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  چكيده

پس از  ي دوره در و ر گلخانه، مزرعهد فرنگي توتهاي  ترين بيماري يكي از مهم Botrytis cinereaپوسيدگي خاكستري با عامل 
يكي از راهكارهـاي جـايگزين بـراي    . شود هاي مختلف مصرف مي كش قارچ زيادي از مقداربراي كنترل اين بيماري . باشد برداشت مي

هاي غالب  از ميكروارگانيسم Trichodermaهاي قارچي جنس  جدايه. باشد هاي شيميايي، استفاده از عوامل ميكروبي مفيد مي شك قارچ
هـاي بـومي    در ايـن مطالعـه، جدايـه   . كننـد  هاي متنوع، بيمارگرهـاي گيـاهي مختلـف را كنتـرل مـي      ميكروفلور خاك بوده و با مكانيسم

هـاي   پتانسيل جدايـه . و مولكولي شناسايي شدند شناسي ريختهاي  استان مازندران جداسازي و با روش فرنگي توتتريكودرما از مزارع 
و بيماري پوسيدگي خاكستري در آزمايشگاه و گلخانـه در قالـب طـرح كـاملاً تصـادفي بـا سـه         B. cinereaدر كنترل  بومي تريكودرما
فراوانـي توليـد اسـپور     بـه جـا   آن رشد نمودند و در B. cinereaها روي پرگنه  در آزمايش كشت متقابل، اغلب جدايه. شدتكرار ارزيابي 

هـاي   استثناي چنـد جدايـه، اغلـب جدايـه     به. عنوان آنتاگونيست قوي ارزيابي شدند ريكودرما بههاي ت از جدايه درصد 66بيش از . كردند
. ها را تجزيه كردنـد  سختينه كاملطور  بهها  جدايه درصد 5/43. هاي بيمارگر شدند شدن سختينه) ليز(تريكودرما كم و بيش باعث تجزيه 

دار داشـتند و حـداكثر ميـزان     گر اخـتلاف معنـي  ياز نظر كاهش رشد بيمارگر با يكد هاي فراّر، تعدادي از تيمارها در آزمون اثر متابوليت
كشت، تعدادي از تيمارها در  ي ثير عصارهأدر آزمايش ت. بود درصد 55هاي تريكودرما  ممانعت از رشد ميسليومي بيمارگر توسط جدايه

داري نشـان دادنـد و درصـد ممانعـت از رشـد       اخـتلاف معنـي  بـا يكـديگر   ) سـاعت  96و  48(و در دو زمـان  ) ليتر ميلي 6و  1(دو غلظت 
نتـايج  . رسيد) كشت ي عصاره درصد 30غلظت ( درصد 85و ) كشت ي عصاره درصد 5غلظت ( درصد 71بيش از  بهميسليومي بيمارگر 

كمتـرين و   مقـادير  نهمچنـي . ي تيمارها در مقايسه بـا شـاهد كـاهش يافتـه اسـت      ي نشان داد كه درصد آلودگي در كليها نهاآزمون گلخ
 TRICHO-MIX HVو  T. harzianum MS6-2تيمارهـاي   مربـوط بـه  ترتيـب   بـه  بود كه درصد 7/70و  5/53بيشترين درصد آلودگي 

  .دبودن
  بيوكنترل فرنگي، توتتريكودرما، بيماري كپك خاكستري، : هاي كليدي واژه

  

  مقدمه

ايجـاد   فرنگـي  تـوت  ي ميـوه  ويگونه قارچ ر 30بيش از 
  قــــارچ هــــا آنتـــرين   كــــه مهــــمكننـــد   يدگي مــــيپوســ ـ

Pers.:Fr Botrytis cinerea   ــتري ــيدگي خاكس ــل پوس ، عام
(gray mold) ســــــيدگي بوتريتيســــــي ميــــــوهيــــــا پو  

)Botrytis fruit rot (پوســيدگي خاكســتري يكــي از . اســت
ــرين بيمــاري مهــم ــا اســت  فرنگــي تــوتهــاي  ت در سراســر دني

)Hjeljord et al., 2001 (  فرنگـي كشــت   و هرجـا كـه تــوت
  دوشـــ شـــود يـــك بيمـــاري خطرنـــاك محســـوب مـــي  مـــي

)Wilcox & Seem, 1994 .(    ــك بيمــارگر ــن قــارچ، ي اي
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هاي ناشـي از آن يكـي    جازي است و پوسيدگي نكروترف همه
هـاي سـبزيجات، گياهـان     ترين بيمـاري  ترين و گسترده از شايع

چه در بـاغ و مزرعـه و چـه     ،هاي گياهان مختلف  زينتي و ميوه
 Rosslenbroich & Stuebler, 2000; Barka et(باشد  مي انبار

al., 2002 .(ها، اين  كش كاربرد متناوب و زياد قارچ با توجه به
در بــين  فرنگــي تــوتبيمــاري دليــل اصــلي قــرار گــرفتن ميــوه 

هـاي   كش آفت ي محصولات غذايي پر خطر از لحاظ باقيمانده
  ).Sutton, 1994( شود ، محسوب ميشيميايي
كنـد و   را در تمام سال آلـوده مـي   فرنگي توتقارچ،  اين

. گيرنـد  ثير ايـن بيمـارگر قـرار مـي    أتحت ت ـ ،گل، برگ و ميوه
ساير  بهبيشترين حساسيت را نسبت  فرنگي توتهاي  اگرچه گل

دهنـد، امـا علايـم بيمـاري اساسـاً روي       هاي گياه نشان مي اندام
گي روي آلـود ). Mertely et al., 2002(شـود   ميوه ظـاهر مـي  

معمـولاً از   هـا  آنهاي در حال رشد و در نهايت پوسيدگي  ميوه
هـا،   و مخفي ماندن آلودگي گل گردد ناشي ميهاي آلوده  گل

باشـد   هاي ميوه در انتهاي فصل مي دليل اصلي ظهور پوسيدگي
)Boff et al., 2002.(  

صـــورت ميســـليوم و ســـختينه  بـــه B. cinerea قـــارچ
عبارتنـد   ي بيماري زادمايه  منابع اوليه كند و گذراني مي زمستان
هـاي موميـايي شـده، مـزارع مجـاور و       هاي مرده، ميوه از برگ
هاي بـزرگ   بيمارگر ابتدا لكه). Sutton, 1995(هاي هرز  علف
نمايـد كـه    ايجـاد مـي   فرنگي توتهاي  اي رنگ روي ميوه قهوه

خاكسـتري رنگـي    ي تـوده ) آبِ آزاد(تحت شـرايط مرطـوب   
هـاي قـارچ روي    هـا، كنيـديوفور و كنيـدي    ميسليوممتشكل از 

خسارت بيماري ). Mertely et al., 2002(پوشاند  ها را مي لكه
، فرنگـي  تـوت بـاردهي   ي وقتي جدي است كـه در طـول دوره  

تحـت شـرايط   . شرايط معتـدل و مرطـوب وجـود داشـته باشـد     
رطوبـت  (و رطوبتي ) سلسيوس ي درجه 15-25(مساعد دمايي 
) هـاي هـوايي   طولاني بودن زمان خيس ماندن اندام نسبي بالا و

ــان گــل  ــراي بيمــارگر در زم ــراي   ب ــه ب ــي و برداشــت، زمين ده
گسترش سريع بيماري فراهم شده و كاهش عملكـرد محصـول   

اين ). Bulger et al., 1987(خواهد رسيد  درصد 50بيش از  به

كنـد، بعـد از    بيماري علاوه بر خسارتي كه در مزرعه ايجاد مي
 ي هـا در طـول دوره   داشت محصول نيز باعث پوسيدگي ميوهبر

شود و يكي از دلايل كوتاهي عمر  انبار، حمل و نقل و بازار مي
 & Wszelaki(د شــو محســوب مــي فرنگــي تــوتانبــارداري 

Mitcham, 2003 .(هـاي پـس    بنابراين با اضافه كردن خسارت
كاهش محصول پـيش از برداشـت، جـاي تعجـب      بهاز برداشت 

 ي تــرين بيمــاري ميــوه ت كــه پوســيدگي خاكســتري مهــمنيســ
  ).Mertely et al., 2002(رود  شمار مي به فرنگي توت

بــين  ي هــاي زراعــي نظيــر افــزايش فاصــله اگرچــه روش
بـراي  ) ي بيمـاري  زادمايـه منـابع  (هاي پير  ها و حذف اندام بوته

اســتفاده  فرنگــي تــوتكنتــرل بيمــاري پوســيدگي خاكســتري  
كـاربرد  . أثير چنداني در كـاهش بيمـاري ندارنـد   شود ولي ت مي

تـرين روش كنتـرل ايـن     هاي مختلف، اصلي كش هفتگي قارچ
 MacKenzie et(تا حدودي موفق بوده است  بيماري است كه

al., 2003 .( سـبب شـيميايي   هاي كش آفتاستفاده نادرست از 
متأسفانه براي رفع . است هاي مقاومِ بيمارگر شده  ايجاد استرين

كش مـورد اسـتفاده    تري از قارچ بيش مقدارين مشكل، گاهي ا
ها اثـر مـوقتي دارنـد و     كش همچنين اغلب قارچ. گيرد قرار مي

هـاي   كـش  آفـت . رونـد  كـار مـي   بـه بنابراين طي چندين نوبـت  
هـاي سـطحي و    زمينـي، آب  شيميايي باعث آلودگي منابع زيـر 

ــيب  ــده و آس ــذايي ش ــواد غ ــاير    م ــان و س ــه انس ــاي جــدي ب ه
هـا بـا    كـش  ضمن، بعضي از قـارچ در . ندزن جودات زنده ميمو

هاي بيمارگر، باعث  آنتاگونيست از بين بردنممانعت از رشد يا 
خـاطر   بـه ). Benitez et al., 1998( ندشـو  افزايش بيمـاري مـي  

ــراي  هــاي شــيميايي كــش آفــتمشــكلات و مخــاطراتي كــه  ب
 كننـد، امـروزه   كشاورزان و محيط زيسـت ايجـاد كـرده و مـي    

هـاي   كيد زيـادي بـر كنتـرل غيـر شـيميايي آفـات و بيمـاري       أت
هــاي گيـاهي بــا   كنتـرل بيولــوژيكي بيمـاري  . شــود گيـاهي مـي  

ــا مــي اســتفاده از آنتاگونيســت ــك روش جــايگزين   ه ــد ي توان
 & Cook(شـيميايي باشـد    هــاي كـش  آفـت اميـدبخش بـراي   

Baker, 1983 .(ترين عوامل ميكروبي كه بيشترين پتانسيل  مهم
شـامل   ،انـد   داشته B. cinereaهاي ناشي از  ر كنترل بيماريرا د
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 Trichoderma spp. ،Gliocladium(عوامل بيوكنترل قارچي 

roseum Bainer Pythium radiosum B. Paul,، 
Penicillium sp.  وUlocladium sp. ( باكتريايي ،)Serratia 

marcerscens Bizio ، Bacillus spp. و Pseudomonas 

spp. ( و مخمرها)   هـاي   متعلـق بـه جـنسPichia  وCandida (
 & Barka et al., 2002; Li et al., 2004; Elad( بوده اسـت 

Stewart, 2004.(  
جـازي اسـت    هاي همه شامل قارچ  Trichodermaجنس

فراوانـي   بههاي در حال تجزيه  كه در خاك، مواد آلي و چوب
غرافيـايي  هـاي ايـن جـنس، در منـاطق ج     گونـه . شوند يافت مي
رونـد   شـمار مـي   بـه غالب ميكروفلور خاك  از اجزايمختلف، 

)Kubicek et al., 2003 .(  هـاي مختلـف تريكودرمـا     اسـترين
زاد و هـوازاد را   توانند طيف وسيعي از بيمارگرهـاي خـاك   مي

عنـوان عوامـل    بـه هاي تريكودرما  موفقيت استرين. كنترل كنند
ختلـف آنتاگونيسـتي   هـاي م   كنترل بيولوژيك مرهون مكانيسـم 

بـا توليـد   (بيـوز   ، آنتـي )بـر سـر غـذا و زيسـتگاه    (شامل رقابـت  
 ,Harman(د ونش ـ و پارازيتيسـم مـي  ) ها بيوتيك ها و آنتي آنزيم
بــا ايجــاد مقاومــت القــايي در گياهــان  هــا آنهمچنــين ). 2006
ــه ــرل بيمــاري  ب هــاي گيــاهي  صــورت غيــر مســتقيم باعــث كنت
ــي ــد  م ــه). Howell, 2003(گردن ــت ب ــل قابلي ــالاي  دلي ــاي ب ه

كنتـرل   ي       تحقيقـات بسـياري در زمينـه    تريكودرما، هاي استرين
هاي مختلف  هاي گياهي، بااستفاده از جدايه بيولوژيكي بيماري

 ).Benitez et al., 2004( است  اين جنس قارچي صورت گرفته

هاي قارچي است  ترين جنس كي از مهميتريكودرما  ،همچنين
اسـت و سـهم بـالايي از بـازار      تجـاري در آمـده   صـورت   بهكه 

هـاي بيولوژيـك تجـاري بـه آن اختصـاص       مربوط به فرآورده
  ). Verma et al., 2007(دارد 

 هاي تريكودرما براي كنترل بيولوژيك استفاده از استرين
 Tronsmo & Dennis(اولـين بـار توسـط     B. cinerea قـارچ 

 فرنگــي تــوتمنظــور كنتــرل پوســيدگي خاكســتري  بــه 1977)
كـه كـاربرد چنـد     اين محققـان اظهـار داشـتند   . صورت گرفت

دهـي   دهـي و ميـوه   شكوفه ي گونه از تريكودرما در طول دوره

، بيماري كپك خاكستري را كاهش داد و بهتـرين  فرنگي توت
روي كاهش بيماري ديكلوفلوانيد  كش قارچ ي اندازه بهجدايه، 

د كه تحت شرايط گزارش دا Ercole (1985). مؤثر بوده است
هاي  كش قارچدر مقايسه با  T. virideهاي  كنترل شده، استرين

عامـل   از لحاظ كارآيي در كاهش رشـد كاپتان و ونكلوزولين 
كنتــرل پوســيدگي  در تحقيقــي ديگـر،  .انــد بيمـاري برتــر بـوده  

كـارگيري   بـه و افزايش محصول در اثر  فرنگي توتخاكستري 
T. viride  شده است گزارش)Sesan & Podosu, 1992( . در
 T. harzianumهاي جدايه ي تيمارهاي دربردارنده تأثيربررسي 

 ،T. hamatum و  T. langibranchiumصورت جداگانـه و   به
ــا غلظـــتدر تـــوأم   كـــاربرد، روي مختلـــف هـــاي و روش هـ
 ، برخـي فرنگي توتپوسيدگي خاكستري و آنتراكنوز  هاي بيماري
گرديدنـد   هـاي مـذكور   يمـاري بدار  موجب كـاهش معنـي   تيمارها

)Freeman et al., 2004( .1374، عليــزاده )Alizadeh, 1995 (
اثر چنـد   ي ي در زمينها نهاهاي آزمايشگاهي و گلخ طي بررسي

 و T. koningii، T. virideهاي آنتاگونيست جدايهو  كش قارچ
T. harzianum  ــاري ــك بيمـ ــرل بيولوژيـ كپـــك  روي كنتـ

ها  كاربرد اين آنتاگونيست اد كهنشان د فرنگي توتخاكستري 
كاهش دادند و در اين ميـان،  درصد بيماري را  42تا  5ميزان  به

 T. koningiiي  بيشترين كاهش درصد بيمـاري توسـط جدايـه   
 ,.Feyzi et al( 1392فيضـي و همكـاران،   . موجب شده اسـت 

ي تريكودرمـا را عليـه     توانايي آنتاگونيستي چهار گونـه ) 2013
B. cinerea  در آزمايشگاه  فرنگي توتعامل كپك خاكستري

گـزارش كردنـد كـه چهــار     هــا آن. مـورد ارزيـابي قـرار دادنـد    
مـــورد بررســـي در روش كشـــت متقابـــل و تـــأثير   ي جدايـــه
باعث ممانعـت  % 40-47و % 59-74ترتيب  بههاي فرار  متابوليت

  .از رشد بيمارگر شدند
ــرآورده   ــدين ف ــر، چن ــال حاض ــاوي   ي در ح ــاري ح تج

ــا تري ــر كودرم ــاده( Binabنظي ــا م ــؤثره  ي ب  Trichodermaم

harzianum  وT. polysporum  محصول شركتBinab Bio-

Innovation AB( ،PlantShield )مـــــؤثره  ي بـــــا مـــــاده  
T22 T. harzianum  محصـــــول شـــــركتBioworks ( و
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TRICHODEX ) ــاده ــا مـ ــؤثره  ي بـ  T39 T. harzianumمـ
ــركت   ــول ش ــر  )Makhteshimمحص ــراي كنت ل پوســيدگي ب

 .باشـد  در دسترس ميدر گلخانه و انبار  فرنگي توتخاكستري 
ها و نيـز پـس    هاي تجاري براي استفاده در گلخانه اين فرآورده

جايي كه شرايط پايـدار و   ؛روند كار مي بهاز برداشت محصول 
ــرل شــده ــت آنتاگونيســتي    ي كنت ــروز فعالي ــي، امكــان ب محيط

ــت ــتي   آف ــش زيس ــيرا ) biopesticide(ك ــد م  & Elad( ده
Stewart, 2004(.  

هاي مختلف براي كنترل  كش قارچدليل مصرف بالاي  به
در  ويـژه  بـه  ايـران در  فرنگي توتبيماري پوسيدگي خاكستري 

سموم و  ي وجود باقيمانده بهو مشكلات مربوط  استان مازندران
شناسايي و  ي كنندگان، تحقيق در زمينه تهديد سلامت مصرف

ايـن بيمـاري ضـروري     بيولوژيـك  مـل كنتـرل  كارگيري عوا به
هـاي   اين پروژه بـا هـدف جداسـازي و شناسـايي جدايـه     . است

در  هـا  آنكـارآيي  منظور ارزيـابي   بهبومي از جنس تريكودرما 
  .در آزمايشگاه و گلخانه انجام شد B. cinereaكنترل 

    
  ها مواد و روش

  نمونه برداري

ــه 12 از ــد تـــوت ي مزرعـ ران فرنگـــي در اســـتان مازنـ
همراه  به) ريزوسفر(خاك اطراف ريشه . برداري انجام شد نمونه
 آوري جمـع ) برگ، گل و ميـوه ( فرنگي توت هوايي يها اندام

هـاي خـاك داخـل     نمونـه . دندش ـشدند و به آزمايشگاه منتقـل  
ــه ــاق   كيس ــاي ات ــتيكي و در دم ــاي پلاس ــه 20-25( ه ي  درج

چهـار  ود هاي هوايي در يخچال با دماي حـد  و اندام) سلسيوس
  .نگهداري شدند ي سلسيوس درجه

  عامل بيماريجداسازي 

ــوه B. cinereaبـــراي جداســـازي  ي  هـــاي آلـــوده ميـ
مـدت   بـه  درصـد 5/0در محلول هيپوكلريت سديم  فرنگي توت

كشـي   يك دقيقه ضدعفوني سطحي شدند و پس از سه بار آب
متـري تقسـيم    قطعات نيم تا يـك سـانتي   بهبا آب مقطر استريل، 

براي جذب آب اضافي در بـين دو لايـه كاغـذ صـافي      شدند و

هاي پتري حاوي محـيط   قطعات در تشتك. استريل قرارگرفتند
كشت داده شدند و در انكوباتور بـا   درصد 2آگار -كشت آب

هـاي بـا    قـارچ . سلسـيوس نگهـداري شـدند    ي درجـه  21دماي 
سـازي   با روش تك اسـپور خـالص   Botrytisمشخصات جنس 

مشخصـات مورفولوژيـك    B. cinereaاييبـراي شناس ـ . شـدند 
 Commonwealth Mycologicalيفهــا بــا توصـ ـ  جدايــه

Institute (CMI)  431 ي مارهش ـ )Ellis & Walker, 1974 (
  .شد مطابقت داده

  زايي آزمون اثبات بيماري

طور جداگانه،  بهبراي هر جدايه زايي،  براي اثبات بيماري
 فرنگــي تــوتي هــا سوسپانســيون اســپورهاي قــارچ روي ميــوه

ــترون ــت   س ــا غلظ ــدي 106ب ــيدر  كني ــد   ميل ــيده ش ــر پاش   ليت
)Sutton & Peng, 1993 .(هــا  ســپس ظــروف حــاوي ميــوه
و  ي سلسـيوس  درجه 21 دماي با مدت پنج روز در ژرميناتور به

براسـاس سـرعت   . قرار داده شـدند ) L/D 12/12(تناوب نوري 
اري هـاي تشـكيل شـده و نيـز شـدت بيم ـ      رشد و تعداد سختينه

بـراي   تـرين جدايـه   زا بيمـاري پوسيدگي خاكستري در گلخانه، 
  .ي انتخاب شدا هناهاي آزمايشگاهي و گلخ انجام آزمون
  .Trichoderma sppجداسازي 

  :جداسازي از خاك) الف
كشت سري رقـت خـاك    روش به هاي تريكودرما جدايه

)dilution plating (ــا اســتفاده از محــيط كشــت انتخــابي  و ب
ــك ــادن  م ــاتن ف ) McFadden & Sutton’s RB-S-F(و س

 ، KH2 PO4اين محيط، يك گـرم   ي براي تهيه. شدند جداسازي
ــنج، MgSO4گــرم  5/0 ــون،  پ ــوكز،  10گــرم پپت  17گــرم گل

 20گرم سولفات استرپتومايسين و  ميلي 30گرم رز بنگال،  ميلي
گرم آگار در يك ليتر آب حل شد و پس از سترون كردن در 

ــوكلاو،  ــي 2/0اتـ ــد   ميلـ ــافه شـ ــه آن اضـ ــد بـ ــر فرمالدهيـ   ليتـ
)Davet & Rouxel, 2000 .( ده گرم خاك)   خشـك شـده در

ميلي ليتر آب مقطر سـترون داخـل يـك فلاسـك      90به ) آون
دسـتگاه  دقيقـه روي   30تـا   20مـدت   بـه ارلن ماير اضافه شد و 

ميلـي ليتـر از    10سـپس  . قرار گرفـت ) shaker( ي تكان دهنده
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ميلي ليتر آب مقطر سترون اضافه و  90، به سوسپانسيون حاصل
ايـن  . هم زده شـد  دستگاه تكان دهندهمدت يك دقيقه روي  به

ليتـر   يك ميلـي . رقت مناسب تكرار شد بهمنظور رسيدن  بهعمل 
شـكل روي   Lاي  شيشـه  ي از رقت مطلوب، بـا اسـتفاده از ميلـه   
براي هر رقت سه تكرار . سطح محيط كشت انتخابي پخش شد

  .ر گرفته شددر نظ
  جداسازي از گياه) ب

ــراي  ــدام ب ــارچ از ان ــات   جداســازي ق ــوايي، قطع ــاي ه ه
درون  متـر مربـع   يك سانتي ي اندازه بهكوچكي از ساقه و برگ 

ليتـري حـاوي آب مقطـر سـترون      ميلـي  500فلاسك ارلن ماير 
مـدت دو   بـه ريخته شد و  Triton-XR 100علاوه چهار قطره  به

دور در دقيقـه   150با سرعت  هندهدستگاه تكان دساعت روي 
 1/0پـس از تهيـه سـريال رقـت،     ). Ercole, 1985(قرار گرفت 

ميلي ليتر از سوسپانسيون ايجاد شده روي سطح محـيط كشـت   
مراحـل ماننـد روش جداسـازي از     ي بقيـه . انتخابي پخـش شـد  

مدت چند روز در انكوبـاتور بـا    بههاي پتري  تشتك. خاك بود
 .و شـرايط تـاريكي قـرار گرفتنـد     وسي سلسي درجه 25دماي 

 روش هاي تريكودرما رشد يافتـه در محـيط انتخـابي بـا     جدايه

 PDAهـاي آزمـايش حـاوي     خالص شده و به لوله اسپور، تك
نگهــداري  ي سلســيوس درجــهچهــار  منتقــل شــده و در دمــاي

 .شدند

  تريكودرما در سطح گونههاي  شناسايي جدايه

  شناسايي مورفولوژيكي) الف

و نيـز  % 2آگـار  -مالـت  محـيط  هاي تريكودرما در جدايه
PDA سـاخت كارخانـه    يطدو مح ـ هـر ( شـدند  كشتMerck 
مـدت دو   بههاي قارچ در محيط مالت آگار ابتدا  كشت. )آلمان

و شـرايط   ي سلسـيوس  درجـه  20روز درون انكوباتور با دماي 
طبيعي  نور و اتاق دماي شرايط تاريكي قرارگرفتند و سپس در

بــراي  . نگهــداري شــدند ) مســتقيم در آزمايشــگاه نــور غير(
هـا بـا    رشد خطـي جدايـه  . شد هرجدايه سه تكرار در نظر گرفته

در  ها آنگيري قطر پرگنه، چهار روز پس از قرار گرفتن  اندازه
ــاي   ــاتور در دم ــه 20±1انكوب ــيوس درج ــرايط  ي سلس و در ش

 منظـور  بـه . انجام شـد % 2آگار -تاريكي در محيط كشت مالت

 ها در پرپاراسيون ميكروسكوپي، هاي گيري اندازه و اتمشاهد

. تهيه شدند و نيز محلول كاتن بلو لاكتوفنل% 25لاكتيك  اسيد
بـراي بررسـي   ) CH-2مـدل  (از ميكروسكوپ نوري الُيمپـوس  

ها در حد گونه، شكل،  براي شناسايي جدايه. شد استفاده ها آن
اليد، كنيـديوم  اندازه و ساير مشخصات مربوط به كنيديوفور، في

ــپور  ــدام   50(و كلاميدوس ــر ك ــدد از ه ــات ) ع ــز مشخص   و ني
ــه ــوط ب ــه  مرب ــزان رشــد   ظــاهر پرگن ــا و مي ــا آنه ــت شــد ه   .ثب
ــات ــك مشخصـ ــا مورفولوژيـ ــايي  بـ ــدهاي شناسـ   كليـ

)Bissett (1991 a-b & 1992 و )Gams & Bissett (1998 
  .شدند مقايسه

  شناسايي مولكولي) ب

هـاي كلاسـيك    بـا روش  هاي تريكودرمـا  شناسايي گونه
دليل شـباهت   بهكند،  كه از معيارهاي مورفولوژيك استفاده مي

 صــفات مورفولوژيــك، دشــوار، مــبهم و اشــتباه آميــز اســت 

)Samuels, 2006 .(    شناسـايي   براي حـل مشـكلات مربـوط بـه
يــك  Druzhinina et al. (2005(هــاي تريكودرمــا،  جدايــه

بــراي شناســايي را ) DNA )DNA barcodingسيســتم باركُــد 
ــه ــا دقيــق و ســريع جداي ــوالي هــاي تريكودرم هــاي  براســاس ت

 rDNAاز ژن  ITS2و  ITS1 ي نوكلئوتيدي مشخص در منطقه
و  TrichOKEY 2.0ايـن روش در قالـب برنامـه    . ابداع كردند

 صــــــــورت آنلايــــــــن در دســــــــترس اســــــــت بــــــــه

)http://www.isth.info/tools/molkey/ index.php .( بـراي 

تشــريح در گذشــته كــولي براســاس روشــي كــه مول شناســايي
ــده ــت  ش ــه) Naeimi et al., 2010(اس ــه ITS ي ناحي  ي هم
د و سـپس از  ش ـهـاي تريكودرمـا تكثيـر و تعيـين تـوالي       جدايه
 بانك در ITS هاي توالي. استفاده شد TrichOKEY 2 ي برنامه
 دسـتيابي  ي شـماره  يـك  توالي، هر ازاي به و شدند ذخيره ژن

)accession number (دش اخذ.  
  هاي تريكودرما تعيين جمعيت جدايه

ي مربوط هاي تريكودرما هاي جدايه شمارش پرگنهراي ب
هـاي   ليتر از سوسپانسيون خاك در رقـت  هر نمونه، يك ميلي به
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 هاي پتري حاوي محيط كشت انتخـابي  در تشتك 10-4تا  2-10
صـورت تعـداد     بـه براي هـر نمونـه    اه جمعيت جدايه .شد ريخته

  .محاسبه شد) cfu/g(احدهاي پرگنه ساز در هر گرم خاك و
 

در  B. cinereaهاي تريكودرما روي  بررسي اثر جدايه

  آزمايشگاه

  )dual culture technique(كشت دوطرفه  روش

  هــاي هــاي در حــال رشــد پرگنــه هــايي از قســمت قــرص
B. cinerea ي بـه متـر از ل  سـانتي  5/1 ي فاصـله  بـه  و تريكودرما 

، رو PDAمتري حاوي محيط كشت  سانتينُه پتري  هاي تشتك
هاي پتـري در انكوبـاتور بـا     تشتك. روي هم قرار داده شدند به

بـراي  . در تاريكي قرار داده شـدند  ي سلسيوس درجه 21دماي 
در تشـتك پتـري شـاهد    . هرجدايه سه تكرار در نظر گرفته شد

پـس از گذشـت   . فقط قرص ميسليومي بيمارگر قـرار داده شـد  
ــم بـــا اســـتفاده از سيســـتم    ي ج روز، درجـــهپـــن   آنتاگونيسـ
)Bell et al. (1982 پـنج كـلاس    در اين سيسـتم، . سنجيده شد

در روش  تريكودرمـا  هاي براي بيان قدرت آنتاگونيستي جدايه
كـاملاً   تريكودرمـا = 1 كـلاس . اسـت  شـده كشت متقابل تعيين 

و تمـام سـطح   ) overgrowth(روي پرگنه بيمارگر رشد كـرده  
= 2كـلاس  . كنـد  يط كشت داخل تشتك پتري را اشغال ميمح

ــا حــداقل دو ســوم ســطح محــيط كشــت را اشــغال    تريكودرم
و بيمارگر هر يك تقريباً نصف  تريكودرما= 3كلاس . كند مي

كـدام از ايـن دو، بـر     پوشـانند و هـيچ   سطح محيط كشت را مي
بيمارگر حداقل دو سوم سطح = 4كلاس . ديگري غالب نيست

رسـد كـه در مقابـل     نظر مـي  بهكند و  را اشغال مي محيط كشت
بيمارگر كاملاً = 5كلاس . كند مقاومت مي پيشروي تريكودرما

و تمــام سـطح محــيط را   روي پرگنـه تريكودرمـا رشــد كـرده   
روز مـورد مشـاهده و    نـُه مدت  بههاي متقابل  كشت. پوشاند مي

ــد  ــرار گرفتن ــازبيني ق ــوق،   . ب ــتم ف ــاس سيس ــهبراس اي از  جداي
شد كـه ميـانگين نمـره     در نظر گرفته» آنتاگونيست« يكودرماتر

  .بود 2تر از  آن جدايه، مساوي يا كوچك
 

 هـاي  كردن سختينه در تجزيه تريكودرما ثيرأبررسي ت
B. Cinerea  

  كشـت تـازه   ي اي از حاشـيه  حلقـه براي تشكيل سـختينه،  
B. cinerea هـاي پتـري حـاوي    در وسط تشتك PDA   كشـت

ي سلسـيوس   درجـه  15 پتـري در دمـاي  اي ه ـ تشـتك . شد داده
شـده بـا    هـاي تشـكيل   سـختينه . روز نگهداري شدند 30مدت  به
هـاي شـش روزه    ظـروف پتـري حـاوي پرگنـه     بـه س استريل نپ

قـرار داده شـدند    PDAدر محيط كشت  تريكودرما هاي جدايه
ــه ( ــراي هــر جدايــه نُ ). ســختينه در هــر تشــتك و ســه تكــرار ب

نگهداري  ي سلسيوس درجه 21 دماي ها در انكوباتور با تشتك
 10هـا بـا هيپوكلريـت سـديم      پـس از يـك مـاه سـختينه    . شدند

آگـار  -محـيط كشـت آب   بهدرصد ضدعفوني سطحي شدند و 
زنـي و رشـد ميسـليومي     سـاعت، جوانـه   24بعد از . منتقل شدند

ــا آن ــد    ه ــي ش ــوري بررس ــكوپ ن ــر ميكروس  & Köhl(زي

Schlosser, 1989; Mukherjee et al., 1999.( هـايي   سختينه
عنـوان تجزيـه شـده در     به، ه بودكه با فشار، بافتشان متلاشي شد

 .نظر گرفته شد

در رشـد   تريكودرما هاي فرّار متابوليت ثيرأبررسي ت
B. cinerea  

 Dennis & Webster (1971(اين آزمايش طبق روش 
كشـت   ي متـر از حاشـيه   قطر پنج ميلي بههايي  قرص. انجام شد

طور جداگانـه در   به B. cinereaوزه تريكودرما و جوان سه ر
كشت داده  PDAهاي پتري حاوي محيط كشت  وسط تشتك

هـاي   جدايـه  بـه هاي پتري مربـوط   سپس درهاي تشتك. شدند
تريكودرما و بيمارگر تحت شرايط استريل برداشته و تشـتك  

 طـور وارونـه روي تشـتك تريكودرمـا     بـه  B. cinereaحاوي 
هـاي پتـري شـاهد، قرصـي از محـيط       تكدر تش ـ. قرار گرفت

ــد  PDAكشــت  ــا ش ــايگزين تريكودرم ــاس دو . ج محــل تم
خوبي مسـدود شـد تـا     بهتشتك پتري با پارافيلم و نوار چسب 

. ارتباط داخل دو تشتك بـا محـيط خـارج كـاملاً قطـع شـود      
ي  درجه 26حرارت  ي هاي پتري در انكوباتور با درجه تشتك

درصد ممانعت از . اده شدندو شرايط تاريكي قرار د سلسيوس
با استفاده از رابطه  تريكودرماهاي  رشد بيمارگر توسط جدايه
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 61 1392 سال ،دو ي شماره ،دوم جلد پزشكي، گياه در زيستي مهار

A-B/A × 100 محاسبه شد .A    قطر پرگنه بيمـارگر در شـاهد
 . قطر پرگنه بيمارگر در تيمار است Bو 

) culture filtrate(كشــت  ي عصــاره تــأثيربررســي 

  B. cinereaهاي تريكودرما در رشد  جدايه

ــ ــايع خــارج ســلولي   در اي ــر ترشــحات م ــايش اث ن آزم
ــه ــليومي   جداي ــد ميس ــوگيري از رش ــا در جل ــاي تريكودرم   ه

B. cinrea  ــت ــرار گرف ــي ق ــورد بررس ــن  . م ــراي انجــام اي ب
، Ca (NO3)2آزمايش، محـيط مـايعي بـا تركيـب يـك گـرم       

گرم  KNO3 ،125/0گرم  MgSO4, 7H2O ،25/0گرم  25/0
KH2PO4   يـك گـرم ،CaCl2, 2 H2O ،50 گـرم اسـيد    يلـي م

. سيتريك و سه گرم ساكاروز در يك ليتر آب مقطر تهيه شد
هـر  (ليتـري   ميلـي  500هاي ارلن مـاير   محيط فوق در فلاسك

ريختـه شـد و پـس از سـرد شـدن      ) ليتـر  ميلي 100يك حاوي 
ليتر از سوسپانسيون  ها، يك ميلي هر يك از فلاسك بهمحيط، 

اضـافه  ) ليتـر  در ميلياسپور  107(هاي تريكودرما  اسپور جدايه
جــاي سوسپانســيون اســپور، يــك  بــهدر فلاســك شــاهد . شــد
هاي ارلن مـاير   فلاسك. ليتر آب مقطر استريل اضافه شد ميلي

 25و دمـاي   rpm70 روي دستگاه شيكر انكوباتور در شرايط 
 ي تـوده پـس از پـنج روز كـه    . سلسيوس قرار گرفتند ي درجه

ايش تحريـك توليـد   قارچ تشـكيل شـد، بـراي افـز     ميسليومي
قارچ بيمارگر در ) pellets(هاي  كيتينازها و گلوكانازها، پلِت
ها مجـدداً در   فلاسك. ها اضافه شد شرايط استريل به فلاسك

 يهـا )حبـه (گلولـه   ي براي تهيـه . شيكر انكوباتور قرار گرفتند
% 2مالـت   ي محيط كشت مايع عصارهB. cinerea ميسليومي 
هـر كـدام حـاوي    (ليتري  ميلي 100ر هاي ارلن ماي در فلاسك

كـردن و سـرد شـدن     سـترون پس از . ريخته شد) ليتر ميلي 20
ليتـر سوسپانسـيون    ها، يك ميلـي  هر يك از فلاسك بهمحيط، 
ايـن  . اضـافه شـد  ) ليتر اسپور در ميلي B. cinerea )106اسپور 

در شـرايط  (مـدت سـه روز در شـيكر انكوبـاتور      بهها  فلاسك
پـنج روز بعـد از اضـافه كـردن     . داري شـدند نگه ـ) الذكر  فوق
هـاي ارلـن مـاير     فلاسك به B. cinerea ميسليومي هاي گلوله

حاوي تريكودرما، محيط مايع درون هر فلاسك با استفاده از 

دستگاه پمپ خلاء و صافي ميكروبيولوژيـك بـا قطـر روزنـه     
  .فيلتر شد) Milliporeساخت كارخانه (ميكرومتر  22/0

ــي   ــراي بررس ــب ــك از   ي عصــاره ثيرأت ــر ي حاصــل از ه
و  14هاي آزمايش مقادير  هاي تريكودرما، در داخل لوله جدايه
 سـترون ريختـه شـد و پـس از     PDAليتر محيط كشت  ميلي 19

سلسـيوس   ي درجـه  50كردن در اتوكلاو، در حمام بـن مـاري   
ها، با  پس از ثابت شدن دماي محيط درون لوله. قرار داده شدند

ليتــر از  ميــزان شــش و يــك ميلــي بــهپيپــت اســتريل اســتفاده از 
 PDAمحـيط   بـه هـاي تريكودرمـا    هر يـك از جدايـه   ي عصاره

 20بــه  هــا آنهــاي آزمــايش ريختــه شــد تــا حجــم  درون لولــه
خوبي مخلوط  بهكه  ها، پس از اين محتويات لوله. ليتر برسد ميلي

بـراي هـر   . متري ريختـه شـد   سانتي نُههاي پتري  شد، در تشتك
بعـد از انعقـاد   . شـد  ظت از عصاره سه تكـرار در نظـر گرفتـه   غل

متـري از   محيط، در وسط هـر تشـتك، يـك قـرص پـنج ميلـي      
قـرار داده شـد و سـپس     B. cinereaكشت سـه روزه   ي حاشيه
سلسيوس نگهداري  ي درجه 21ها در انكوباتور با دماي  تشتك
سـاعت   72و  48قطر رشـد ميسـليومي بيمـارگر پـس از     . شدند
ــليومي . يـــري شـــدگ زهانـــدا ــد ميسـ   درصـــد بـــازداري از رشـ

B. cinerea ي با استفاده از رابطه A-B/A × 100  محاسبه شـد .
A    قطر پرگنه بيمـارگر در شـاهد وB     قطـر پرگنـه بيمـارگر در

  . تيمار است
در  هــاي انتخــابي تريكودرمــا جدايــهثير أتــبررسـي  

 كنترل بيماري پوسيدگي خاكستري در گلخانه

هـاي   هـاي آزمايشـگاهي، جدايـه     آزمـون  براسـاس نتـايج  
در كنتــرل بيمــاري در  هــا آنتريكودرمــا بــراي ارزيــابي تــأثير 

رقــم حســاس ( فرنگــي تــوتنشــاهاي . گلخانــه انتخــاب شــدند
ــي ــد)گيلاس ــا نا، در گل ــتيكي ه ــاد   5/3ي پلاس ــا ابع ــري ب   ليت

متر، حاوي خاك برگ، خاك رس و ماسه  سانتي 5/18× 5/16
اي  روي سكوهاي داخل گلخانه شيشـه  ها نامنتقل شدند و گلد
سلسـيوس و   ي درجـه  22-28دمـاي گلخانـه   . نگهداري شـدند 
روز  3-4هـر   ها ناگلد. تنظيم شد درصد 75-80رطوبت نسبي 
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در طي مدت نگهداري در  فرنگي توتهاي  بوته. آبياري شدند
  .كش شيميايي دريافت نكردند گلخانه هيچ آفت
اي بيمــارگر و هــ سوسپانســيون كنيــدي  ي بــراي تهيــه 

حـاوي   SPDA )PDAدر محـيط   هـا  آنهـا، ابتـدا    آنتاگونيست
كشــت داده ) گــرم در ليتـر ســولفات استرپتومايسـين   ميلـي  100

ــاق  . شــدند  25حــدود (پــس از گذشــت دو هفتــه در دمــاي ات
خوبي توليـد كنيـدي كردنـد،     بهها  كه قارچ) سلسيوس ي درجه
د و بـراي  هاي پتري با آب مقطـر اسـتريل غرقـاب شـدن     تشتك

اي  شيشـه  ي جدا شدن اسپورها، سطح محيط به آرامـي بـا ميلـه   
ملمـل   ي دست آمـده، از پارچـه   بهسوسپانسيون . مالش داده شد

ــدي    ــاز كني ــورد ني ــد و غلظــت م ــور داده ش ــتريل عب ــا  اس ــا ب ه
 ,Neubauer Improved (Precicolor, HBGيتومتراس ـوهم

Germany)  تنظيم شد)Hjeljord et al., 2001; Wszelaki & 

Mitcham, 2003 .(ميــزان غلظــت سوسپانســيون اســپور بــراي  
B. cinerea ــه ــا  و جداي ــههــاي تريكودرم ــب  ب  107و  106ترتي

بـراي چسـبيدن بهتـر اسـپورها     . ليتر تنظـيم شـد   ميليدر  كنيدي
) درصــد Tween 20 )05/0هــاي هــوايي،   ســطح انــدام  بــه
كوچـك   پاش پاشي با محلول محلول. سوسپانسيون اضافه شد به

 .دستي انجام شد

ــأثير ــارچ ت ــك تريكــو كــش ق ــيكس اچ-بيولوژي وي . م
(TRICHO-MIX HV)      ساخت شـركت فنـاوران حيـات سـبز

ايـن فـرآورده     .هم در قالب يك تيمار در گلخانه ارزيابي شد
مؤثره آن  ي صورت پودر فرموله شده است و ماده بهبيولوژيك 

T. harzianum رآورده از پــس از دريافــت ايــن فــ. باشــد مــي
سـاز   تعيـين تعـداد واحـدهاي پرگنـه     بـه شركت مذكور، نسـبت  

)cfu (در هـــزار آن بـــراي  10از سوسپانســـيون  و اقـــدام شـــد
 .گرديد پاشي استفاده محلول

ــپور  گـــل ي در مرحلـــه دهـــي، ابتـــدا سوسپانســـيون اسـ
ســاعت بعــد،    48تجــاري و  ي هــا و فــرآورده   آنتاگونيســت

پاشـي شـد    ها محلول بوته روي B. cinereaسوسپانسيون اسپور 
كاملاً ) ساقه، برگ و گل(هاي هوايي  اندام ي طوري كه كليه به

جاي سوسپانسـيون اسـپور    بهدر تيمار شاهد آلوده . خيس شدند

ــه   ــتريل روي بوت ــر اس ــا، آب مقط ــد  تريكودرم ــيده ش ــا پاش . ه
هــاي تريكودرمــا و  پاشــي سوسپانســيون اســپور جدايــه محلــول
در كـل سـه   (متوالي تكرار شد  ي فتهتجاري طي دو ه  فرآورده
چهــار روز پــس از ). هفــت روز از يكــديگر ي فاصــله بــهبــار و 
شـمارش  ) نكـروزه (هـاي آلـوده    زني بيمارگر، تعـداد گـل   مايه

هاي رسيده مورد  زني بيمارگر، ميوه روز بعد از مايه 15شدند و 
 هـاي داراي علائـم پوسـيدگي    بررسي قرارگرفتند و تعداد ميوه

، )incidence(براي تعيـين شـيوع بيمـاري    . ثبت شد خاكستري
تعداد ميوه آلوده شمارش گرديـد و درصـد آلـودگي محاسـبه     

متـوالي و   ي طي چهار هفته فرنگي توتي  هاي رسيده ميوه .شد
و ميزان يا شـيوع بيمـاري محاسـبه     نداي دوبار برداشت شد هفته
ن گرفته هر هفته با يكديگر جمع و ميانگي بهمقادير مربوط . شد
 10براي هر تكـرار  (فرنگي  توت ي عدد ميوه 30همچنين، . شد
) بدون علائم بيماري پوسـيدگي خاكسـتري  (ظاهراً سالم ) ميوه

ابتدا با هيپوكلريت سديم ضـدعفوني سـطحي و سـپس بـا آب     
بـدون ايـن كـه بـا يكـديگر       شو شدند وو  ، شستسترونمقطر 

قـرار   دار پـوش باشند داخـل ظـروف پلاسـتيكي در    تماس داشته
ــاي  ــاريكي  ي درجــه 20داده شــدند و در دم سلســيوس و در ت

ــدند  ــداري ش  ــ. نگه ــراي ت ــذ   أب ــالا، كاغ ــبي ب ــت نس مين رطوب
. شـدند  داده در كـف ظـرف قـرار    سـترون هاي مرطوب و  صافي
هـا هـم    روز درصد بيمـاري بـراي ايـن ميـوه    سه تا چهار پس از 

 ,.Hjeljord et al(مقادير قبلي اضـافه گرديـد    بهمحاسبه شد و 

2001.(  
  ارزيابي ديناميك جمعيت

ــه ــت   ب ــاي آنتاگونيس ــان بق ــي امك ــور بررس ــا روي  منظ ه
، در هـا  آنفرنگـي و ديناميـك جمعيـت     هاي هوايي تـوت  اندام
پاشي، قطعـات   روز بعد از آخرين محلول 28، 14،  7ي ها نازم

در ) بــرگ (فرنگــي   هــاي هــوايي تــوت    كــوچكي از انــدام 
ليتر آب مقطـر اسـتريل    ميلي 100ي هاي ارلن ماير حاو فلاسك

مـدت   بهها  فلاسك. قرار گرفتند Tween 20علاوه پنج قطره  به
ــه روي  30 ــده دقيق ــان دهن ــتگاه تك ــرعت   دس ــا س  rpm 180ب

يـون حاصـل   ليتر  ميلي 5/0. قرارداده شدند  )سـري رقـت  (از سوسپانس
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هاي پتري حاوي محيط كشت انتخابي منتقل شـدند و   تشتك به
پـس از  . سلسـيوس نگهـداري شـدند    ي درجـه  25 در انكوباتور

  هــاي تشــكيل شــده شــمارش شــدند       چنــد روز تعــداد پرگنــه  
(Wszelaki & Mitcham, 2003; Freeman et al., 2004) .  

 هاي آماري تجزيه و تحليل

ي در قالـب طـرح   ا هن ـاهـاي آزمايشـگاهي و گلخ   بررسي
توزيـع   براي نرمال كردن. كاملاً تصادفي با سه تكرار انجام شد

ها در موارد لازم، تبديل اعداد انجـام شـد امـا در جـداول،      داده
 SASها با نرم افزار  داده. است  هاي اصلي نمايش داده شده داده

آناليز شدند و گروه بندي تيمارها با استفاده از آزمون چند  9.0
صـورت  ) Duncan’s multiple range test(اي دانكـن   دامنـه 
  .گرفت
  

 نتايج

  عامل بيماري جداسازي

ــه  ــش جدايـ ــوه B. cinereaي  شـ ــوده   از ميـ ــاي آلـ هـ
تـا    K1-1هـاي  جدايـه (ند جداسـازي و شناسـايي شـد    فرنگي توت

K1-6 .(ــه ي همــه ــوه جداي ــوتهــاي  هــا در مي ايجــاد  فرنگــي ت
  هـاي  جدايـه . اسپورزايي نمودند ها آنپوسيدگي كردند و روي 

B. cinerea ي جدايه .ها جداسازي شدند همگي مجدداً از ميوه 
K1-2 آزمايشـات ايـن    ي ترين جدايه در همه زا بيماريعنوان  به

پـس  اين جدايـه  شعاع پرگنه . تحقيق مورد استفاده قرار گرفت
و روي محــيط  ي سلســيوس درجــه 25از چهــار روز در دمــاي 

مـذكور   ي همچنـين جدايـه  . متـر بـود   سـانتي  PDA ،4/5كشت 
توليـد كـرد    يبزرگ ـ رنـگ و نسـبتاً   هـاي سـياه   سختينهفراواني  به
متـري   ميانگين تعداد سختينه در يك تشـتك پتـري نـُه سـانتي    (

ايجـاد شـده توسـط آن در      و ميانگين شدت بيماري) عدد 112
  .بود درصد 85 فرنگي توتهاي  ميوه

  هاي تريكودرما هيجداجداسازي و شناسايي 

 جدايه 27با استفاده از محيط كشت انتخابي، در مجموع 
 آمـد  دسـت  بـه استان مازندران  فرنگي توتزارع تريكودرما از م

ــدول ( ــه. )1ج ــه    جداي ــار گون ــه چه ــده ب ــايي ش ــاي شناس  ي ه

Trichoderma harzianum ،T. virens ،T. hamatum  و  
T. atroviride  هاي دستيابي  شماره(تعلق داشتندEU821797-

EU821780(. T. harzianum  جدايه  20با)از كـل   درصد 74
 فرنگـي  تـوت غالـب تريكودرمـا در مـزارع     ي گونـه ) هـا  جدايه

دوم فراوانـي   ي با پـنج جدايـه در رده   T. virens. مازندران بود
  . قرارداشت

  هاي تريكودرما تعيين جمعيت جدايه

هــاي خــاك مربــوط  نمونــه ي جــز از دو نمونــه، همــه بــه
هـاي   اسـتان مازنـدران حـاوي پروپـاگول     فرنگـي  توتمزارع  به

 ــ ــد و جمعي ــا بودن ــكيل  cfu/g  102  ×7-1ت تريكودرم را تش
هـاي هـوايي، فقـط پـنج      اندام بههاي مربوط  از كل نمونه. دادند

  .دو مزرعه بود بهآمد كه مربوط  دست بهجدايه تريكودرما 
  

 B. cinereaهاي تريكودرمـا روي   جدايهثير أتبررسي 

  در آزمايشگاه

  )dual-plate technique(روش كشت دو طرفه 

هالــه   ي تريكودرمــا ايجــاد هــا يــك از جدايــه  هــيچ
اما . در پرگنه بيمارگر نكردند) inhibition zone(بازدارندگي 

رشــد نمودنــد   B. cinereaهــا روي پرگنــه   اغلــب جدايــه 
)overgrowth (8/20. فراواني توليد اسپور كردند بهجا  آن و در 

كـاملاً   تريكودرمـا (آنتاگونيسـم   1هـا در كـلاس    جدايه درصد
ر رشد كرده و تمام سـطح محـيط كشـت را    روي پرگنه بيمارگ

 2هــا در كـــلاس   جدايـــه درصــد  8/45و ) كنـــد اشــغال مــي  
حــداقل دو ســوم ســطح محــيط كشــت را اشــغال   تريكودرمــا(

 بنابر اين بر اساس اين سيسـتم ). 1شكل (قرار گرفتند ) كند مي

  آنتاگونيســــت هــــاي تريكودرمــــا از جدايــــه درصــــد 6/66
B. cinerea  ي از گونـه  هـا  آن رصـد د 75كـه   شـدند محسوب  

T. harzianum هـاي تريكودرمـا در    كدام از جدايه هيچ. بودند
فقط در مورد بعضي از تيمارها . قرار نگرفتند 5و  4هاي  كلاس

)MS5-1 ،MS8-3 ،MS8-4 ،MS11-2  وMS12-4 ( در داخل
  .هاي بيمارگر تشكيل شد سختينههاي پتري،  تشتك
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  .استان مازندران فرنگي توتدست آمده از مزارع  هاي تريكودرماي به جدايه -1جدول 
Table 1- Trichoderma isolates obtained from strawberry fields in Mazandaran Province. 

Isolate Habitat Location Accession 

No.* 

Isolate Habitat Location Accession 

No. 
T. harzianum MS1-1 Soil Bahnamir EU821780 T. harzianum MS10-2 Soil Kiakola EU821781 

T. harzianum MS1-2 Soil Bahnamir EU821780 T. harzianum MS10-2 Soil Kiakola EU821788 

T. harzianum MS3-1 Soil Kiakola EU821780 T. harzianum MS10-3 Soil Kiakola EU821780 

T. harzianum MS3-2 Soil Kiakola EU821780 T. harzianum MS10-4 Soil Babolsar EU821780 

T. harzianum MS3-3 Phyllosphere Kiakola EU821780 T. harzianum MS12-1 Soil Babolsar EU821780 

T. harzianum MS5-1 Soil Amol EU821787 T. harzianum MS12-2 Phyllosphere Babolsar EU821780 

T. harzianum MS5-2 Phyllosphere Amol EU821787 T. harzianum MS12-3 Soil Anarmarz EU821795 

T. harzianum MS6-1 Soil Jooybar EU821786 T. virens MS7-3 Soil Kiakola EU821796 

T. harzianum MS6-2 Soil Jooybar EU821792 T. virens MS8-1 Soil Kiakola EU821796 

T. harzianum MS6-21 Soil Jooybar EU821792 T. virens MS8-5 Phyllosphere Amol EU821795 

T. harzianum MS7-1 Soil Anarmarz EU821787 T. virens MS5-3 Phyllosphere Babolsar EU821795 

T. harzianum MS8-2 Soil Kiakola EU821790 T. virens MS12-4 Soil Chamestan EU821798 

T. harzianum MS8-3 Soil Kiakola EU821790 T. hamatum MS11-2 Soil Chamestan EU821797 

T. harzianum MS8-4 Soil Kiakola EU821790     

  .مربوطه اخذ گرديد) accession number(هاي يكسان، فقط يكي در بانك ژن ذخيره شد و شماره دستيابي  از هر گروه توالي*
* Identical GenBank accession numbers indicate that the sequences of the corresponding isolates are identical. 

 

 هـاي  كردن سختينه در تجزيه تريكودرما ثيرأبررسي ت
B. cinerea  

 18(هاي تريكودرما  جدايه درصد 3/78در اين آزمايش، 
هـاي بيمـارگر    كم و بيش باعـث تجزيـه شـدن سـختينه    ) جدايه
كـاملاً  ) يـه جدا 10(هـا   جدايـه  درصـد  5/43). 2جدول (شدند 
پنج (ها  جدايه درصد 7/21همچنين . ها را تجزيه كردند سختينه
را تجزيـه   هـا  آنها را پارازيت كرده و  نتوانستند سختينه) جدايه
  . نمايند

  در رشــد تريكودرمــا هــاي فــراّر متابوليــت بررســي
B. cinerea  

در اين آزمون، بر اسـاس جـداول تجزيـه واريـانس، اثـر      
 درصـد  احتمـال يـك  ان ارزيابي در سطح تيمارها در هر دو زم

مقايسه ميانگين تيمارها با استفاده از روش دانكن . دار بود معني
دار  نشان داد كـه تعـدادي از تيمارهـا بـا شـاهد اخـتلاف معنـي       

درصد ممانعت از رشد ميسـليومي بيمـارگر   ). 3جدول (داشتند 
ــا حــداكثر    توســط جدايــه  ــد 55هــاي تريكودرم . بــود درص

 MS6-2  T. harzianum و MS1-1 T. harzianum هاي  جدايه
و ) سـاعت  48پـس از  ( درصـد  6/33و  درصد 5/36ترتيب با  به
ــيش) ســاعت 96پــس از ( درصــد 1/51و  4/54 ــرين  باعــث ب ت

هاي متعلق  جدايه. گرديدند B. cinereaكاهش در رشد پرگنه 
در اين آزمايش چندان   T. hamatumو T. virensهاي  گونه به

پس از گذشت  MS11-1 T. atrovirideموفق نبودند و جدايه 
ساعت تا حـدودي از رشـد ميسـليومي بيمـارگر جلـوگيري       96
 ).درصد 7/27(عمل آورد  به

 

ــدول  ــه –2ج ــأثير جداي ــاي ت ــه  ه ــا در تجزي ــردن  تريكودرم ك
  .پتري هاي تشتكدر داخل  B. cinereaهاي  سختينه

Table 2- Effect of Trichoderma isolates in lysing B. 

cinerea sclerotia in Petri dishes.  
Isolate Degree 

of lysis 

Isolate Degree 

of lysis 
T. harzianum MS1-1 +++

a T. harzianum MS10-2 
+++ 

T. harzianum MS1-2 +++ T. harzianum MS10-3 ++ 

T. harzianum MS3-1 + T. harzianum MS10-4 +++ 

T. harzianum MS3-3 + T. harzianum MS12-1 - 

T. harzianum MS5-1 - T. harzianum MS12-3 + 

T. harzianum MS5-2 - T. virens MS5-3 - 

T. harzianum MS6-1 +++ T. virens MS7-3 ++ 

T. harzianum MS6-2 +++ T. virens MS8-1 + 

T. harzianum MS7-1 - T. virens MS12-4 + 

T. harzianum MS8-2 ++ T. hamatum MS11-2 +++ 

T. harzianum MS8-3 +++ T. atroviride MS11-1 +++ 

T. harzianum MS8-4 +++   

a ضعيف (++)، متوسط (+++)شديد : هاي بيمارگر شدت ليز شدن سختينه ،
  ).-(و عدم ليز شدن (+) 

 a Degree  of lysis of sclerotia: high (+++), moderate (++), 

weak (+) and no lysis (-).  
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ــي  ــأثيربررس ــاره ت ــت عص ) culture filtrate( ي كش

  B. cinreaهاي تريكودرما در رشد  جدايه

واريـانس اثـر تيمارهـا در ايـن      ي براساس جداول تجزيـه 
و  48(و در دو زمـان  ) ليتـر  ميلـي  6و  1(آزمايش در دو غلظت 

ــاعت 96 ــطح ) س ــك در س ــال ي ــ احتم ــي ددرص ــود معن . دار ب
ميانگين تيمارها با اسـتفاده از روش دانكـن نشـان داد     ي مقايسه

دار داشــتند  كـه تعــدادي از تيمارهـا بــا يكــديگر تفـاوت معنــي   
آزمايش قبلـي درصـد ممانعـت از رشـد      بر خلاف). 4جدول (

هاي تريكودرما قابل توجه  توسط جدايه B. cinereaميسليومي 
  غلظـت يـك  ( درصد 71بيش از  هبطوري كه اين كاهش  بهبود 
  

ليتـر   غلظت شش ميلـي ( درصد 85و ) كشت ي ليتر عصاره ميلي
ــي . رســيد) كشــت ي عصــاره ــر  در آزمايشــي كــه يــك ميل ليت
هـاي پتـري اضـافه شـد      تشـتك  بـه كشت تريكودرمـا   ي عصاره

  هــــاي ســــاعت، جدايــــه 96پــــس از ) درصــــد 5غلظــــت (
 MS8-4 T. harzianum و MS6-2  T. harzianum كـدام  هر

  ،MS10-2 T. harzianumهـاي   و جدايـه  درصد 4/71ميزان  به
MS8-1 T. virens ،MS10-4 T. harzianum و ،T. harzianum 
MSI-I از رشـد   درصد 6/62و  66، 7/66، 70ميزان  بهترتيب  به

 . ميسليومي بيمارگر ممانعت نمودند

 

 .B. cinereaجلوگيري از رشد ميسليومي هاي تريكودرما در  هاي فرار جدايه تأثير متابوليت –3جدول 

Table 3- Effect of volatile metabolites of Trichoderma isolates on the growth rate of B. cinerea. 
Isolate Growth rate (mm) Growth inhibition (%) 

 After 48 h After 96 h After 48 h After 96 h 

T. harzianum MS1-1 31.33 m 41.00 m 39.74 a 54.44 a 

T. harzianum MS1-2 46.33 ghi 81.33 de 10.90 de 9.63 h 

T. harzianum MS3-1 50.33 abc 90.00 a 3.21 hi 0.00 l 

T. harzianum MS3-3 51.00 abc 90.00 a 1.92 ij 0.00 l 

T. harzianum MS5-1 47.67 efgh 73.00 f 8.33 efg 18.89 f 

T. harzianum MS5-2 47.33 fgh 83.33 c 8.97 def 7.41 i 

T. harzianum MS6-1 43.33 j 48.67 k 16.67 c 45.93 b 

T. harzianum MS6-2 33.67 l 43.67 l 35.26 a 51.48 a 

T. harzianum MS7-1 48.00 defg 85.33 b 7.69 efg 5.19 j 

T. harzianum MS8-2 47.67 efgh 66.67 g 8.33 efg 25.93 e 

T. harzianum MS8-3 49.67 bcde 77.00 e 4.49 gh 14.44 g 

T. harzianum MS8-4 39.33 k 64.67 h 24.36 b 28.15 e 

T. harzianum MS10-2 45 ij 59.33 i 13.46 cd 34.07 d 

T. harzianum MS10-3 45.67 hi 60.67 i 12.18 cde 39.52 d 

T. harzianum MS10-4 39.33 k 55.67 j 24.36 b 38.15 c 

T. harzianum MS12-1 48.00 defg 80.00 d 7.69 efg 11.11 h 

T. harzianum MS12-3 46.67 ghi 72.00 f 10.26 de 20.00 f 

T. virens MS5-3 47.33 fgh 80.33 d 8.97 def 10.74 h 

T. virens MS7-3 49.33 cdef 90.00 a 5.13 fgh 0.00 l 

T. virens MS8-5 45.00 ij 71.67 f 13.46 cd 20.37 f 

T. virens MS12-4 51.67 ab 90.00 a 0.64 jk 0.00 l 

T. hamatum MS11-2 50.00 abcd 88.67 a 3.85 hi 1.48 k 

T. atroviride MS11-1 46.33 ghi 64.33 h 10.90 de 28.52 e 

Control 52 a 90.00 a - - 

با يكـديگر اخـتلاف    P ≤ 0.01اند، بر اساس آزمون دانكن در سطح  نشان داده شده ستون كه با حروف متفاوت هاي هر ميانگين. باشند اعداد، ميانگين سه تكرار مي
  . دار دارند معني

Values are the means of three replications. Values within a column followed by different letter(s) are statistically different 

according to Duncan’s multiple range test (P = 0.01). 
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  .B. cinereaهاي تريكودرما در جلوگيري از رشد ميسليوم  كشت جدايه ي تأثير عصاره –4جدول 
Table 4- Effect of culture filtrate of Trichoderma isolates on the growth rate of B. cinerea. 

Isolate Growth inhibition1 (%)
a Growth inhibition6 (%)

b 
 After 48 h After 96 h After 48 h After 96 h 

T. harzianum MS1-1 51.14 abc 67.41 ab 63.51 ab 72.77 bc 

T. harzianum MS1-2 42.11 abcd 61.16 ab 59.86 b 59.38 d 

T. harzianum MS3-1 7.53 ij 4.02 fg 13.87 ij 5.81 j 

T. harzianum MS3-3 11.29 hij 7.15 efg 10.23 j 4.02 jk 

T. harzianum MS5-1 9.04 ij 10.72 de 14.60 ij 11.16 i 

T. harzianum MS5-2 21.06 fg 7.15 efg 11.69 j 10.72 i 

T. harzianum MS6-1 40.61 bcd 22.77 c 44.53 cd 26.79 ef 

T. harzianum MS6-2 54.14 ab 70.54 a 76.64 a 79.02 ab 

T. harzianum MS7-1 30.84 def 18.31 cd 33.58 def 20.54 gh 

T. harzianum MS8-2 37.60 cd 51.79 b 51.83 bc 55.81 d 

T. harzianum MS8-3 33.09 de 21.88 c 28.47 efgh 32.15 e 

T. harzianum MS8-4 57.90 a 69.20 ab 78.10 a 85.71 a 

T. harzianum MS10-2 52.64 abc 71.43 a 78.83 a 82.14 ab 

T. harzianum MS10-3 43.62 abcd 53.57 ab 51.10 bc 58.04 d 

T. harzianum MS10-4 51.14 abc 65.18 ab 64.24 ab 64.29 cd 

T. harzianum MS12-1 21.82 efg 8.93 ef 30.66 efg 12.50 i 

T. harzianum MS12-3 16.55 gh 6.25 efg 19.71 hi 4.47 jk 

T. virens MS5-3 6.78 j 3.13 g 8.77 j 3.13 k 

T. virens MS7-3 13.55 ghi 4.47 fg 10.23 j 6.25 j 

T. virens MS8-5 53.39 abc 66.07 ab 75.18 a 79.02 ab 

T. virens MS12-4 21.82 efg 16.52 cd 24.09 fgh 19.20 h 

T. hamatum MS11-2 21.82 efg 7.59 efg 22.63 gh 12.95 i 

T. atroviride MS11-1 33.84 de 12.95 de 35.77 de 25.00 fg 

Control - - - - 

بـا   P ≤ 0.01انـد، بـر اسـاس آزمـون دانكـن در سـطح        نشـان داده شـده   هاي هر ستون كه با حروف متفاوت ميانگين. باشند اعداد، ميانگين سه تكرار مي
  .اره كشتليتر عص به ترتيب يك و شش ميلي a, b. دار دارند يكديگر اختلاف معني

Values are the means of three replications. Values within a column followed by different letter(s) are statistically 

different according to Duncan’s multiple range test (P = 0.01). a, b One and six milliliter of culture filtrate, respectively. 

 

 

هـم پـس   ) درصـد  30غلظت(ليتر عصاره  درآزمايش شش ميلي
 درصد 85با  MS8-4 T. harzianum هاي ساعت، جدايه 96از 

ــيش ــد  باعــث ب ــزان كــاهش رشــد گردي ــرين مي پــس از آن، . ت
 .Tو  MS10-2 T. harzianum ،MS8-1 T. virens هـاي  جدايـه 

harzianum MS6-2 كـاهش،   5/77و  9/78، 6/81ترتيب بـا   به
 ثيرأبـرخلاف آزمـايش ت ـ  . هاي بعـدي قـرار گرفتنـد     گاهدر جاي

  ي هاي فرار، در اين جا حـداقل يـك جدايـه از گونـه     متابوليت
T. virens هـاي   جدايـه كنترل بيماري توسط اما  مؤثر نشان داد

T. atroviride وT. hamatum  ذكر  بهلازم . قابل ملاحظه نبود
ــزايش غلظــت   ــا اف ي هــا جدايــهي كشــت  عصــارهاســت كــه ب

در ممانعـت از رشـد    هـا  آنثير أتريكودرما در محيط كشت، ت ـ
 .ميسليومي بيمارگر بيشتر بود

در كنترل  هاي انتخابي تريكودرما بررسي اثر جدايه

  بيماري پوسيدگي خاكستري در گلخانه
هــاي آزمايشــگاهي تعــداد شــش  براســاس نتــايج آزمــون

  T. harzianumي  جدايــه تريكودرمـــا شــامل پـــنج جدايــه   
)MS1-1 ،MS6-2،MS8-4 ،MS10-2  وMS10-4 (ي علاوه به 

در  ها آنثير أبراي بررسي ت) T. virens )MS8-1 ي يك جدايه
در گلخانـه   فرنگـي  تـوت كنترل بيماري پوسـيدگي خاكسـتري   

  واريانس نشان داد كـه اثـر تيمـار    ي نتايج تجزيه. انتخاب شدند
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ار د معنـي درصـد   1احتمـال  در هرچهار هفته ارزيابي در سـطح  
ميانگين تيمارها با استفاده از روش دانكـن نشـان    ي مقايسه. بود

دار داشـتند   داد كه تعدادي از تيمارها بـا شـاهد اخـتلاف معنـي    
 درصـد  50ميـزان   بـه هاي آلوده  حداقل درصد ميوه). 5جدول (

پاشـي سوسپانسـيون اسـپور     در هفته دوم بعد از آخرين محلـول 
هـاي   ر مجمـوع جدايـه  د. هاي تريكودرمـا ثبـت گرديـد    جدايه

MS6-2 T. harzianum  وMS8-4 T. harzianum   بـا درصـد  
  

 درصـد  6/57و  درصـد  5/53ميـزان   بهترتيب  بههاي آلوده  ميوه
بهتـر از تيمارهـاي ديگـر باعـث     ) ميانگين چهار هفتـه متـوالي  (

 فرنگـي  توت ي كاهش ميزان بيماري پوسيدگي خاكستري ميوه
اين  بهكنترل بيماري هم بالطبع  حداكثر ميزان .در گلخانه شدند

ــه(دو جدايــه  ــا  ب اختصــاص ) درصــد 30/23و  76/28ترتيــب ب
 .داشت

 فرنگـي  توت ي ميوه خاكستري پوسيدگي كنترل در تجاري بيولوژيك كش قارچ يك و تريكودرما انتخابي  استرين چند ثيرأت -5 جدول
  .يهاي آلوده و درصد كنترل بيمار اساس درصد ميوهرب گلخانه در

Table 5- Effect of selected Trichoderma strains and a commercial biofungicide in controlling gray mold of strawberry 

in the greenhouse in terms of percentage of infected fruits and disease control. 

Treatment 1
st
 week 2

nd
 week 3

rd
 week 4

th
 week All weeks Control (%) 

T. harzianum MS1-1 63.7 c 58.3 bc 61.3 b 63.3 cd 61.7 d 17.84 bc 

T. harzianum MS6-2 55.3 d 50.3 d 53.3 c 55.0 e 53.5 f 28.76 a 

T. harzianum MS8-4 60.7 cd 55.0 c 56.0 c 58.7 de 57.6 e 23.30 ab 

T. harzianum MS10-2 66.0 bc 61.0 b 62.3 b 67.0 bc 64.1 cd 14.65 cd 

T. harzianum MS10-4 72.7 b 69.0 a 72.3 a 68.0 bc 70.3 b 6.39 e 

T. virens MS8-1 66.0 bc 61.7 b 68.3 a 69.0 bc 66.3 c 11.72 d 

TRICHO-MIX HV 70.3 b 70.3 a 70.0 a 72.0 ab 70.7 b 5.86 e 

Control 82.0 a 72.0 a 70.7 a 75.7 a 75.1 a - 

نشان  هاي هر ستون كه با حروف متفاوت ميانگين .باشند به بيماري پوسيدگي خاكستري مي فرنگي توتهاي آلوده  ، ميانگين سه تكرار و بيانگر درصد ميوهاعداد
 .دار دارند با يكديگر اختلاف معني P ≤ 0.01اند، بر اساس آزمون دانكن در سطح  داده شده

Values are the means of three replications and indicative of the percentage of infected strawberry fruits. Values within a column 

followed by different letter (s) are statistically different according to Duncan’s multiple range test (P = 0.01). 
 

  هاي تريكودرما استرين ديناميك جمعيتتعيين 

ك و دو ي ـ واريـانس اثـر تيمـار    ي اس جداول تجزيهبراس
احتمال پـنج و   ترتيب در سطح بهپاشي آخر  هفته پس از محلول

اخـتلاف آمـاري   دار بود اما چهار هفتـه بعـد،    معنييك درصد 
هاي تريكودرما و  جمعيت همه استرين. مشاهده نشد يدار معني

اي ه ـ نيز استرين موجود در فرآورده تجاري روي سطوح انـدام 
طور قابـل تـوجهي كـاهش     بهدر طول زمان  فرنگي توتهوايي 

پاشـي،   يك هفته پس از آخـرين محلـول  ). 6جدول (پيدا كرد 
  ليتر تقليل پيدا كرد ميليدر  كنيدي105به  107ميزان جمعيت از 

هـاي بعـد شـدت     ها در هفته و پس از آن، افت جمعيت استرين

ــيش ــت ب ــري گرف ــت مر  كــم. ت ــزان جمعي ــت مي ــرين اف ــوطت ــه ب  ب
 TRICHO-MIX HVهاي  ، استرينMS6-2 T. harzianum و 

MS10-2 T. harzianum  )ترين  و بيش) در يك گروه آماري
  و MS10-4 T. harzianumكـــاهش جمعيـــت مربـــوط بـــه 

MS8-4 T. harzianum دو هفته بعد، ميـزان كـاهش    .باشد مي
ــترين    ــورد اسـ ــه در مـ ــت كـ ــتري يافـ ــدت بيشـ ــت شـ   جمعيـ

MS8-1 T. virens در اين زمان، اسـترين  . رسيد 102 كمتر از به
MS6-2 T. harzianum و پــس از آن TRICHO-MIX HV 

بـالاخره يـك مـاه    ).  6جدول (ترين جمعيت بودند  داراي بيش
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شدت كاهش  بهپاشي آخر، جمعيت همه تيمارها  پس از محلول
 MS8-4 T. harzianumپيــدا كــرد كــه در مــورد دو اســترين 

 . صفر رسيد بهميزان جمعيت  MS8-1  T. virensو

 

حسـب تعـداد    هـاي تريكودرمـا بـر    جمعيت اسـترين  -6جدول 
 فرنگـي  تـوت متر مربع بـرگ   واحدهاي پرگنه ساز در هر سانتي

)cfu/cm
2
 leaf area (  ــس از ــه پـ ــار هفتـ ــك، دو و چهـ يـ

  .پاشي آخر در گلخانه محلول

Table 6- Population of Trichoderma strains (in terms 

of cfu/cm
2
 leaf area) one, two and four weeks after 

the final spraying in glasshouse. 
Treatment After 

1 week 

(× 10
5
) 

After 

2 weeks 

(× 10
2
) 

After 

4 weeks 

(× 10) 

T. harzianum MS1-1 1.7 abc 1.3 c 0.3 a 

T. harzianum MS6-2 4.3 a 10.7 a 1.3 a 

T. harzianum MS8-4 1.0 bc 1.3 c 0.0 a 

T. harzianum MS10-2 3.7 a 2.3 bc 1.0 a 

T. harzianum MS10-4 0.7 c 3.3 ab 0.7 a 

T. virens MS8-1 3.3 ab 0.7 c 0.0 a 

TRICHO-MIX HV 4.7 a 5.0 ab 1.7 a 

هـاي هـر سـتون كـه بـا حـروف        ميانگين. باشند اعداد، ميانگين سه تكرار مي
بـا   P ≤ 0.01اند، بر اساس آزمون دانكـن در سـطح    نشان داده شده متفاوت

  . دار دارند يكديگر اختلاف معني
Values are the means of three replications. Values within a 

column followed by different letter (s) are statistically 

different according to Duncan’s multiple range test (P = 

0.01). 
 

  
 عليـه  تريكودرمـا  هـاي  جدايـه  آنتاگونيسـتي  واكـنش  -1 شكل

Botrytis cinerea متقابل كشت آزمون در.  
Fig. 1- Antagonistic reactions of Trichoderma 

isolates against Botrytis cinerea in dual culture tests. 

  
و  MS6-2 T. harzianumاگرچـــه جمعيـــت اســـترين 

TRICHO-MIX HV پاشـي   فته بعد از آخرين محلـول چهار ه
تــري رو بــه كــاهش نهــاد امــا بــين  در گلخانــه بــا ســرعت كــم

داري  ها از نظر ميزان سير نزولي جمعيت، تفـاوت معنـي   استرين
 .مشاهده نشد

  

  بحث

ــوژيكي و   ــايي مورفول ــق از دو روش شناس ــن تحقي در اي
بـر  . تريكودرما استفاده شـد  هاي مولكولي براي شناسايي جدايه

قابليت بالايي در شناسـايي دقيـق و    TrichOKEYمنابع، اساس 
. هــاي تريكودرمــا در حــد گونــه داشــته اســت  درســت جدايــه

هاي اخير، محققين مختلفي در سراسـر دنيـا    كه در سال طوري  به
با كمك ايـن نـرم   . اند از اين ابزار جديد شناسايي استفاده كرده

 فرنگـي  تـوت دسـت آمـده از مـزارع     بههاي  جدايه ي همه افزار،
ــام و بــا درجــه    ــايي شــدند    ي بــدون ابه ــان بــالا شناس   .اطمين

T. harzianum شناسـايي شـده از مـزارع     ي تـرين گونـه   فراوان
محققين ديگري هـم از ايـران   . استان مازندران بود فرنگي توت

هاي مـورد بررسـي،    در ميان گونه  گزارش كردند كه اين گونه
 ,.Zafari et al., 2002; Naeimi et al) غالـب بـوده اسـت   

تــرين  فــراوان T. harzianumذكــر اســت كــه  بــهلازم . (2010
ــه ــنس  ي گون ــي   Trichodermaج ــوب م ــا محس ــود  در دني ش

)Samuels, 2006.(  
هاي بومي تريكودرمـا و يـك    حاضر، جدايه پژوهشدر 

منظـور   بـه كش بيولوژيك تجاري سـاخت داخـل كشـور     قارچ
 فرنگـي  تـوت ري كنترل بيولوژيك بيماري مهم كپك خاكسـت 

در . ي قرار گرفتندها Ĥنهاي آزمايشگاهي و گلخ مورد ارزيابي
هــاي  آزمـون كشــت متقابــل، درصــد قابـل تــوجهي از اســترين  

ارزيابي شدند و نيـز   B. cinereaتريكودرما، آنتاگونيست قوي 
امـا  . هاي بيمارگر بودند تجزيه كردن سختينه بهقادر  ها آنبيشتر 

خـوبي از رشـد    بـه هـا نتوانسـتند    اسـترين هاي فرار ايـن   متابوليت
ــد B. cinereaميســليومي  ــوگيري نماين از طــرف ديگــر، . جل
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بـا  ) هـا  بيوتيـك  هـا و آنتـي   شامل آنـزيم (هاي غير فرار  متابوليت
شـدت بيشــتري از رشــد پرگنــه قــارچ بيمــارگر در آزمايشــگاه  

 %).30با غلظـت عصـاره   % 85تا ميزان (آوردند عمل  بهممانعت 
 ــ ــايج آزم ــيش     وننت ــم و ب ــق ك ــن تحقي ــگاهي اي ــاي آزمايش ه

 Feyzi et al. (2013)و  Alizadeh (995)نتايج پـژوهش   مشابه
هاي فرار  گزارش كرد كه متابوليت Lugauskas (1961( .است

T. viride    باعث توقف كامل رشـد ميسـليوميB. cinerea  در
  .آزمايشگاه شدند

رغـم   يهاي انتخـابي تريكودرمـا، عل ـ   در گلخانه، استرين
ــارگر در    ــه بيم ــوب علي ــتي مطل ــت آنتاگونيس ــان دادن فعالي نش

ــا   آزمايشــگاه و معنــي ــدادي از تيمارهــا ب ــاري تع ــودن آم دار ب
كدام باعث كاهش قابل قبول پوسيدگي  يكديگر و شاهد، هيچ

هـر چنـد دو   . ميـوه در گلخانـه نشـدند    فرنگـي  توتخاكستري 
يكن حـداكثر  ول ـ استرين بهتر از بقيه بيمـاري را كنتـرل كردنـد   

ايـن كـه    بـه نظـر  . بـود  درصـد  29ميزان كنترل بيمـاري حـدود   
سرعت در فـاز انبـار، حمـل و نقـل و بـازار گسـترش        بهبيماري 

تواند مشكل ساز بوده و  ميزان كم بيماري هم ميحتي يابد،  مي
ايـن نكتـه را بايـد خـاطر نشـان كـرد كـه        . مطلوب نخواهد بود

ــر بيمــاري كپــك خاكســتري يكــي از مهــم  هــاي  ين بيمــاريت
ــوت ــرل آن هميشــه يكــي از    فرنگــي ت ــا اســت كــه كنت در دني
بنـابراين كنتـرل   . هاي بزرگ توليدكنندگان بـوده اسـت   چالش

قابــل قبــول بيمــاري بــا اســتفاده از عوامــل ميكروبــي، از جملــه 
آن مسـتلزم تحقيقـات    بـه اهداف مديريت بيماري است كه نيل 

ي بـا  ا هان ـهـاي گلخ  نتـايج آزمـايش  . گسترده و همه جانبه است
خواني دارد كه خاطر نشان  هم Alizadeh (1995)نتايج تحقيق 
بيمـاري  درصد  45ميزان حداكثر  بههاي تريكودرما  كرد جدايه

امـا بـرخلاف   . كپك خاكسـتري را در گلخانـه كنتـرل نمودنـد    
گـزارش   Tronsmo & Dennis (1977)نتايج تحقيـق حاضـر،   

، بيمـاري  هـا  آنرد تحقيق مو يهاي تريكودرما كردند كه گونه
خوبي كنترل نمودند و حتي يك جدايه،  بهكپك خاكستري را 

. كــش شــيميايي ديكلوفلوانيــد هــم مــؤثرتر نشــان داد  از قــارچ
در مقايسه  T. virideكه  گزارش داد Ercole (1985) همچنين

هاي كاپتان و ونكلوزولين كنتـرل رضـايت بخشـي     كش قارچبا 
هـم كنتـرل    Sesan & Podosu (1992). ارايـه داد بيمـاري  از 

  . اي از همين گونه را گزارش كردند بيماري توسط جدايه
اگرچه چنـدين فـرآورده تجـاري كنتـرل بيولوژيـك بـا       

ــاده ــد   ي م ــا مانن ــؤثره تريكودرم و  TRICHODEX ،Binabم
PlantShield    در  فرنگـي  تـوت براي كنترل كپـك خاكسـتري
شابهي براي اين منظـور  باشد اما در ايران محصول م دسترس مي

كـش   نتايج اين تحقيق هم نشان داد كه قارچ. فعلاً وجود ندارد
قــادر بــه كنتــرل ) TRICHO-MIX HV(بيولوژيــك تجــاري 

ــعيت     ــر در وض ــن نظ ــي از اي ــوده و حت ــه نب ــاري در گلخان بيم
هـاي آنتاگونيسـت بـومي قـرار      تـري نسـبت بـه اسـترين      ضعيف
چسب فرآورده مذكور، طبق بركه بر لازم به ذكر است . داشت

در ليسـت   فرنگـي  تـوت  ي بيماري پوسـيدگي خاكسـتري ميـوه   
  .هاي قابل پيشگيري و كنترل آن قرار ندارد بيماري

قدرت بقاي يك آنتاگونيسـت و توانـايي سـازش آن بـا     
هاي ديگر و شرايط محيطي از فاكتورهاي مهم  ميكروارگانيسم

صـلي ميـزان   يكـي از دلايـل ا  . باشـد  يك آنتاگونيست توانا مي
هـاي تريكودرمـا، كـاهش     پايين كنترل بيماري توسـط اسـترين  

بـر اسـاس   (پس از كـاربرد در گلخانـه    ها آنگير جمعيت  چشم
بــا توجــه بــه خــاكزي بــودن . باشــد مــي) نتــايج تحقيــق حاضــر

هاي آنتاگونيست در  تريكودرما، عدم سازگاري و بقاي استرين
بنابراين . بيعي نيستغيرط فرنگي توتهاي  هاي هوايي بوته اندام

منظـور   بـه ها  تهيه يك فرمولاسيون مناسب از مؤثرترين استرين
. توانـد موضـوع تحقيقـات آتـي باشـد      مـي  هـا  آنافزايش بقاي 

علاوه بـر ميـزان جمعيـت عوامـل بيـوكنترل ميكروبـي و بقـا و        
ــازگاري  ــا آنس ــم ه ــري ه ــل ديگ ــرل   ، عوام ــك كنت ــراي ي ب

تـوان   اسـت كـه مـي    بيولوژيك موفـق در شـرايط طبيعـي لازم   
حرارت و رطوبت مناسب و  ي مواد غذايي، درجه بهدسترسي  به

همچنين گياه ميزبـان و  . موقع آنتاگونيست اشاره كرد بهكاربرد 
تركيبـــــات بازدارنـــــده آن و نيـــــز جمعيـــــت و تركيـــــب  

هــاي محــيط نيــز ممكــن اســت اثربخشــي       ميكروارگانيســم
 ــ  آنتاگونيســت ــاي انتخــاب شــده را تحــت ت ــرارأه ــد  ثير ق دهن
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)Freeman et al., 2004.( )Tronsmo & Dennis (1977 
ــرل       ــل كنت ــتي عوام ــت آنتاگونيس ــه فعالي ــد ك ــزارش كردن گ

بنـابراين ممكـن   . بيولوژيك در دماهاي مختلف، متفاوت است
ــه  ي اســت درجــه ــراي جداي ــه ب ــاي انتخــابي  حــرارت گلخان ه

ــد    ــوده باشــ ــب نبــ ــق، مناســ ــن تحقيــ ــا در ايــ   .تريكودرمــ
)Hjeljord et al. (2000    ــي ــرايط محيط ــودن ش ــاعد ب نامس
، كمبـود مـواد غـذايي و وجـود     )حرارت ي خصوص درجه به(

ــه    ــاهش جوان ــل اصــلي ك ــده را از دلاي ــات بازدارن ــي  تركيب زن
كـاهش   بـه اند كه متعاقباً منجـر   هاي تريكودرما برشمرده كنيدي

هـاي طبيعـي    هاي اميدبخش در محيط فعاليت بيوكنترلي استرين
  .دشو مي

  هـاي بـومي   ، بعضي از استرينپژوهشس نتايج اين براسا
ميـزان بيمـاري پوسـيدگي     درصـد  50تريكودرما قادر بودند تا 

اگرچـه ايـن مقـدار از    . را كاهش دهنـد  فرنگي توتخاكستري 

هاي شيميايي چنـدان قابـل    كش كنترل، شايد در مقايسه با قارچ
ي اهميـت ايـن بيمـاري و حجـم بـالا      بهاما با توجه . توجه نباشد

ســـموم مصـــرفي بـــراي كنتـــرل آن و مخـــاطرات جـــدي      
هاي شيميايي براي محيط زيسـت و تهديـد سـلامت     كش قارچ

. باشـند  ها ارزش تحقيقات بيشتر را دارا مـي  غذايي، اين استرين
علـل افـت شـديد جمعيـت      ي لذا مطالعـات تكميلـي در زمينـه   

در گلخانه، بررسي  ها آنهاي تريكودرما و كاهش تأثير  استرين
هـاي مناسـب،    كانيسم بيوكنترل، تهيه و تـدارك فرمولاسـيون  م

ها در كنترل بيمـاري در فـاز پـس از     ارزيابي پتانسيل اين جدايه
ــت  ــل  ي دوره(برداش ــل و نق ــارداري و حم ــر  ) انب ــي اث و بررس

ها با يكديگر يـا بـا سـاير عوامـل ميكروبـي       تركيب اين استرين
ــاكتري( ــت  ب ــاي آنتاگونيس ــا و مخمره ــرل) ه ــاري  در كنت بيم

توانـد كـارآيي عوامـل     مـي  فرنگـي  تـوت پوسيدگي خاكستري 
 . بيوكنترل را بهبود بخشد
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Abstract 

Gray mold caused by Botrytis cinerea is the most important disease of strawberry in the greenhouse and in 

the field worldwide. The disease is also a serious problem during storage, transit and marketing stages. Nowadays, 

fungicide application is the most common strategy to control this disease. Consequently, strawberries are among the 

crops which may be contaminated with pesticide residues. Public concern about such residues in edible products and 

the environment, augmented by the practical problems arising from fungicide resistance in pathogen, has accelerated 

the search for the safe and effective alternative disease control strategies. One of the alternative strategies for the 

replacement of chemical methods could be biological control. Trichoderma species are ubiquitous fungi in soil with 

antagonistic activity against several plant pathogens. This study aimed to evaluate potential of indigenous 

Trichoderma strains against B. cinerea in in vitro and in the greenhouse. In dual culture tests, the majority of 

Trichoderma strains overgrew on B. cinerea colony with a high sporulation. More than 66% of strains were 

considered to be antagonists against B. cinerea. Furthermore, most strains were more or less capable of lysing 

sclerotia of the pathogen. The volatile metabolites of all Trichoderma strains significantly reduced the mycelial 

growth of the pathogen but, the inhibition rate was not above 55%. Culture filtrates of all strains at two 

concentrations significantly prevented the mycelial growth with maximum rate of 71% and 85% for 1 and 6 ml 

concentrations, respectively. The results obtained in the greenhouse experiments showed that disease infection was 

decreased in all treatments comparing to contro. Meanwhile, lowest and highest disease incidence (53.5 and 70.7%) 

was recorded for T. harzianum MS6-2 and TRICHO-MIX HV, respectively.  
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