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  چکیده
 پوسـیدگی طوقـه و ریـشه آفتـابگردان در شهرسـتان       بیماری عامل،Sclerotinia sclerotiorum  قارچبه منظور کنترل بیولوژیک
 جـدا شـده از خـاک مـزارع آفتـابگردان      Trichoderma harzianum قـارچ  J2 و J1دو جدایـه   شامل ارومیه نه جدایه قارچ تریکودرما

 .T. virens ،Tهـای    جـدا شـده از خـاک مـزارع آفتـابگردان خـوی و جدایـه       T. harzianum قـارچ  J5 و J3 ،J4ارومیه، سـه جدایـه   

harzianum (J6) ،T. viride (E1)و T. viride (E2)های مذکور از نظـر قـدرت    جدایه. ند جدا شده از بستر قارچ خوراکی انتخاب شد
مـورد بررسـی قـرار     S. sclerotiorum فرار و غیر فـرار روی  تهاییمتابولثیر أزاسیون، تکلنیپارازیتیسم، قدرت رقابت ساپروفیتی، قدرت 

هـای    باعث لیز و متلاشی شـدن هیـف  (Antibiosis) ززبیو  مکانیسم آنتیباها  لعات میکروسکوپی نشان داد که تمامی جدایه   مطا. گرفتند
S. sclerotiorumهای  جدایه. شوند  میJ1 و J6  قـارچ T. harzianum و E1 و E2  قـارچ T. viride     همچنـین از طریـق پارازیتیـسم

 S. sclerotiorumهـای   رنـگ و تخریـب هیـف   تغییـر  باعث انقباض، تغییر شـکل،   S. sclerotiorumهای  هیفی و پیچش به دور هیف
را سـوراخ کـرده و باعـث     S. sclerotiorumهـای    با ایجاد انشعاب هیفـی بـه طـور مـستقیم هیـف     T. harzianum(J1)بعلاوه . شدند

هـا عمـل     بهتر از سـایر جدایـه  T. harzianum(J6)و  T. virensهای  از نظر قدرت رقابتی ساپروفیتی جدایه. ها شد متلاشی شدن هیف
.  را پوشـانده و از تـشکیل اسـکلروت جلـوگیری کردنـد     S. sclerotiorum روز تمـاس سـطح پرگنـه    6 و 5کـرده و بـه ترتیـب پـس از     

رتیـب پـس از   ها داشته و بـه ت  زاسیون قدرت بیشتری نسبت به سایر جدایهکلنی از نظر قدرت T. harzianum قارچ J6 و J1های  جدایه
 بـا  T. harzianum(J1)تـاثیر ترکیبـات فـرار     . را پوشانده و از تشکیل اسکلروتها جلوگیری کردنـد S. sclerotiorum روز پرگنه 8 و 6
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 در جلـوگیری  T. harzianum(J6)تاثیر ترشحات مایع خارج سـلولی  . ها بود جلوگیری از رشد میسلیومی بیشتر از سایر جدایه% 77/77
 از S. sclerotiorumاسـکلروتهای  میـسلیوژنیک  زنـی   بازداری از رشد و ایجاد بیـشترین تـاخیر در جوانـه   % 88/78یومی با از رشد میسل
  .ها بیشتر بود سایر جدایه

  
  ، آفتابگردان، کنترل بیولوژیک، پوسیدگی طوقه و ریشهTrichoderma ،Sclerotinia sclerotiorum :های کلیدی واژه

  
  

  مقدمه 
فـاژترین    عامل بیماری پوسیدگی طوقه و ریشه آفتـابگردان یکـی از پلـی   Sclerotinia sclerotiorum ( Lib ) de Baryقارچ 

 خـانواده مختلـف حملـه    75 گونـه گیـاهی از   400های بیماریزای گیاهی است که قدرت بیماریزایی شدید داشته و به بـیش از     قارچ
آن برای مقاومت در برابـر شـرایط نامـساعد باعـث     ) فرم بقاء(د اسکلروتهای توانایی بسیار زیا. (Boland and Hall, 1994) کند می

  بیمـاری پوسـیدگی اسـکلروتینیایی آفتـابگردان در ایـران بـا عامـل        . پیچیدگی و مشکل شدن بیشتر کنترل این بیماری شده اسـت          
S. sclerotiorum کردستان و مازندران گـزارش شـده اسـت   های آذربایجان، تهران،   از استان1350 اولین بار توسط آل آقا در سال 

رسد و استفاده از ارقام مقـاوم نیـز کـافی            های زراعی و شیمیایی مشکل به نظر می         بیماری بوسیله روش    این نترل ک ).1350آل آقا،   (
  . (Lumsden, 1979) نبوده است

هـای جـنس     و دیگـر گونـه  S. sclerotiorum پتانـسیل کـافی جهـت کنتـرل     (Mycoparasites) هـا  تعدادی از مایکوپارازیت
Sclerotinia ها که اسکلروتهای  این مایکوپارازیت. اند نشان دادهS. sclerotiorum   دهنـد    موجود در خاک را مورد حملـه قـرار مـی

 Coniothyrium minitans Campbell (Haung, 1980; Trutmann et al., 1980, 1982), Sporidesmiumشـامل  

sclerotivorum Uecker, Adams & Ayers (Adams & Ayers, 1982), Talaromyces flavus ( Klocker ) A. C. 
Stolk & R. A. Samson ( McLaren et al., 1994 ) و Trichoderma koningii (Oud.) Rifai (Dos Santos & 

Dhingra, 1982)جنس  . هستندTrichoderma Rifai,1969نـوان عوامـل کنتـرل    های مایکوپارازیتی است که بـه ع   شامل گونه
 ,Wells et al., 1972; Grusclaude et al., 1973; Gindrate et al., 1977; Haung)انـد  بیولوژیکی مورد بررسی قـرار گرفتـه  

1980 and Dos Santos and Dhingra, 1982) . هـای   های این جنس همچنین به عنوان یکی از اجزای فعـال خـاک   بعضی گونه
. (Henis et al., 1979; Chet and Baker, 1981; Liu and Baker, 1980) انـد   گزارش شـده  (Suppressive soils)بازدارنده

. (Chet, 1987) انـد  هـای بیمـاریزای خـاکزاد شناسـایی شـده       با پتانسیل عالی در کنترل قارچTrichodermaچندین گونه جنس 
 S. sclerotiorum از اسـکلروتهای  T. viride  وT. hamatum ،T. harzianum ،T. koningii ،T. Pseudokoningiiهـای   گونه

 یکـی از مـؤثرترین عوامـل    T. harzianumقـارچ  .  (Hoes and Haung, 1975; Dos Santos & Dhingra, 1982)اند جدا شده
 & Hadar et al., 1979; Dos Santos)های بیماریزای گیاهی تشکیل دهنـده اسـکلروت بـوده اسـت     آنتاگونیست در کنترل قارچ

Dhingra, 1982; Elad et al., 1983) . مایکوپارازیتیـسم (Mycoparasitism)      بـه عنـوان یکـی از مکانیـسمهای کنتـرل S. 

sclerotiorum توسط T. harzianum   گزارش شـده اسـت (Inbar et al., 1996). ـ   .S روی T. koningiiپارازیتیـسم  عـلاوه  ه ب

sclerotiorum  ده استیبه اثبات رس (Trutmann and Keane, 1990).   
هـای بیمـاریزای خـاکزاد بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ نـوری و         و قـارچ  T. harzianumهای مایکوپارازیتی بین  تقابل یا واکنش

 Gliocladium و C. minitans ،T. virens ،T. harzianumهـای   قـارچ . (Elad et al., 1982) الکترونـی تـشریح شـده اسـت    

roseumدر شرایط آزمایشگاهی  (in vitro) باعث آلودگی و متلاشی شدن اسکلروتهای قارچ S. sclerotiorum  شـدند(Phillips, 
1990a) .های  طی یک بررسی آزمایشگاهی توسط نگارنده مشخص شد که قارچT. virens ،T. harzianum  وT. viride از طریق 
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  45   های تریکودرما در شرایط آزمایشگاهی  گونهطوست (Sclerotinia sclerotiorum) طوقه و ریشه آفتابگردان  پوسیدگیبررسی امکان کنترل بیولوژیکی عامل بیماری

سلیومی و اثر ترکیبات غیر فـرار روی رشـد میـسلیومی و             ، اثر ترکیبات فرار روی رشد می      (Antibiosis)مکانیسمهای آنتی بیوزیس    
های بین آنتاگونیستهای  کنند و هیچ اثری از پارازیتیسم در واکنش را کنترل می S. minorزنی میسلیوژنیک اسکلروتهای قارچ  جوانه

یک از نقطـه نظـر مـسائل زیـست     نظر به اینکه کنترل بیولوژ. )1382  و همکارانزاده عبداله( مشاهده نشد S. minorمذکور و قارچ 
 جدایه مورد   9های مؤثر قارچ تریکودرما از بین         موضوع تحقیق مذکور جهت شناسایی جدایه      د،باش محیطی روشی سالم و طبیعی می     

، عامل بیماری پوسیدگی طوقه S. sclerotiorumامید است نتایج این تحقیق بتواند در کنترل بیولوژیکی قارچ . آزمایش انتخاب شد
  .مفید واقع شودو  ریشه آفتابگردان، در قالب یک مدیریت تلفیقی موفق و

  
  مواد و روشها

  قارچهای پاتوژن و آنتاگونیست
هـای آلـوده    عامل پوسیدگی طوقه و ریشه آفتابگردان در شهرستان ارومیـه، را از بافـت   ، S. sclerotiorumتعدادی جدایه قارچ 

 25 ± 1 در انکوباتور بـا حـرارت   PDA (Potato Dextros Agar) ت مطالعات بعدی رویآفتابگردان جدا کرده که یکی از آنها جه
 استفاده (Kohn, 1979) از کلید کوهن  عامل پوسیدگی طوقه و ریشه آفتابگردانبه منظور تشخیص. درجه سانتیگراد نگهداری شد

  . شد
فتابگردان آلوده  در شهرستانهای ارومیـه و خـوی شـد و             های تریکودرما اقدام به نمونه برداری از خاک مزارع آ          جهت تهیه جدایه  

های سالم و آلوده تهیه و به آزمایـشگاه منتقـل      سانتیمتری از اطراف بوته20 گرم تا عمق  500تعدادی نمونه خاک به وزن تقریبی  
 آگـار   -محـیط کـشت آب      با استفاده از    جداسازی و    (Davet,1971) محیط کشت انتخابی داوت       جدایه های تریکودرما روی    .شدند

)WA (   دو جدایـه  . تریکودرمـا خـالص سـازی شـدند     هـای  جدایـه  ازو روش تک اسـپور تعـداد زیـادی T. harzianum(J1) و T. 

harzianum(J2)  از خاک مزارع ارومیه و سه جدایـه T. harzianum(J3), T. harzianum(J4) و T. harzianum(J5)  از خـاک 
 .T. harzianum(J6) , T. virens , Tهای مـذکور چهـار جدایـه     علاوه بر جدایه. تخاب شدندمزارع خوی جهت مطالعات بعدی ان

viride(E1) و T. viride(E2)    که از بستر قارچ خوراکی جدا شده بودند تهیه شد و در بررسیهای آزمایشگاهی مـورد ارزیـابی قـرار 
 .استفاده شد) Bisset, 1991a(و ) Rifai,1969(های تریکودرما از کلید  به منظور تشخیص جدایه. گرفتند

  
  S . sclerotiorumهای مختلف تریکودرما روی هیفهای  بررسی میکروسکوپی مکانیسم تأثیر جدایه

 میلی لیتـر محـیط   15 سپس.  قرار داده می شودوسط پتری  سانتیمتری استریل یک لام استریل در9 داخل هر پتری  در ابتدا
در یـک طـرف     کـشت    محـیط    بستنبعد از   .  روی لام را بپوشاند    PDAوری که لایه ای نازک از        به ط  به آن اضافه شده    PDAکشت  

 میلیمتـری از حاشـیه   5 و در طرف دیگر پتری یک دیسک S. sclerotiorum میلیمتری از حاشیه فعال پرگنه 5پتری یک دیسک 
پتریها . در نظر گرفته شد) تکرار(  پتری 4کودرما برای هر جدایه تری). Dual Culture(فعال پرگنه جدایه تریکودرما کشت داده شد

 ساعت که هیفهای قارچها رشد کـرد و روی         72 الی   48 درجه سانتیگراد منتقل کرده و بعد از         25 ±1را به انکوباتور با درجه حرارت       
  .های تریکودرما زیر میکروسکوپ شد لام بهم رسیدند اقدام به بررسی نحوه تأثیر جدایه

  
  S . sclerotiorumهای مختلف تریکودرما روی  قابتی ساپروفیتی جدایهبررسی قدرت ر

زاسیون و اسپورزایی روی میسلیوم آنها      کلنیجلوگیری از رشد میسلیومی قارچ بیماریزا،       (جهت مقایسه قدرت رقابتی ساپروفیتی      
 . اسـتفاده شـد  (Dual Culture)قابـل  های مختلف تریکودرما از روش کـشت مت  جدایه) و ممانعت از تشکیل اسکلروت قارچ بیماریزا

 5 میلیمتری از پاتوژن و در طرف دیگـر یـک دیـسک    5 یک دیسک PDA سانتیمتری حاوی 9بدین ترتیب که در یک طرف پتری     
بـرای هـر جدایـه      .  درجه سانتیگراد نگهـداری شـدند      25 ± 1میلیمتری از آنتاگونیست را کشت داده و پتریها در انکوباتور با حرارت             
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های تریکودرما مورد ارزیابی قرار  بعد با بررسیهای روزانه قدرت رقابتی ساپروفیتی جدایه  . درنظر گرفته شد  ) تکرار(  پتری 4درما  تریکو
 .گرفت

  
    S . sclerotiorumهای مختلف تریکودرما روی پرگنه قارچ  زاسیون جدایهکلنیبررسی قدرت 

 روزه قارچ بیماریزا و همچنین قدرت جلوگیری از تشکیل          3ا روی کشت    های تریکودرم  زاسیون جدایه کلنیدر این آزمایش قدرت     
 .S روزه قارچ 3 میلیمتری از هر جدایه تریکودرما به وسط کشت 5بدین منظور یک دیسک . اسکلروت آنها مورد بررسی قرار گرفت

sclerotiorum در ) تکرار( پتری 4برای هر جدایه . شدند درجه سانتیگراد منتقل 25±  1 منتقل شد و پتریها به انکوباتور با حرارت
هـای   زاسیون و جلوگیری از تـشکیل اسـکلروت قـارچ بیمـاریزا توسـط جدایـه      کلنینظر گرفته شد و با انجام بازدیدهای روزانه قدرت  

  .تریکودرما بررسی شد
  

   S. sclerotiorum رشد میسلیومی قارچبر روی های مختلف تریکودرما  جدایه) گازی(بررسی اثر متابولیتهای فرار 
  :این آزمایش در سه حالت به شرح زیر انجام شد

   با تریکودرما S. sclerotiorumـ کشت همزمان 1
   S. sclerotiorum ساعت قبل از 24ـ کشت تریکودرما 2
   S. sclerotiorum ساعت قبل از 48ـ کشت تریکودرما 3

حالـت  ( در معرض کشت تـازه  S. sclerotiorumه کشتهای تازه بدین ترتیب ک.  حالت یکسان بود3روش انجام آزمایش در هر 
 Superposal Petri( تریکودرما به روش پتریهای روی هـم  ) حالت سوم (  ساعته 48کشت و ) حالت دوم( ساعته 24، کشت )اول

dishes (  دور پتریهای رویهم قرار گرفته را        .قرار گرفتند )            بـا    )تاگونیـست در پـایین    پتری حاوی پـاتوژن در بـالا و پتـری حـاوی آن  
پارافیلم بخوبی مسدود نموده تا ارتباط داخل دو پتری با محیط خارج به طور کامل قطع شود و از خروج متابولیتهای فرار جلوگیری                       

نگهداری  درجه سانتیگراد 25 ± 1پتریها را در انکوباتور با حرارت . در نظر گرفته شد  ) تکرار( پتری   4برای هر جدایه تریکودرما     . شود
 در تیمارهای مختلف و S. sclerotiorumگیری قطر رشد میسلیوم قارچ   ساعت اقدام به اندازه72 و 48، 24کرده و با فواصل زمانی 
  :های تریکودرما با استفاده از رابطه زیر محاسبه شد درصد بازداری از رشد جدایه. مقایسه آن با شاهد شد

100×
A

BA
X

−
=  

X :اری                                     درصد بازدA :  قطر رشد میسلیوم در پتری شاهد  
B : قطر رشد میسلیوم در هر یک از تیمارها  
  

های بدست آمده از آزمایش بـا اسـتفاده از     تکرار انجام شد و داده4 تیمار در    10این آزمایش در قالب یک طرح کاملاً تصادفی با          
گروه بندی تیمارها با استفاده از آزمون چند دامنه دانکـن در سـطح              . جزیه و تحلیل آماری قرار گرفت       مورد ت   MSTATCنرم افزار   
 . انجام شدα %1 = و α %5 =احتمال  

  
   S. sclerotiorumدر جلوگیری از رشد میسلیومی قارچ ) Culture filtrate(بررسی اثر ترشحات مایع خارج سلولی 

 استرپتومایـسین    و دارای   آگار بدون(  استریل  میلی لیتر محیط کشت پایه داوت      100مقدار  ی  حاو میلی لیتری    250در هر ارلن    
 روز ارلنها   10 سپس به مدت     . میلیمتری از حاشیه فعال پرگنه هر جدایه ریخته شد         5 دیسک   4) سولفات، آلیل الکل و وینکلوزولین    

های تریکودرما در محـیط کـشت        ده و پس از این مدت که جدایه        دقیقه قرار دا    هر  تکان در  70با  ) Shaker(را روی دستگاه بهم زن      
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  47   های تریکودرما در شرایط آزمایشگاهی  گونهطوست (Sclerotinia sclerotiorum) طوقه و ریشه آفتابگردان  پوسیدگیبررسی امکان کنترل بیولوژیکی عامل بیماری

 میکـرون   22/0 با اسـتفاده از پمـپ خـلأ و صـافی میکروبیولوژیـک بـا قطـر روزنـه                     ندمایع درون ارلنها به صورت پالتهایی رشد کرد       
  .های مختلف تریکودرما تهیه شد  و عصاره جدایهرمحتویات هر ارلن فیلت

و % 20، % 10 حـاوی  PDA محیط کـشتهای  S. sclerotiorumها در جلوگیری از رشد میسلیومی  به منظور بررسی اثر عصاره
. در نظر گرفته شـد    ) تکرار( پتری   4برای هر جدایه تریکودرما در هر غلظت        . های تریکودرما تهیه شد    از عصاره هر یک از جدایه     % 30

 و 16 ، 18از محیط کشت مایع  اتوکلاو شده با %) 30و % 20، % 10( میلی لیتر 6 و 4 ، 2در پتریهای شاهد بجای عصاره تریکودرما 
روی   S. sclerotiorum میلیمتـری از قـارچ  5سـپس اقـدام بـه کـشت دیـسکهای      .  مخلوط شدPDA میلی لیتر محیط کشت 14

 ساعت  72 و   48 و   24شت   درجه سانتیگراد منتقل کرده و با گذ       25 ±  1های آماده شد و بعد پتریها را به انکوباتور با حرارت             محیط
  : درصد بازداری از رشد با استفاده از رابطه زیر محاسبه شد. گیری قطر رشد میسلیوم قارچ بیماریزا شد اقدام به اندازه

100×
A

BA
X

−
=  

X :درصد بازداری  
A :قطر رشد میسلیوم در پتری شاهد  
B :قطر رشد میسلیوم در هر یک از تیمارها  
  

بـا طـرح بلـوک کامـل تـصادفی          ) جدایه و غلظت ترشحات مایع خارج سلولی      (الب یک آزمایش فاکتوریل دو فاکتوره       این بررسی در ق   
 مـورد تجزیـه و   MSTATCبا اسـتفاده از نـرم افـزار    ) S. sclerotiorumقطر رشد میسلیوم (داده های بدست آمده از آزمایش . اجرا شد

 و α %5 =ل جدایه و غلظت با استفاده از آزمون چنـد دامنـه دانکـن در سـطح احتمـال      بندی هر دو عام گروه. تحلیل آماری قرار گرفتند
=1% αانجام شد .  
  

   S. sclerotiorumزنی میسلیوژنیک اسکلروتهای قارچ  های مختلف تریکودرما در جلوگیری از جوانه بررسی اثر ترشحات مایع خارج سلولی جدایه
سپس  در کنار شـعله در شـرایط         . تریکودرما تهیه شدند  مختلف  های   های جدایه  صارهدر این آزمایش ابتدا مطابق آزمایش قبل ع       

 را در داخل هر ارلن قرار داده و ارلنها را به مـدت یکـساعت روی دسـتگاه    S . sclerotiorum عدد اسکلروت قارچ 16استریل تعداد 
.  درجه سانتیگراد نگهداری شـدند 25 ± 1ارلنها در حرارت  هفته 2 تکان در دقیقه قرار داده و بعد به مدت 80با  ) Shaker( زن   بهم

سپس اسکلروتهای موجود در    . گیری استفاده شد   در ارلن شاهد بجای عصاره تریکودرما از محیط کشت مایع مورد استفاده در عصاره             
ر داده و در نهایـت      داخل هر ارلن را با پنس استریل  خارج کرده و روی یک کاغذ صافی اسـتریل جهـت جـذب عـصاره اضـافی قـرا                          

 درجـه سـانتیگراد     25 ± 1منتقل کرده و پتریها در انکوباتور بـا حـرارت           )  اسکلروت 4در هر پتری     (PDAاسکلروتها را روی محیط     
 ساعت یکبار بعد از کشت تا جوانـه زدن  کلیـه   24یادداشت برداری از تعداد اسکلروتهای جوانه زده در هر پتری هر        . نگهداری شدند 

  .ای شاهد ادامه یافت و قدرت هر جدایه در جلوگیری از جوانه زدن اسکلروتها مورد ارزیابی و مقایسه قرارگرفتاسکلروته
  
 نتایج

  S. sclerotiorumهای مختلف تریکودرما روی هیفهای  بررسی میکروسکوپی مکانیسم تأثیر جدایه
یق مکانیزمهای مختلف باعـث لیـز و متلاشـی شـدن            های مختلف تریکودرما از طر     های میکروسکوپی نشان داد که جدایه      بررسی

بیوزیس باعـث لیـز شـدن     های مورد آزمایش از طریق مکانیسم آنتی بطوریکه همه جدایه.شوند می S . sclerotiorumهیفهای قارچ 
جـاد   همچنـین بـا ای  T. harzianum(J1)جدایه ). 1شکل، (و تخلیه محتویات داخل هیفی شدند S sclerotiorumهای  نوک هیف

همچنـین  ). 2شـکل،  ( را سوراخ کرده و باعث متلاشی شـدن آنهـا شـد    S . sclerotiorumهای  انشعابات هیفی بطور مستقیم هیف
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  حمید روحانی، تپه ابراهیم محمدی گل، زاده جعفر عبداله   48

 در مراحل اولیـه برخـورد بـا    T. viride (E2) و T. harzianum(J1) ،T. harzianum(J6) ،T. viride(E1)های  های جدایه هیف
هـای تریکودرمـا    ها رشد کرده و بتـدریج هیـف   از طول آنها با تماس هیفی به موازات هیف در قسمتی S . sclerotiorumهای  هیف

 نموده و با گذشت زمان تراکم و شدت پیچش به حدی افزایش یافته که رشـد  S . sclerotiorumهای  شروع به پیچش به دور هیف
 Sهای  باض، تغییر شکل و رنگ و لیز و متلاشی شدن هیف متوقف کرده و از طریق مکانیسم مایکوپارازیتیسم باعث انق"لاآنها را کام

. sclerotiorumشکل،(  شدندa, b, c, d, e  -3.(   
  

   S . sclerotiorumهای مختلف تریکودرما روی  بررسی قدرت رقابتی ساپروفیتی جدایه
 .Sبـا میـسلیومهای قـارچ    هـای تریکودرمـا مـورد بررسـی بعـد از رشـد و برخـورد         در این آزمایش مشاهده شد که تمام جدایه

sclerotiorum   ،هـای   زاسـیون و اسـپورزایی روی هیـف   کلنی مانع توسعه آنها شده و سپس شروع بـه پیـشرویS. sclerotiorum 
 .Sهـای تریکودرمـا روی میـسلیومهای     زاسیون و اسپورزایی جدایهکلنیقدرت رقابتی ساپروفیتی یا به عبارتی سرعت رشد، . نمودند

sclerotiorum جدایه مورد بررسی سرعت     9از بین    .باشد امل بسیار مهمی در جلوگیری از تشکیل اسکلروتها روی پرگنه قارچ می            ع 
 .Tهـا بـوده بطوریکـه      زیاد و بیش از سایر جدایهT.virensو    T. harzianum(J6)های  زاسیون و اسپورزایی جدایهکلنیپیشروی، 

virens 5 روز پس از کشت و T. harzianum (J6) 6 روز پس از کشت به طور کامل سطح پرگنه S. sclerotiorum را پوشانده و 
هـا   نسبت به سـایر جدایـه   T. harzianum قارچ J5 و J4, J3, J2های  جدایه). 4شکل، (از تشکیل اسکلروت بکلی جلوگیری کردند 

را نپوشانده و از تشکیل و کامل شـدن   S. sclerotiorumسطح پرگنه   روز10 گذشت که پس از طوریه بسیار ضعیف عمل کرده ب
  .از نظر عملکرد در حد واسط این دو گروه قرار گرفتند ها نیز بقیه جدایه. اسکلروتها نیز جلوگیری نکردند

  

  
  های تاثیر ترشحات قارچ تریکودرما روی هیف: 1شکل 

 S. sclerotiorumنوک  بیوز و لیز شدن  از طریق مکانیسم آنتی
  .)10 × 40(ی محتویات داخل هیفها و خروج  هیف

 نمایش سوراخ کردن و نفوذ هیف تریکودرما: 2شکل 
 و )راست(  S. sclerotiorum  هیف به داخل) چپ(

  ).10 × 20(خروج محتویات داخل هیفی 
  

  S. sclerotiorumهای مختلف تریکودرما روی پرگنه قارچ  زاسیون جدایهکلنیبررسی قدرت 
 9از بـین  . را دارنـد  S. sclerotiorum نـه ها توانایی رشـد و اسـپورزایی روی پرگ   ه تمامی جدایهدر این آزمایش مشخص شد ک

ها از قدرت بیشتری برخوردار بوده و   نسبت به سایر جدایهT. harzianum (J6) و T. harzianum (J1)جدایه مورد بررسی جدایه 
  هـر دو جدایـه از تـشکیل اسـکلروت توسـط     . ده و اسـپورزایی کردنـد  را پوشـان  S. sclerotiorum روز پرگنه 8 و 6به ترتیب بعد از 

 S. sclerotiorum های  جدایه ). 5شکل، ( جلوگیری کردندJ4, J3, J2 و J5 قارچ T. harzianumها بـسیار    نسبت به سایر جدایه
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  49   های تریکودرما در شرایط آزمایشگاهی  گونهطوست (Sclerotinia sclerotiorum) طوقه و ریشه آفتابگردان  پوسیدگیبررسی امکان کنترل بیولوژیکی عامل بیماری

اد زیادی اسکلروت در حاشـیه   را نپوشانده و تعدS. sclerotiorum روز نیز سطح پرگنه 10ضعیف عمل کرده بطوریکه حتی پس از 
  .ها نیز از نظر عملکرد در حد واسط این دو گروه قرار گرفتند بقیه جدایه. پتری تشکیل شدند

  
   S. sclerotiorumهای مختلف تریکودرما در جلوگیری از رشد میسلیومی  جدایه) گازی(بررسی تأثیر متابولیتهای فرار 

) حالـت سـوم     (  ساعت زودتر از بیمارگر کشت شـد       48که تریکودرما    ا در حالتی  ه در این آزمایش مشخص شد که تمامی جدایه       
بهترین جدایه ). 1جدول،(دار وجود دارد  اختلاف معنیα %1=های مختلف تریکودرما در سطح احتمال        بهتر عمل کرده و بین جدایه     

  . جلوگیری کردS. sclerotiorumاز رشد میسلیومی % 77/77 بود که به میزان T. harzianum(J1)از این نظر جدایه 
  

  
 ،)20 × 10) (a (S. sclerotiorumهای قارچ  با هیف) راست(نمایش شروع تماس هیفی قارچ تریکودرما : 3شکل 

های تریکودرما   پیچش شدید هیف،)S. sclerotiorum) 40 × 10( )bهای  تریکودرما دور هیف شروع پیچش هیف
  های ای و لیز شدن هیف  قهوه،)d و S. sclerotiorum )40 × 10)(cهای  در طول هیف

 S. sclerotiorum10 × 40(های تریکودرما   بوسیله هیف) (e(  
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  حمید روحانی، تپه ابراهیم محمدی گل، زاده جعفر عبداله   50

  
 T. virens ،T. harzianum( J6 ) ،T. harzianum(J1)های  نمایش قدرت رقابتی ساپروفیتی جدایه : 4شکل 

  PDA روز پس از کشت روی شش S. sclerotiorum در برابر T. harzianum( J2 )و 
  

  
   T. harzianum ( J6 ) و T. harzianum (J1 )های  زاسیون جدایهکلنینمایش قدرت : 5شکل 

  S. sclerotiorum روزه 3پس از انتقال دیسکهای تریکودرما روی پرگنه   روز8
  

    S. sclerotiorumتریکودرما در جلوگیری از رشد پرگنه قارچ ) گازی(های فرار  تأثیر متابولیت: 1جدول 
  .)ه است ساعته تریکودرما قرار گرفت48 قارچ بیماریزا در معرض کشت در این آزمون(

 xدر صد بازداری تیمار
Control 0 y a 

T. harzianum (J3) 48.33 b 
T. harzianum (J4) 50 b 
T. harzianum (J2) 50.5 b 
T. harzianum (J5) 52.22 b 

T.viride (E2)  70 c 
T. virens  71.38 c 

T. harzianum (J6) 72.5 c 
T.viride (E1) 76.11 d 

T. harzianum (J1) 77.77 d 
  

X :های مربوطه میانگین چهار تکرار هستند داده.  
Y :تیمارهایی که دارای حرف مشترک نیستند در سطح احتمال یک درصد( P< %1)دار هستند  دارای اختلاف معنی.  
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  51   های تریکودرما در شرایط آزمایشگاهی  گونهطوست (Sclerotinia sclerotiorum) طوقه و ریشه آفتابگردان  پوسیدگیبررسی امکان کنترل بیولوژیکی عامل بیماری

  S. sclerotiorumهای مختلف تریکودرما در جلوگیری از رشد پرگنه  حات مایع خارج سلولی جدایهبررسی تأثیر ترش
  های مورد بررسی از نظر تأثیر ترشحات مایع خارج سـلولی در جلـوگیری از رشـد پرگنـه                   در این آزمایش مشخص شد که جدایه      

 S. sclerotiorum در سطح احتمال یک در صد )(α = %1 هـای مـورد    همچنـین بـین غلظـت   . دار هـستند  نـی  دارای اخـتلاف مع
ها تأثیر عصاره در     دار وجود داشته و با افزایش غلظت عصاره هر یک از جدایه            آزمایش نیز در سطح احتمال یک در صد اختلاف معنی         

یه و غلظت نیـز  در این آزمایش مشاهده شد که اثر متقابل دو عامل جدا. شود  بیشتر میS. sclerotiorumجلوگیری از رشد پرگنه 
 در T. harzianum(J6)های مـورد بررسـی    از بین جدایه ). 2جدول،(باشد  دار می در سطح احتمال یک در صد دارای اختلاف معنی

 درصد باعث جلـوگیری  88/78 داشته و به میزان S. sclerotiorumصد بیشترین تأثیر را در جلوگیری از رشد پرگنه   در30غلظت 
   ).3دول،ج( از رشد پرگنه شد

  
   ( Culture filtrate )جدول تجزیه واریانس بررسی اثر ترشحات خارج سلولی  : 2جدول 

  S. sclerotiorumهای قارچ تریکودرمادر جلوگیری از رشد میسلیومی قارچ  جدایه
S.O.V                    df               SS                  MS                                      F 
Replication             2             6.602              3.301                                6.1818** 

A                            2              81.649            40.824                              76.4517** 
B                            9              287.451            31.939                            59.8122** 
AB                       18              74.796                4.155                             7.7817** 
Error                    58              30.971                 0.534 
Total                    89               481.469 

C.V. = 10.90 
 

  های  جدایه(Culture filtrate)تأثیر ترشحات مایع خارج سلولی : 3جدول 
  S. sclerotiorumجلوگیری از رشد پرگنه قارچ   مختلف تریکودرما در

  x در صد بازداری تیمار
Control 0 y a 
 T.viride(E2) 12:00 AM 
T. virens 7.03 a 
T. harzianum(J1) 22.22 a 
T. harzianum(J3) 40.74 b 
T. harzianum(J5) 47.03 b 
T.viride(E1) 54.81 b 
T. harzianum(J2) 57.41 bc 
T. harzianum(J4) 58.52 bc 
T. harzianum(J6) 78.88 c 

X :یانگین سه تکرار هستندهای تریکودرما بوده و م عصاره جدایه% 30ها مربوط به غلظت  داده. 
Y :تیمارهایی که دارای حرف مشترک نیستند در سطح احتمال یک درصد( P< %1)دار هستند  دارای اختلاف معنی  
  

  S. sclerotiorumزنی میسلیوژنیک اسکلروتهای  های مختلف تریکودرما در جلوگیری از جوانه بررسی تأثیر ترشحات مایع خارج سلولی جدایه
ی گ ـ  و لیـز کننـد     (Fungicide)های تریکودرما اثر کشندگی      ش مشخص شد که ترشحات مایع خارج سلولی جدایه        در این آزمای  

(Lysis)های   میسلیوژنیک اسکلروتزنی  ویا از بین بردن قدرت جوانهS. sclerotiorumبلکه ترشـحات بـدلیل خاصـیت     را نداشته 
 و تمام اسکلروتها در هر تیمار با وجود اخـتلاف زمـانی از نظـر          تاخیر انداخته زنی اسکلروتها را به      جوانه ) Fungistasis( ضد قارچی   

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  حمید روحانی، تپه ابراهیم محمدی گل، زاده جعفر عبداله   52

ها   دارای تأثیر بیشتری نسبت به سایر جدایهT. harzianum(J6)های مورد بررسی جدایه  از بین جدایه. زنی نهایتاً جوانه زدند جوانه
  ).6شکل، ( طول انجامیده  روز ب20ها  زنی کلیه اسکلروت که جوانه طوریه بوده ب
  

  
  های   جدایه(Culture filtrate)اثر ترشحات مایع خارج سلولی : 6شکل

  S. sclerotiorumمیسلیوژنیک  اسکلروتهای  زنی مختلف تریکودرما در جلوگیری از جوانه
  
  بحث

هـای   جدایـه ) 12(طبـق تحیقـات ویـپس    ). 8( انـد  شناسـایی شـده   S. sclerotiorumهای اسکلروت  ها اغلب به عنوان پارازیت قارچ
ویـپس تنهـا در یـک جدایـه گـاهی پـیچش        .شـوند   مـی S. sclerotiorum باعث گرانوله و لیز شدن هیفهای T. harzianumمختلف 

پارازیتیـسم هیفـی یکـی از    ) Tu) 14یقـات  قطبـق تح .  مـشاهده کـرد  PDA را روی S. sclerotiorumهـای   تریکودرما بـه دور هیـف  
باشـد در حالیکـه هـیچ اثـری از پارازیتیـسم هیفـی در         مـی S. sclerotiorumدر بیوکنترل  T. virensهای مهم آنتاگونیستی  مکانیسم
 مشاهده و مشخص شـد کـه میـزان    PDAهای رشد کرده روی  پارازیتیسم اسکلروت.  مشاهده نکردT. virensتوسط  S. minorکنترل 

هـای مـورد بررسـی از         نتایج تحقیقات ما نشان میدهد که تمامی جدایه         ).5(های پارازیته شده کاهش میابد     زنی اسکلروت  بازیابی و جوانه  
 با نتایج اکثـر محققـین    وشوند  میS. sclerotiorumهای   باعث لیز شدن و تخریب نوک هیف(Antibiosis) زبیوز طریق مکانیسم آنتی

 و T. harzianum قـارچ  J6 و J1هـای   هـا، جدایـه   دهد که تنها بعضی جدایه  نشان می فعلیعلاوه نتایجه ب. )32 و 31, 2( مطابقت دارد
E1 و E2 قارچ T. virideهای  ، با هیفS. sclerotiorumتدریج شـروع بـه پـیچش    ه  تماس برقرار کرده و به موازات آنها رشد کرده و ب

آنهـا را متوقـف کـرده     نموده و با گذشت زمان تراکم و شدت پیچش به حدی افزایش یافته که رشد S. sclerotiorumهای  به دور هیف
مطالعـات  .  شـدند S. sclerotiorumهـای   متلاشـی شـدن هیـف    و از طریق پارازیتیسم هیفی باعث انقباض، تغییر شکل و رنگ و نهایتاً

 .Sهـا بـه طـور مـستقیم و رشـد درون آنهـا         همچنین از طریق سـوراخ کـردن هیـف   T. harzianum(J1)میکروسکوپی نشان داد که 

sclerotiorumکند ارازیته می را پ .  
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ها و حتی  اند در تمامی آزمایشات بین گونه اشاره کرده) 3(که داوه و دیگر محققین از جمله روحانی و همکاران     بنابراین همچنان 
ها اختلاف مشاهده شـد کـه لـزوم      های کنترلی و شدت و ضعف این مکانیسم        های مختلف یک گونه تریکودرما از نظر مکانیسم        جدایه

و هـا    گونـه ) Tu )11طبق تحقیقات   . کند های مختلف یک گونه از یک آنتاگونیست را تاکید می          ها و حتی جدایه    وانایی گونه ارزیابی ت 
 بوده و از این طریـق از        Sclerotiniaهای مختلف یک گونه تریکودرما دارای قدرت رقابتی ساپروفیتی مناسبی در برابر جنس               جدایه

های آن را کلنه کرده و شروع به اسپورزایی روی هیفها کرده و مـانع از تـشکیل اسـکلروتهای                     رشد پرگنه آن جلوگیری کرده و هیف      
  . شوند این قارچ می

نتـایج  . باشـد   مـی S. sclerotiorumنتایج این تحقیق نیز حاکی از توانایی قارچ تریکودرمـا در قـدرت رقـابتی سـاپروفیتی در برابـر      
های تریکودرمـا    روزه حاکی از این است که احتمالاً جدایه        3های مورد بررسی روی پرگنه       هزاسیون جدای کلنیبدست آمده در مورد قدرت      

 کـرده و قـارچ   اشـغال توانند این منـاطق را    کند، میاشغال منطقه ریزوسفر و ریزوپلان گیاه میزبان را S. sclerotiorumحتی اگر قارچ 
S. sclerotiorum البته باید به ایـن نکتـه توجـه کـرد کـه بـه دلیـل اینکـه در شـرایط طبیعـی           . را تحت تأثیر قرار داده و از بین ببرند

گذارند، ارتباط دادن ویژگیهـا یـا تواناییهـای          ای از عوامل مختلف روی روابط عامل بیماری، میزبان و آنتاگونیست اثر می             مجموعه پیچیده 
نتـایج حاصـله از     . یده خـاک بـسیار سـخت و مـشکل اسـت           ها با قدرت کنترل کنندگی آنها در شرایط طبیعی و پیچ           آزمایشگاهی جدایه 

، با نتایج محققـین قبلـی   S. sclerotiorumهای تریکودرما در جلوگیری از رشد پرگنه  آزمایش تأثیر ترشحات مایع خارج سلولی جدایه
از رشـد پرگنـه و عـدم تـأثیر          ها در جلـوگیری       مطابقت داشته و تأثیر مثبت بعضی جدایه       )2 ( و امیر صادقی   )7(از جمله دنیس و وبستر      

 )7 ( و دنـیس و وبـستر  )10 (تحقیقاتی که توسط پاپاویزاس.  مشاهده شدS. sclerotiorumها در جلوگیری از رشد پرگنه  بعضی جدایه
وکانـاز و   گل3 و 1 آنزیمهـای سـلولاز، کیتینـاز، لامینارینـاز، بتـا ـ         حـاوی های غیر فـرار تریکودرمـا   انجام گرفته نشان داده که متابولیت

  . باشند  میGliotoxin و Dermadin ،Trichodermin ،Alamethicin ،Paracelsin ،Trichotoxinهایی نظیر  بیوتیک آنتی
 قسمت اعظم ترشحات مایع خارج سلولی در شرایط طبیعی خاک جذب کلوئیدهای خـاک شـده و از       )5(طبق نظر بیکر و کوک      

 ترشحات مایع خارج سلولی به احتمـال زیـاد عـدم            توسطدم مشاهده لیز شدن اسکلروتها      علت ع . شود تأثیر و کارآیی آنها کاسته می     
 و کمبود مقدار و نوع آنزیمهـای لازم بـرای تخریـب    S. sclerotiorumحضور تماس و فعالیت مستقیم تریکودرما روی اسکلروتهای 

مل تآمونیاک در متابولیتهای فرار تریکودرما غیر مح       وجود دی اکسید کربن و       )7(طبق تحقیقات دنیس و وبستر      . باشد اسکلروتها می 
 مـشخص و همچنـین مـشتقات    T. virideدار متابولیتهـای فـرار    تـرین ترکیـب کربنیـل     استالدئید را به عنـوان عمـده  ایشانبوده و 

  . اند جدا نموده T. virideهیدرازون را از ترشحات فرار 
های مختلف یک گونـه از نقطـه نظـر نـوع مکانیـسم مـورد        ها و حتی جدایه نهبنابراین نتایج این بررسی حاکی از آن است که گو   

هـای   بنابراین بایستی روی گونه و جدایه     . کنند استفاده در بیوکنترل و همچنین شدت و ضعف مکانیسم اتخاذ شده متفاوت عمل می             
شگاهی انتخاب و توانـایی آنتاگونیـستی آنهـا در          ها در شرایط آزمای    مختلف تریکودرما مطالعات جداگانه انجام گیرد تا قویترین جدایه        

 شیمیایی پیدا کرده و از این طریق با یـک   قارچکشهایمرحله گلخانه و نهایتاً مزرعه آزمایش شود تا بتوان جایگزین مناسبی را برای          
  .های خاکزاد مقابله کرد های گیاهی خصوصاً بیماری تر با بیماری استراتژی و روش مطمئن
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Abstract 

In order to control of S. sclerotiorum, the causal agent of crown and root rot of sunflower biologically, 
nine highly effective Trichoderma isolates were selected. Two (J1 & J2) and three isolates (J3, J4 & J5) of 
T. harzianum were isolated from sunflower field soil of Ormiah and Khoy respectively. T. virens, T. 
harzianum(J6), T. viride(E1) and T. viride(E2) on the other hand were isolated from edible fungi substrate. 
The above mentioned isolates, were evaluated for parasitism, competitive saprophytic ability, inhibition 
effects of volatile metabolites and culture filtrates and colonization compact on S. sclerotiorum. 
Microscopic studies showed that all of the isolates disintegrated hypha of S. sclerotiorum through 
antibiosis mechanism. In addition, T. harzianum(J1 & J2) and T. viride(E1 & E2) hypha grew towards and 
coiled around the S. sclerotiorum hypha. Dense coils of hypha and degradation of the Sclerotinia hyphae 
were observed in other stages of the parasitism. Furthermore, T. harzianum(J1) forming short branches 
and appressorium-like structures which aided in holding and penetrating the host cell wall. In competitive 
saprophytic ability test, T. virens and T. harzianum(J6) performed more effective than the others, so that, 
after 5 and 6 days both covered the whole colony surface,respectively, and prevented from forming 
sclerotium. In colonization ability test, T. harzianum(J1) and T. harzianum(J6) performed more effective 
than the other isolates, therefore, after 6 and 8 days both were covered the whole colony surface, 
respectively and prevented from forming sclerotium. In volatile antibiotics test by means of superposal 
petri-dishes method, T. harzianum(J1) was the most effective isolates which inhibited the mycelial growth 
of S. sclerotiorum by 77/77%. In non-volatile antibiotics i.e. Culture filtrates effect test on inhibition of 
mycelial growth, T. harzianum(J6) was more effective to inhibit the mycelial growth by 78/88%. It 
delayed the myceliogenic germination of sclerotia of S. sclerotiorum more effectively than the other 
isolates. 
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