ هاي اندوفيت pHتعيين

و تع و قدرت اسپورزايي قارچ هاي انـدوفيت، ابتـدا محـيط مـايعpHيين جهت بررسي هاي مختلف بر روي رشد ميسليوم
و به مقدار  شد 300ميلي ليتر در داخل ظروفي به حجم 100كيفر تهيه هاي در اين آزمايش ميزان رشد قارچ. ميلي ليتر ريخته

پس. تكرار مورد ارزيابي قرار گرفت3در)0/8و5،5/5،0/6،5/6،0/7،5/7( هاي مختلفpHاندوفيت تحت  براي اين منظور
و ريختن آن در داخل ظروف،  و سپس ظروف بـهpHاز آماده كردن محيط كشت مايع هر كدام از ظروف به ترتيب فوق تنظيم

به25مدت  و پس از كاهش دما ا،درجه سانتيگراد45-50دقيقه اتوكلاو شده در. ضـافه گرديـد محلول ويتامين به محيط ها
مرحله بعد، به منظور كشت قارچ هاي اندوفيت در داخل محيط مايع، پنج قطعه از پرگنه فعال قارچ از محيط كشت هفـت روزه

و سپس به داخل ظروف رها شدند . آن جدا
ه نگهداري درجه سانتيگراد به مدت دو هفت 30±2 دور در دقيقه تحت دماي 120ظروف پس از كشت بر روي شيكر با سرعت

از. شدند بار شستشو با آب مقطر، از محـيط3پس از گذشت دو هفته از زمان كشت، ميسليوم موجود در هر يك از ظروف بعد
و سپس با استفاده از دستگاه پمپ خلا عمل آبگيري انجام گرفت سپس به طور مجزا هر ميسليوم خشك شـده. مايع جدا شده

شدداخل يك كاغذ صافي سترون قرار داد . موردنظر قبل از اتـوكلاو مشـخص شـدpHوزن هر كدام از كاغذ هاي صافي براي.ه
و متعاقـب آنpHبراي تعيين pHمناسب جهت رشد بهتر قارچ هاي اندوفيت وزن ميسليوم خشك بر حسـب گـرم محاسـبه



و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

,.Varma et al( مناسب براي رشد قـارچ هـاي انـدوفيت تعيـين گرديـد 1998; Hill and Kaefer, 2001; Singh et al.,
2003; Malla et al., 2004; Oelmuller et al., 2004; Pham et al., 2004b; Waller et al., 2005(.

)Macrophomina phaseolina(تعيين دماي بهينه براي رشد قارچ بيمارگر
و تحت شرايط سترون به داخل تشتك ها ريختـه شـد PDAبراي اين منظور محيط كشت س قطعـه اي از حاشـيه سـپ. تهيه

و سپس تحت دماهاي درجـه سـانتيگراد نگهـداري 40±2و 35±2، 30±2، 25±2پرگنه فعال قارچ در مركز تشتك ها كشت
 ).Dhingra and Sinclair, 1973( شدند

د بـه روز از زمان كشت، جهت ارزيابي ميزان رشد ميسليوم بيمـارگر مـورد بررسـي قـرار گرفتنـ3-5تشتك ها پس از گذشت
و از پشت شد طوري كه ميزان رشد ميسليوم قارچ به دقت با استفاده از خط كش .تشتك ها اندازه گيري

و گونه هاي تريكودرما از رشد قارچ بيمارگر  بررسي قدرت بازدارندگي قارچ هاي اندوفيت
و بيمـارگر ميلي متـري از پرگنـه فعـال قـارچ هـا5ميلي ليتر محيط كشت با قطعات20تشتك هاي محتوي ي آنتاگونيسـت

 ).Morton and Stroulde, 1995; Kucuk and Kivanc, 2003(زني شدند مايه
 كشت متقابل

و سـپس در دمـاي در اين آزمون، ابتدا قطعه پنج ميلي متري از حاشيه پرگنه فعال قارچ اندوفيت در يك سمت تشتك كشـت
شد 27 رو. درجه سانتيگراد نگهداري ز كه اندوفيت رشد نمود، در سمت مقابل همـان تشـتك بنـا بـر نـوع بعد از گذشت چهار

و يا به همراه جدايه هاي تريكودرما كشـت شـدند آزمـون. تيمار قطعه پنج ميلي متري از حاشيه پرگنه فعال بيمارگر به تنهايي
شد11كشت متقابل در  و سه تكرار انجام و ميـزان نتايج بعد از گذشت سه روز از زمان كشت، مورد. تيمار بررسي قرار گرفـت

:تيمارهاي مورد آزمايش در اين آزمون شامل موارد ذيل بود. رشد بيمارگر ارزيابي شد
.تيمار شاهد شامل كشت قطعه اي از پرگنه فعال بيمارگر در مركز تشتك-1
سم Trichoderma virideكشت قطعه اي از حاشيه پرگنه فعال-2 و كشت بيمارگر در آندر يك سمت تشتك .ت مقابل
آن Trichoderma harzianum(T-100)كشت گونه-3 و كشت بيمارگر در سمت مقابل .در يك سمت تشتك
و كشت دو قطعه از حاشـيه پرگنـه T.harzianum (T-100)كشت دو قطعه از حاشيه پرگنه-4  T. virideدر دو قطب مقابل

و كشت بيمارگر در مركز تشتك .در دو قطب عمود بر آن
سـ Piriformospora indicaقطعه اي از حاشيه پرگنه فعال كشت-5 و كشـت در يـك  مت تشـتك بـراي مـدت چهـار روز

.بيمارگر در سمت مقابل آن
و كشت بيمارگردر يك سمت تشتك براي Sebacina vermifera كشت قطعه اي از حاشيه پرگنه فعال-6 در مدت چهار روز

.سمت مقابل آن
و كشت دو قطعه از پرگنه P. indica كشت دو قطعه از پرگنه-7 .S در دو قطب مقابل تشتك vermifera در دو قطب مقابـل

و كشت بيمارگر در مركز تشتك .آن براي مدت چهار روز
دو Piriformospora indica كشت دو قطعه از حاشيه پرگنه فعال-8 و كشت در دو قطب مقابل تشتك براي مدت چهار روز

و كشت بيمارگر در مركز تشتك T. virideقطعه از پرگنه  .در دو قطب مقابل آن
دو Piriformospora indicaكشت دو قطعه از حاشيه پرگنه فعال-9 و كشت در دو قطب مقابل تشتك براي مدت چهار روز

و كشت بيمارگر در مركز تشتك T. harzianum (T-100)قطعه از پرگنه  .در دو قطب مقابل آن
پر-10 و كشـت دو قطعـه از پرگنـه S.vermiferaگنه كشت دو قطعه از  .T در دو قطب مقابل تشتك بـراي مـدت چهـار روز

viride و كشت بيمارگر در مركز تشتك .در دو قطب مقابل آن
.Sكشت دو قطعه از حاشيه پرگنه فعال-11 vermifera از و كشـت دو قطعـه در دو قطب مقابل تشتك براي مدت چهـار روز

و كشت بيمارگر در مركز تشتك T. harzianum (T-100)پرگنه  .در دو قطب مقابل آن
 بررسي قدرت كلنيزاسيون قارچ هاي اندوفيت ريشه بر روي قارچ بيمارگر
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و در داخل تشتك ها ريخته شد اين آزمون بـا چهـار تيمـار بـه شـرح ذيـل صـورت. براي اين منظور محيط كشت كيفر تهيه
,.Dennis and Webster, 1971; Goyal et al(پذيرفت  1994:( 

.كشت قطعه اي از پرگنه فعال بيمارگر در سطح كشت هفت روزه اندوفيت-1
.كشت قطعه اي از حاشيه پرگنه اندوفيت در سطح كشت يك روزه بيمارگر-2
.كشت قطعه اي از اندوفيت در سطح قطعه اي از پرگنه فعال بيمارگر به طور همزمان-3
.اي از محيط كشت فاقد قارچ در سطح قطعه اي از حاشيه پرگنه بيمارگر تيمار شاهد شامل كشت قطعه-4

پس از طي ايـن مـدت، تشـتك هـا بـه منظـور. روز نگهداري شدند4-5درجه سانتيگراد به مدت 30±2تشتك ها در دماي
و اندوفيت مورد ارزيابي قرار گرفتند .بررسي تعامل بين دو قارچ بيمارگر

 در كنترل قارچ بيمارگربررسي پديده هاي دخيل
لام سترون در مركز هر تشتك سـپس محـيط. قرار گرفت براي اين منظور قبل از ريختن محيط كيفر در داخل تشتك ها، يك

لام را پوشاند لام قطعه پنج. كشت به داخل تشتك ها طوري ريخته شد كه لايه اي از آن سطح بعد از اين مرحله در يك سمت
پ و پس از نگهداري در دماي ميلي متري از حاشيه 2-3درجه سانتيگراد بـه مـدت 30±2رگنه فعال قارچ هاي اندوفيت كشت

و رسيدن ميسليوم قارچ7-10بعد از سپري شدن. روز، قطعه پنج ميلي متري از بيمارگر در سمت مقابل آن قرار داده شد روز
لام ها به دقت برداش و سطح بيمارگر، لام و مكانيسـم هاي اندوفيت بر روي و جهت بررسي پديده هاي به وقوع پيوسـته ته شده

و مطالعه ميكروسكوپي قرار گرفتند .هاي دخيل در بازدارندگي از رشد مورد بررسي
 بر رشد قارچ بيمارگر اندوفيتبررسي تاثير متابوليت هاي فرار گازي قارچ هاي

و داخل تشتك ها ريخ شدبدين منظور، ابتدا محيط كشت كيفر تهيه اين مطالعـه در دو حالـت مـورد بررسـي قـرار گرفـت. ته
)Dennis and Webster, 1971; Goyal et al., روزه پنج ميلي متري از حاشيه كشـت هفـت در حالت اول قطعات).1994

هـ. هاي محتوي محيط كشت اختصاصي مايه زني گرديد قارچ اندوفيت در مركز تشتك ا چهار روز بعد، تعدادي ديگر از تشـتك
و تحت شرايط كـاملا سـترون، بـا دقـت. به همان صورت كشت شدند توسط قطعه اي از بيمارگر سپس به آرامي در كنار شعله

و بيمارگر به طوري كه كاملا بر هم منطبق باشند روي يكديگر  و دهانه دو تشتك شامل اندوفيت درب هر دو تشتك را برداشته
ز. قرار داده شدند و تشتك حاوي اندوفيت در روي آن به طور وارونه قرار گرفتتشتك حاوي بيمارگر در به منظور جلوگيري.ير

و سـپس تشـتك هـا در  از خروج هر گونه تركيب فرار از درون تشتك هـا، دور تـا دور دهانـه تشـتك هـا بـا پـارافيلم مسـدود
گرفته شدند بـه طـوري كـه تشـتك تعدادي از تشتك ها به عنوان شاهد در نظر. درجه سانتيگراد نگهداري شدند 30±2دماي

و حاوي محيط كشت مايه زني نشده قرار داده شدند . هاي حاوي بيمارگر روي تشتك هاي خالي
و بيمـارگر در در حالت دوم به منظور بررسي تاثير تركيبات فرار بر توليد بافت رويشي بيمارگر، كشت همزمان دو قارچ اندوفيت

در كليـه حـالات در صـد بازدارنـدگي از رشـد طبـق فرمـول. ور منطبـق قـرار گرفـت تشتك هاي جداگانه روي همديگر به ط ـ
)Vincent, 1947 (به شرح ذيل محاسبه گرديد:

 درصد بازدارندگي از رشد=

 نتايج
و بررسي ويژگي هاي مرفولوژيك قارچ هاي اندوفيت كشت، نگهداري

هـاي نشـان داد كـه ميسـليوم مطالعات آزمايشگاهي به عمل آمده در مورد بررسي خصوصيات مرفولوژيك قارچ هـاي انـدوفيت
و در هم فرو رفته و اغلب براق بوده اغلـب بـه، هيـف هـا در كشت هاي مسن. ها اغلب ديواره نازكي دارند هيف. اند جوان، سفيد

قطر پرگنه قارچ در تيمار شاهد 

قطر پرگنه قارچ در تيمار مورد نظر–قطر پرگنه قارچ در شاهد
100×



و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

و گره مي طور نامنظم متورم شده شكل تشكيل مي هاي مرجاني و گرانوله به نظر هيـف هـا گـاهي اوقـات بـه طـور. رسند دهند
مي نامنظم ديواره كلاميدوسـپورها. به همين خاطر تعداد زيادي از سلول ها بيش از يك هسته دارنـد ).iوd:1شكل(شوند دار

ه ميبا ديواره نازك در نوك هيف و ظـاهري گـرد تـا شوند كه ممكن است به صورت منفرد يا خوشـها تشكيل اي قـرار گيرنـد
و به رنگ روشـن دارنـد ).iوd:1شكل(شكل داشته باشند گلابي در انـواع بـالغ،. بسياري از اسپورهاي جوان، ديواره اي نازك

ر ديـواره. ديواره اسپورها ظاهري دو لايه دارد و بـه رنـگ زرد سيتوپلاسـم ).iوd:1شـكل(وشـن ديـده مـي شـوند هـا صـاف
و آكنده از مواد گرانوله و هر اسپور معمولاً حاوي كلاميدوسپورها انبوه مي8-25اي بوده  ).iوd:1شكل(باشد عدد هسته

.Sو P. indicaخصوصيات مرفولوژيك قارچ هاي vermifera مش و و تنها از نظر تمامي موارد ذكر شده در بالا يكسان ابه بوده
در. تفاوت آنها در دو مورد مشهود است شكل كلاميدوسپور آنهاست كه شكل P.indicaيكي در)eوd:1شكل(گلابي .Sو

vermifera 1شكل(گرد تا بيضوي است:iوj(در و ديگري نحوه رشد پرگنه قارچ ها در محيط كشـت كيفـر مـي باشـد كـه
P.indica ــه طــور يكنواخــت ــوده رشــد ب ــه شــكل دوايــر متحــدالمركز ب و ب و امــا در قــارچ)cوbوa:1شــكل(و همگــن

S.vermifera و نقاط فرورفته مي باشد شكل و مرجاني  ).hوgوf:1شكل(به صورت كاملا خشن

و ميكروسكوپي قارچ هاي اندوفيت-1شكل  Sebacina vermiferaو Piriformospora indicaمشخصات ماكروسكوپي
aوb:الگوي رشدي قارچP. indica در محيط مايع كيفر)Kafer(،c:نمايي از رشد پرگنه قارچP. indica ،در محيط جامد كيفرd:هيف

اي ديواره و كلاميدوسپور گلابي شكل با ديواره دو لايه .Pدار indica ،e:شكل استقرار كلاميدوسپور هاي گلابيP. indica ،در داخل ريشه fوg:
.Sالگوي رشدي قارچ vermifera در محيط مايع كيفر)Kafer(،h:نمايي از رشد پرگنه قارچS. vermifera ،در محيط جامد كيفرi:هيف

اي ديواره و كلاميدوسپور گرد با ديواره دو لايه .Sدار vermifera وj:استقرار كلاميدوسپور هاي گردS. vermifera در داخل ريشه 

 هاي اندوفيت تعيين دماي بهينه براي رشد قارچ
درجـه35و10،15،20،25،30 روز در دماهـاي مختلـف10-12نتايج حاصل از بررسي ميزان رشد پرگنه پس از گذشـت

.Sو   P. indicaسانتيگراد در مورد قارچ هاي vermifera 3و2 شكالاو1جدول(به شرح ذيل بود.(
 ميزان رشد پرگنه قارچ هاي اندوفيت در دماهاي مختلف بر حسب سانتي متر-1جدول

35 3025201510
)C°(دما

 قارچ هاي اندوفيت

2/86/84/646/21S. vermifera 
4/84/88/66/42/32/1P. indica 

e

h ji

dcb

g
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:C15،c°دماي:C10،b°دماي:a در محيط جامد كيفر تحت دماهاي مختلف Piriformospora indicaميزان رشد پرگنه قارچ-2شكل
C35°دماي:fوC30°دماي:C25،e°دماي:C20،d°دماي

دماي:C15،c°دماي:C10،b°دماي:aدر محيط جامد كيفر تحت دماهاي مختلف Sebacina vermiferaميزان رشد پرگنه قارچ-3شكل
°C20،d:دماي°C25،e:دماي°C30وf:دماي°C35

 مناسب براي كشت قارچ هاي اندوفيت در شرايط آزمايشگاهيpHتعيين
هاي مختلف، رشد متفاوتي ازخود نشـانpHيت در حاكي از آن بود كه قارچ هاي اندوف)2جدول(نتايج حاصل از اين آزمايش

در. دادند مورد نظر بر حسب گرم مورد اندازه گيريpHدر اين آزمون، وزن خشك پرگنه قارچ به عنوان معياري از ميزان رشد
بهتـرين رشـد اگر چـه. بيشترين تاثير را بر روي رشد ميسليوم قارچ هاي اندوفيت نشان داد  =5/6pHدر اين بين،. قرار گرفت

هـا رشـد متفـاوتي را نسـبت بـهpHاتفاق افتاد، اما هريك از گونه هاي قارچي در ساير  =5/6pHبراي قارچ هاي اندوفيت در 
.Sبدين ترتيب كه گونه. يكديگر نشان دادند vermifera در pH7(خنثيpH=  (و يـا نزديـك بـه خنثـي)6pH=  (رشـد ،

هـا، بـالاترين ميـزان رشـد را بـه خـودpHدر ديگـر P. indicaاشت در حاليكـه گونـهد P. indicaبيشتري نسبت به قارچ
.اختصاص داده بود

 وزن خشك ميسليوم قارچ هاي اندوفيت بر حسب گرم در اسيديته هاي مختلف-2جدول
pH و وزن خشك قارچ بر حسب گرم  قارچ هاي اندوفيت هاي مختلف

85/775/665/55
136/0152/0147/0180/0153/0173/0159/0P. indica 
135/0144/0149/0176/0158/0170/0154/0S. vermifera

 تعيين دماي بهينه براي رشد قارچ بيمارگر

e

cb

f

a d

a

fe

dcb



و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

درجه سـانتيگراد گـزارش35-37بين دماي M. phaseolinaترين دما براي رشد قارچ در بين دماهاي مورد آزمايش، مناسب
ا. گرديد و پس از گذشت تحت شـكل(سانتي متـري تخمـين زده شـد9در داخل تشتك معادل ساعت قطر پرگنه72ين دما

c4.(سانتي متر بـر آورد شـد3-5ساعت معادل72درجه سانتيگراد در مدت25-27بين اندازه قطر پرگنه در دماي)شـكل
a4.(حد30-32در دماي بين 40در دمـاي).b4شـكل(سانتي متر بـود0/8تا5/6ود درجه سانتيگراد نيز ميزان رشد قارچ

و و در همين مدت زمان، رشد قارچ در مقايسه با ديگر دماهاي مورد آزمايش به صورت كـاملا مشـهود كـاهش درجه سانتيگراد
از.قطر پرگنه حدود دو سانتي متر تنزل يافت و همچنين در دماهاي پايين تر گراد، سـرعت درجـه سـانتي25لذا تحت اين دما

.به طوري كه گاه رشد قارچ متوقف گرديد رشد بسيار كاهش يافت

:تحت دماهاي مختلف  PDAدر محيط Macrophomina phaseolinaميزان رشد پرگنه قارچ-4شكل
a:دماي°C27-25،b:دماي°C32-30وc:دماي°C37-35

 در آزمون كشت متقابل هاي اندوفيت ريشه وگونه هاي تريكودرماچبررسي قدرت بازدارندگي از رشد بيمارگر توسط قار
و گونه هاي تريكودرما اثر معنـي داري)3جدول(نتايج حاصل از اين آزمايش نشان داد كه تمامي قارچ هاي اندوفيت ريشه

و بين تيمارها اختلاف معني داري در سطح  اي. وجود داشت%1در كاهش رشد ميسليوم قارچ داشند ن آزمون، اثر هر يـك از در
و مقايسه ميانگين داده ها توسط آزمـون جـدول( LSDقارچ هاي آنتاگونيست در كاهش رشد بيمارگر مورد بررسي قرار گرفت

درصد كـاهش رشـد. نشان داد كه بين عوامل كنترل بيولوژيك از نظر كاهش رشد ميسليوم اختلاف معني داري وجود دارد)4
م و تيمار يازدهم با بيمارگر در تيمارهاي 86/41و تيمار پنجم بـا)l5شكل(درصد كاهش رشد بيشترين74/96ختلف متفاوت

لازم به ذكر است كـه قطـر پرگنـه بيمـارگر بـه).f5شكل(درصد كاهش رشد كمترين تاثير را در كاهش رشد بيمارگر داشتند
آن).a4شكل(سانتي متر بود6/8عنوان شاهد حدود  هـاي قـارچ(است كـه در مجمـوع، در تيمارهـاي مركـب نتايج حاكي از

و گونه و4جـدول(نسبت به ديگر تيمارها بيشترين اثر بازدارندگي بر روي رشد بيمارگر مشاهده شـد) هاي تريكودرما اندوفيت
).l،k،j،i،h5اشكال

 تجزيه واريانس داده هاي مربوط به تاثير قارچ هاي آنتاگونيست بر روي رشد قارچ بيمارگر در محيط كشت اختصاصي-3جدول
Fمنابع تغييرات درجه آزادي مجموع مربعات ميانگين مربعات شاخص 

 آنتاگونيست10 578/10592 254/64258/1059**
 خطاي آزمايش21 485/16193/346-
 كل31 771/10938--
)cv(ضريب تغييرات06/5%---

.معني دار است%1اختلاف در سطح**
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و Trichoderma virideو گونه هاي تريكودرما Sebacina vermiferaو Piriformospora indicaتاثير قارچ هاي اندوفيت-5شكل
T. harzianum (T-100) در كاهش رشدMacrophomina phaseolina آزمون كشت متقابلدر .

a:Pa)بيمارگر(،b:TV،c:T100 ،d:TVوT100 ،e:Pi،f:S،g:PiوS،h:SوT100 ،i:PiوT100 ،j:PiوTV،k:SوTVوl:Pi،
S،TVوT100 .حروف اختصاري :Pi:Piriformospora indica ،S:Sebacina vermifera ،TV:Trichoderma viride ،T100 :

Trichoderma harzianum ،Pa:Pathogen 
 مقايسه ميانگين مربوط به تاثير قارچ هاي آنتاگونيست بر روي قارچ بيمارگر-4جدول

 شماره تيمار تيمار گونه هاي آنتاگويست درصد كاهش رشد

h0
d40/81

Pa 
Pa+ TV 

0
1

e79/62Pa+ T1002
a35/95Pa +TV+T1003
f48/53Pa+Pi4
g86/41Pa+ S5
cd05/86Pa+Pi+S6
abc70/90Pa+Pi+ TV7
bc37/88Pa+Pi+ T1008
ab02/93Pa+ S+TV9
ab02/93Pa +S +T10010 
a74/96Pa+Pi+S+TV+T10011 

Pi:Piriformospora indica ،S:Sebacina vermifera ،TV:Trichoderma viride ،T100:Trichodermaharzianum،Pa:
Pathogen 

 بررسي قدرت كلنيزاسيون قارچ هاي اندوفيت بر رشد قارچ بيمارگر
 در بررسي قدرت بازدارندگي گونه هاي اندوفيت ريشه بر رشد بيمارگر، پس از كشت پرگنه بيمارگر بـر روي كشـت هفـت روزه

،)شـاهد(حال آن كه ميزان رشد بيمارگر).b6وcاشكال( هاي اندوفيت، هيچ گونه رشدي در پرگنه بيمارگر مشاهده نشد قارچ
آن).a6شكل(سانتي متر بود5/8 بر روي كشت يك روزه بيمارگر قرار داده شد، بيمارگر رشـدي P.indicaدر تيماري كه در

و يا به عبارتي قدرت كلنيزاسـيون توسـط انـدوفيت در حـدو  و لذا ميزان كنترل رشد بيمارگر 75د معادل دو سانتي متر داشت
.S، گونه P. indicaدر همين تيمار كه به جاي).d6شكل(درصد برآورد گرديد vermifera بر روي كشت يك روزه بيمـارگر

و قدرت بازدارنـدگي انـدوفيت از رشـد بيمـارگر معـادل  درصـد50/62قرار داده شد، ميزان رشد بيمارگر حدود سه سانتي متر



و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

و بـه نحـوي كـه در تيمار آخر).e6شكل(تخمين زده شد و بيمارگر بـه طـور همزمـان، كه در آن قطعه اي از پرگنه اندوفيت
و در اين تيمار قـدرت  اندوفيت درست روي بيمارگر قرار گيرد، كشت شده بودند، پرگنه بيمارگر رشد چنداني از خود نشان نداد

شد88بازدارندگي در هر كدام از قارچ هاي اندوفيت  ).f6وgاشكال(درصد برآورد

در Macrophomina phaseolinaدر كاهش رشد Sebacina vermiferaو Piriformospora indicaتاثير قارچ هاي اندوفيت-6شكل
 آزمون بررسي قدرت كلنيزاسيون قارچ هاي اندوفيت بر روي بيمارگر

a:Pa)شاهد(،b:روزه كشت پرگنه بيمارگر بر روي كشت هفتPi،c:كشت پرگنه بيمارگر بر روي كشت هفت روزهS،d:كشتPiيك روي كشت
وPiكشت همزمان پرگنه:fروي كشت يك روزه بيمارگر،Sكشت:eروزه بيمارگر،  Sكشت همزمان پرگنه:gو بيمارگر به صورت منطبق با يكديگر

 Pi:Piriformospora indica ،S:Sebacina vermifera ،TV:Trichoderma: حروف اختصاري.و بيمارگر به صورت منطبق با يكديگر
viride ،T100 :Trichoderma harzianum ،Pa:Pathogen 

 بررسي سازوكارهاي دخيل در كنترل بيمارگر توسط قارچ هاي اندوفيت
و ميكرواسـكلروت هـاي بي و حركت سريع قارچ هاي اندوفيت به سمت هيف ها مـارگر، بـه تـدريج كـل سـطح با توجه به رشد

و ميسليوم قارچ هاي اندوفيت اقدام به پـيچش  و ميكرواسكلروت هاي بيمارگر توسط هيف هاي اندوفيت پوشيده شده ميسليوم
و سپس ميكرواسكلروت هاي بيمارگر را كاملا منهدم ساخت و كلنيزاسـيون. به دور ميسليوم هاي بيمارگر نمود پديـده پـيچش

به دنبال پيچش به دور هيف هـاي بيمـارگر توسـط ميسـليوم. گر توسط ميكروسكپ نوري مشاهده گرديدسطح ميسليوم بيمار
و قارچ و پـس از كلنيزاسـيون كامـل، انـدوفيت اقـدام بـه توليـد كلاميدوسـپور در سـطح وسـيع بـر روي هيـف هاي انـدوفيت

).7شكل(ميكرواسكلروت هاي بيمارگر نمود 

و ميكرواسكلروت هاي بيمارگر توسط ميسليوم قارچ اندوفيت پديده پارازيتيسم هيف-7شكل  ها
:a هيف بيمارگرb:پديده پارازيتيسم هيف بيمارگر توسط اندوفيتc:ميكرواسكلرت بيمارگر 

 بررسي تاثير متابوليت هاي فرار قارچ هاي اندوفيت بر رشد قارچ بيمارگر

b

f g

d

e
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در تيمارهاي محتوي قارچ هاي اندوفيت با ميزان رشـد پرگنـه قـارچ در تيمـار شـاهد در اين آزمون ميزان رشد پرگنه بيمارگر
و در نتيجه از اين بابـت  و بنابراين مي توان نتيجه گرفت كه قارچ هاي اندوفيت فاقد تركيبات فرار گازي بوده تقريبا يكسان بود

.هيچ تاثيري بر روي رشد بيمارگر نداشتند

 بحث
و تعيـين گرديـد كـه بـا  =5/6pHو C2±30° بهينه براي رشد مناسب قـارچ هـاي انـدوفيت دمـايpHدر اين تحقيق دما

,.Varma et al( بسياري از مطالعات مشابه 1998; Hill and Kaefer, 2001; Singh et al., 2003; Malla et al., 2004;
Oelmuller et al., 2004; Pham et al., 2004b; Waller et al., هم چنين دماي مناسب براي رشد. طابقت داردم)2005

و سـينكلر درجه سانتيگراد تشخيص داده شد كـه بـا نتيجـه آزمايشـات 30±2بهينه بيمارگر دماي   Dhingra and( دينگـرا
Sinclair, 1973(مشابه است.

و(لازم به ذكر است كه اين بخش از تحقيق ، با وجود اينكه قـبلا)وفيتمطلوب براي رشد مناسب قارچ هاي اندpHتعيين دما
و يا به دليل ايجـاد تغييـرات توسط محققان ديگر مطالعه شده است ولي به دليل وجود نوسانات در تنظيم شرايط آزمايشگاهي

مي هاي اندوفيت، تكرار اين آزمايش احتمالي در شرايط زيستي قارچ در آزمـون كشـت متقابـل، تمـامي. رسـيد ها الزامي به نظر
و گونه هاي تريكودرما سبب كاهش رشد ميسليوم بيمارگر شدندهاي قارچ مخصوصا تيمارهاي مركب شـامل تركيبـي. اندوفيت

و تريكودرما در مقايسه با تيمارهايي كه در آنها از اين عوامل به تنهايي استفاده شده بود، بيشـترين تـاثير  از قارچ هاي اندوفيت
 Datnoff et( نتايج حاصل از اين آزمون با مطالعات ساير محققـين. بيمارگر دارا بودندرا از نظر بازدارندگي از رشد پرگنه قارچ 

al., 1995; Nemec et al., 1996; Woo, و گونه)2002  .T- 22 (T(كه در آن اثرات همسوي تركيبي از قارچ هاي ميكوريز
harzianum در كنترلAlternaria solani مورد بررسي قرار گرفته بود، كاملا مطابقـت عامل بيماري برگي در گوجه فرنگي

. داشت
.Sو P. indica(نتايج حاصل از آزمايش هاي درون شيشه اي نشان داد كه قارچ هاي انـدوفيت vermifera ( از تـوان كنتـرل

از Macrophomina phaseolinaبيولوژيكي بالايي بر روي قارچ  و اين نتيجه گيري با نتايج حاصل تحقيقـات برخوردار بودند
و همكاران و همكارانو فام ;Varma et al., 2000( وارما Pham et al., 2004a(در تحقيقات مذكور، قـارچ. مشابهت داشت

 Macrophominaدر شــرايط آزمايشــگاهي توانســت رشــد برخــي از بيمارگرهــاي خــاك بــرد نظيــر P. indicaانــدوفيت 
phaseolina ،Rhizoctorina sp.وFusarium sp. نتايج نشان مي دهد كه قارچ. را كاهش دهدP. indica مـي توانـد بـه

نتايج حاصل از آزمون متابوليت هاي فرارحـاكي. عنوان يك عامل بالقوه براي كنترل بيولوژيك بيماري هاي ريشه فعاليت نمايد
و لذا احتمال  مي رود كه اين قارچ ها از مكانيسم هاي از آن بود كه قارچ هاي اندوفيت قادر به توليد متابوليت هاي فرار نيستند

هـاي در حاليكه طبق مطالعات مختلف موجود، مشخص شده اسـت كـه گونـه.ديگري نظير رقابت يا پارازيتيسم بهره مي گيرند
 ).Dubey and Pated, 2001(متابوليت هاي فرار، رشد بيمارگرها را مختل مي نمايند تريكودرما با توليد

ها با قـدرت نشان داد كه اين قارچ هاي اندوفيت ريشه در بازدارندگي از رشد ميسليومي بيمارگر، يون قارچبررسي قدرت كلنيزاس
مي بيشتري ميسليوم انجام شده توسط محققين، قارچ هاي ميكوريز آربوسـكولار بـا طبق تحقيقات. كنند هاي بيمارگر را كلنيزه

و فعاليت هاي فيزيولو و ايجاد تغييراتي در رشد ريشه و بيوشيميايي بافت گياه، رقابت در اشغال مناطق ويژه كلنيزاسـيون ژيكي
و القاي مكانيسـم  و خارج كردن آن از دسترس بيمارگرها، ايجاد تغييرات در جمعيت ميكروبي ريزوسفر هـاي كسب مواد غذايي

و آنها را در برابر بيمارگبدفاعي را و يـا بيمـاري طه همزيستي مناسبي با ريشه گياهان ايجاد نموده هـاي گونـاگون محافظـت رها
و لذا سبب تقويت گياه نيز مـي مي ,.Dehne et al(شـوند كنند 1978; Azcon-Aguilar and Barea, 1996; Cordier et 

al., در تمامي مطالعات آزمايشگاهي مورد نظر، نتايج حاكي از آن بود كه گونه هـاي تريكودرمـا از تـوان آنتاگونيسـتي ).1998
و تشكيل ميكرواسكلروتبالا ايـن نتـايج بـا مطالعـات. برخـوردار بودنـد M. phaseolinaهاي يي در جهت مهار رشد ميسليوم

و همكـاران بـراي مثـال. داشـت محققان ديگر مطابقت  ,.Aly et al( علـي هـاي در بررسـي تـوان آنتاگونيسـتي گونـه)2001



و گونه هاي تريكودرما بر .بررسي توانايي آنتاگونيستي قارچ هاي اندوفيت ريشه . .

Trichoderma ،Penicillium وAspergillus عليه Macrophomina phaseolina تحت شـرايط آزمايشـگاهي بـه نتـايج
هـاي به طور قابل تـوجهي در آزمـايش T. harzianumو T. koningiiدر مطالعه ديگر، گونه هاي. مشابهي دست پيدا كردند

.Mاي، سبب كنترل مـوثر درون شيشه phaseolina شـدند)Adekunle et al., و همچنـين در تحقيـق ).2006 كارتيكيـان
 .Mدر بازدارندگي از رشد ميسليومي T. harzianumو viride Trichoderma، بر روي اثرات آنتاگونيستي دو گونههمكاران

phaseolina مشخص شد كه هر دو گونه به ويژه گونه ،T.viride و انهدام ميكرواسكلروت قارچ نقش در كاهش رشد ميسليوم
,.Karthikeyan et al بسزايي دارند به دنبال اثبات تاثيرات آنتاگونيستي قارچ تريكودرما بر روي بيمارگرهاي گيـاهي ).(2006

و گسترده همچنـين. هاي دخيل در كنتـرل بيولوژيـك انجـام گرفتـه اسـت اي در زمينه بررسي مكانيسم مطالعات بسيار وسيع
و تاثير گونه  و نحوه عمل .Tكارآيي viride وفـور مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه اسـت بر روي برخي از قـارچ هـاي بيمـاريزا بـه

)Domsch et al., 1980; Papavizas, 1985.( 
.T39 (T( در ايران نيز اخيرا از جدايـه هـاي تريكودرمـا نظيـر harzianum،T. virens ،T. viride،)M(T. harzianum  و

.T(محصول تجـاري تريكـودرمين harzianum Bi ( ه خربـزه بـا عامـل قـارچي بـراي كنتـرل بيولـوژيكي بيمـاري سـاق سـيا
Macrophomina phaseolina در اين تحقيق، مواد مترشحه از گونه هاي تريكودرما به طور كامل از رشد. استفاده شده است

درصـد كـاهش داد71تـا9/34رشد بيمـارگر را بـه ميـزان T. virideبيمارگر در آزمايشگاه جلوگيري نمود به طوريكه قارچ 
)Etebarian, 2006.( هــاي انــدوفيت ريشــه در مطالعــه ديگــري قابليــت آنتاگونيســتي قــارچ)Piriformospora indica و

Sebacina vermifera (هاي تريكودرماو گونه)T. viride وT. harzianum (T-100) ( عليه برخي بيمارگرهاي خاكزاد نظير
و دو گونـه از قـارچ Fusarium oxysporum f.sp. lentis، دو جدايه از قارچ Sclerotinia sclerotiorumدو جدايه از قارچ 

Rizoctonia شاملR. solani وR. zeae مورد بررسي قرار گرفت .
و كلنيزاسيون استفاده شد  Trichodermaدر كشـت متقابـل، گونـه. در اين تحقيق از روش كشت متقابل، متابوليت هاي فرار

harzianum (T-100) ر مطالعه. از خود نشان داد Sclerotinia sclerotiorumوي رشد دو جدايه بيشترين اثر بازدارندگي را
.Rمتابوليت هاي فرار نشان داد كه  solani حساس ترين گونه نسبت به متابوليت هاي فرار توليد شده توسطTrichoderma 

harzianum (T-100) گونيسـت قادرنـد ميسـليوم همچنين مطالعه كلنيزاسيون نيز ثابت نمـود كـه قـارچ هـاي آنتا. باشدمي
و تجزيه نماينـد  ,.Dolatabadi et al(بيمارگرهاي خاكزاد مورد آزمايش را مورد حمله قرار داده بـا اسـتناد بـه نتـايج ).2011

و ديگر مطالعات انجام گرفته در رابطه با نقش عوامل كنترل بيولوژيك مي توان دريافـت كـه ايـن عوامـل  حاصل از اين تحقيق
آنقادرند به  و لذا مي توان از و مزرعه اي به منظـور طور موفقيت آميزي رشد بيمارگر را مهار نموده ها در آزمايشات گلخانه اي

. كنترل پوسيدگي ذغالي سويا استفاده نمود
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