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كش ايمازاليل در شرايط و قارچTrichoderma virensكنترل تلفيقي كپك سبز مركبات با استفاده از 
آزمايشگاه و سردخانه

3و مسعود احمدزاده2، عباس شريفي تهراني1مريم زماني

چكيده
Trichodermaجدايه از 6از بين پژوهشدر اين  spp.،جدايهاثر بيوكنترليT12T. virensطي كشت كه در
1(كش ايمازاليل قارچو در تلفيق بابه تنهاييPenicillium digitatumروي تر از سايرين عمل كرده بود، متقابل موفق

4±1و 20±1در دو دماي ، )امپيپي1000(هاي ايمازاليل و تيابندازول به تنهاييكشدر مقايسه با كاربرد قارچ) امپيپي
كش ايمازاليل تاثير قارچنتايج. مورد بررسي قرار گرفتها در شرايط اتاقك رشد و سردخانه يوهروي مگراددرجه سانتي
روي در هزار باعث ممانعت از رشد تريكودرما 1نشان داد كه ايمازاليل در غلظت هاي مختلف روي تريكودرما در غلظت

هاي گازي و ترشحات مايع خارج سلوليابوليتمتبا توليد in vitroجدايه مذكور در شرايط . گرددميPDAمحيط كشت 
)ليتراسپور در ميلي108در غلظت (به تنهايي آنتاگونيستكاربرد جدايه. عمل آوردهبجلوگيري از رشد و توسعه بيمارگر نيز

- درجه سانتي20±1درصد در دماي 82/82و ) سردخانه(گراد درجه سانتي4±1دماي درصد كاهش بيماري در88باعث 
در شرايط كش ايمازاليلقارچاثر كنترلي ها بر بيمارگر نشان داد كه كشنتايج حاصله از اثر قارچ. شد)اتاقك رشد(گراد

5×107در غلظت (كاربرد تلفيقي جدايه مذكور . باشدميداري بيشتر طور معنيهبكش تيابندازول نسبت به قارچسردخانه 
درصد 8/94منجر بهها را بهبود بخشيد وت بيوكنترلي آناثرا)امپيپي1(مازاليلكش ايبا قارچ) ليتراسپور در ميلي

.گرديدگراد درجه سانتي4كاهش در ميزان پوسيدگي در دماي 

Trichoderma:كلمات كليدي virens ،Penicillium digitatum مركباتسبز،كپك.بيولوژيكي، كنترل

پزشكي دانشگاه تهران، كرجدانشكده علوم باغباني و گياهشناسي گياهي، استاد و استاديار گروه گياهپزشكيدانشجوي دكتراي بيماريبه ترتيب . 3و2، 1
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مقدمه
Citrus sinensis(پرتقال (L.) Osbock (

باشد كه مشابه ساير ميRutaceaeاز خانواده گياهي 
ين خانواده هميشه سبز بوده و با داشتن هاي اجنس

ارقام متعدد در مناطق زيادي از دنيا پراكنده شده است و 
ايران . كشور به كاشت و پرورش آن مشغولند50بيش از 
و سطح زير كشت ميليون تن در هر سال 3/4با توليد 

10توليد مركبات را در بين هشتم هزار هكتار مقام 222
آمارنامه جهاد (كشور عمده مركبات خيز دنيا داراست

پس از سيب دومين پرتقال. )1383كشاورزي مازندران، 
همواره در معرض كه ميوه پر مصرف در جهان است

-خطر آلودگي به عوامل پوسيدگي پس از برداشت مي
هاي پس از برداشت ساليانه منجر به از بين ماريبي. باشد

شود درصد از محصول مركبات مي30تا 10رفتن 
، كه اين ميزان در كشورهاي در حال )2005وس،ياگر(

اي در وضعيت توسعه كه از نظر امكانات سردخانه
درصد هم 50به بيش از گاهي برند، سر نميهمطلوبي ب

نظر هبا اين حال ب.)1994ويلسون و همكاران، (رسد مي
-رسد كه برآوردهاي فعلي از ميزان خسارت بيماريمي

ناشي طور عمده هبهاي پس از برداشت اين محصول كه 
باشد تا حد زيادي ميPenicilliumجنس هاي گونهاز 

هاي فزاينده كس از زياندور از واقعيت باشد، زيرا هيچ
شت، پس از برداشت مركبات كه در طي عمليات بردا

ها فرآوري، انبارداري، حمل و نقل و حتي در قفسه مغازه
ويلسون و (آيد اطلاع دقيقي ندارد ها پيش ميو خانه

).1994همكاران، 
هاي ترين بيماريترين و پرخسارتيكي از رايج

رساند، پس از برداشت كه به انواع مركبات آسيب مي
Penicillium digitatum (Pers) Sacc. عامل

در حتيP. digitatum.استبز ميوه پرتقال سكپك 
هاي پايين و نزديك به صفر هم فعاليت دارد و دما

هاي مايكوتوكسين،گذشته از خسارت پوسيدگي
-نمايد كه به اندامخطرناكي از جمله پاتولين توليد مي

زا هاي داخلي و سيستم عصبي آسيب رسانده و سرطان
-قارچتا به حال. )1995هيچ و گروندول، (باشند نيز مي
هاي پس از برداشت براي كنترل بيمارييموثرهايكش

هاي نژاددليل ظهورهباما د،انها شناخته شدهدر ميوه

سوء اين اثرها و نيز كشها به اين قارچمقاوم بيمارگر
كنندگان و محيط زيستتركيبات روي سلامت مصرف

هايروشدستيابي به ضرورت ها محدود و مصرف آن
اكرت، (كندجايگزين براي اين تركيبات را طلب مي

هاي شيوه مديريت بيماريهاي اخيردر سال. )1990
پس از برداشت تغيير كرده و سلامت مواد غذايي جزء 

لي پس از برداشت قرار گرفته هاي كنتركليدي در برنامه
به عنوان يك راه حل كنترل بيولوژيكرو از اين. است

كنترل بيمارگرهاي پس از برداشت كننده دراميدوار
مطرح شده است و تاثير و كارايي اين روش در كنترل 

دارها و دارها، دانههاي پس از برداشت هستهبيماري
جنشيويكز و جفر، (گزارش شده است نيز مركبات 

دارايهاي ميكروبي آنتاگونيستهر چند .)1997
اما ،هستندشرايط متعدد اكولوژيكي هايي درمحدوديت
هاي رود كه به عنوان بخش مهمي از شيوهانتظار مي

ها باعث كنترلي چه تنها و چه در تلفيق با ساير روش
هاي متعددي از گزارش.كاهش مصرف سموم شوند

هايقارچهاي و هاي مختلف باكترياستفاده از سويه
هاي پس از برداشت در آنتاگونيست در كنترل بيماري

اباگو و كورستن . ركبات وجود داردداران و مسيب، هسته
هايي از با استفاده از استرين2003در سال 

توانستند خسارت كپك  Bacillus subtilisباكتري
ي زمان. درصد كاهش دهند70سبز مركبات را تا بيش از

مركبات خسارت كپك سبز) 1387(و همكاران 
را با استفاده از استريني از باكتري

Pantoea agglomerans درصد در 4/84به ميزان
هاي ترين قارچيكي از مهم.درجه كاهش دادند20دماي 

باشد ميTrichodermaمتعلق به جنسآنتاگونيست 
زا رات كنترلي آن روي بسياري از عوامل بيماريثكه ا

، Botrytis ،Rhizoctonia ،Sclerotiniaنظير 
Pythium وFusariumمحصولات زراعي به روي
.)b 2004و1999باتا، (رسيده است اثبات 

.Tقارچ harzianumهاي در كنترل برخي از بيماري
پس از برداشت نظير كپك آبي سيب

)Penicillium expansum Link( موثر تشخيص
.)a 2004باتا،(داده شده است 
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، بررسي كارايي قارچ پژوهشهدف از اين 
تلفيق با كش ايمازاليل به تنهايي و در تريكودرما و قارچ

.هم در كنترل بيماري كپك سبز مركبات است

هامواد و روش
ميوه ) الف

همـه از پـژوهش هاي مورد استفاده در ايـن  ميوه
رقم تامسون و فاقد هرگونه عارضه فيزيولوژيـك يـا زخـم    

و قبل از هرگونه تيمار شيميايي مورد اسـتفاده قـرار   بوده
.گرفتند

 P. digitatumقارچمايه زادتهيه ) ب
 ـM121P. digitatumجدايه از دسـت آمـده  هب

جدايـه ديگـر   7ازميان كه قبلا سطح ميوه گريپ فروت، 
زمـاني و  (بود ترين جدايه شناسايي شدهبه عنوان مهاجم

مـورد اسـتفاده   هـا  آزمايشبراي انجام،)1387همكاران، 
ــت  ــرار گرف ــه .ق ــتب ــه  كش ــك هفت ــاي ي ــارچه اي ق

P. digitatumكشــتروي محــيطPDA ــداري ، نگه
سـترون آب مقطـر  ليترميلي5، درجه20شده در دماي

و سـطح  افزوده شـد X-100درصد تريتون 05/0حاوي 
سـترون اي به كمك يك لوله خميده شيشهتشتك پتري

4تراشيده شده و سوسپانسيون حاصـله از پارچـه ملمـل    
هـاي همـراه و   جهت جـدا كـردن ميسـليوم   سترونلايه 

ــديوفوره ــد كنيـ ــور داده شـ ــپور در  .ا عبـ ــزان اسـ ميـ
سوسپانسيون حاصله بـه كمـك هماسـيتومتر يـا توسـط      

بـه غلظـت   نـانومتر  425در 1/0اسپكتروفتومتر با جذب 
رسيد كه ايـن غلظـت حالـت    ليتراسپور در هر ميلي106

پـس از برداشـت   هـاي  آزمـايش معمول و توصيه شده در
). 2003اوباگو و كورستن، (است 

ازي قارچ آنتاگونيست آماده س) ج
جدايه آنتاگونيست كه نـام و  6در اين آزمايش از 

آمـده اسـت، اسـتفاده    1ها در جدول محل جداسازي آن
درصـد  05/0با افزودن آب مقطر سـترون حـاوي  . گرديد

ها روي محـيط  روزه جدايه10به كشت X-100تريتون 
ليتــر از اســپور در هــر ميلــي106غلظــت ، PDAكشــت 
. ليتر آماده گرديـد 6تريكودرما در حجم كلي هايجدايه

هاي آنتاگونيستنام و منابع جداسازي جدايه: 1جدول 
هاي آنتاگونيستجدايهمحل جداسازي

.Trichoderma spشهر كرجمحمد. خاك مزرعه لوبيا TR12
.Trichoderma spنشتارود. جداشده از سطح شاخ و برگ درختان آنشو TE

Trichoderma sp. TRعيسي خندق. شيرينسطح شاخ و برگ درختان ليموجدا شده از
Trichoderma sp. TS12شهر كرجمحمد. خاك مزرعه كلم

Trichoderma sp. TH3ورامين. خاك مزرعه سيب زميني
Trichoderma sp. T12تنكابن. خاك باغ مركبات

آنتاگونيستانتخاب جدايه) د
بررسـي سـرعت رشـد،    بـا اهاي تريكودرم ـجدايه

ــپورزايي آن  ــيون و اس ــدرت كلونيزاس ــا روي ق ــه ه پرگن
از طريق كشـت متقابـل و   (بيمارگر در شرايط آزمايشگاه

)هاي تريكودرما در حاشيه پرگنه پنيسيليومكشت جدايه
جدايـه بـراي   يـك مورد مقايسه قرار گرفتند و در نهايت 

قـارچ  بلكشت متقا. هاي نهايي انتخاب شدانجام آزمايش
بـه روش  هـاي آنتاگونيسـت   يـك از جدايـه  بيمارگر و هر

كشت براي .صورت گرفت)2000(همكارانو سيواكومار 
كشـت  از، هاي تريكودرما در حاشيه پرگنه بيمارگرجدايه

ــه ــك هفت ــاري .Pچاي ق Digitatumــرآدرون ب مقط
در حـدود يـك   .گرديداسپور تهيهسوسپانسيونسترون
 ـليترميلي مايرهـاي  ن سوسپانسـيون بـه درون ارلـن   از اي

درجـه  40دماي اتوكلاو شده داراي PDAحاوي محيط 
در هر اسپور106،نهايي، به نحوي كه غلظت اضافه گرديد

پـس از ريخـتن   در آخـر  .ليتر محيط كشـت باشـد  ميلي
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هاي پتري و منعقد شـدن آن محيط حاصله درون تشتك
اي بـه  حلقـه ،ساعت48و نگهداري در انكوباتور به مدت 

هـاي تريكودرمـا،   روزه جدايه4متر از كشت ميلي8قطر 
حـاوي  PDAمحيط كشـت  هاي پتريتشتكدر حاشيه

بـا بازديــد  .كشـت داده شـد  P. digitatumرهاي واسـپ 
هاي مختلف آنتاگونيست از ها توانايي جدايهروزانه تشتك

پرگنـه  نظر ميزان رشد ميسليومي، سرعت پيشروي روي 
.رزايي روي آن مورد بررسي قرار گرفتندوو اسپبيمارگر 

هاي ايمازاليل و كشهاي مختلف قارچبررسي غلظت) ر
P. digitatumتيابندازول روي رشد 

تيابندازول وكش ايمازاليل اثر بازدارندگي دو قارچ
غلظت موثره دست آوردنهبروي قارچ عامل بيماري با 

، 10- 2هاي رقت. ها مورد بررسي قرار گرفتآندرصد 50
ها تهيه كشاز هريك از قارچ10- 6، 5-10، 10- 3-10،4

لوله آزمايش حاوي سه،هاگرديد و براي هر كدام از رقت
گرم 40حاوي H25ليتر از محيط كشت ميلي18

PDA ،2 ،عصاره مخمر در حجم مگر2گرم نئوپپتون
گرديد و در نهايتو اتوكلاوليتر آمادهميلي1000نهايي 

كش هاي قارچليتر از هركدام از رقتميلي2با افزودن 
دست هكش در محيط كشت بهاي مختلف قارچغلظت
به به هم زدن دست آمده پس از ههاي بمخلوط. آمد

هايي به هاي پتري انتقال يافت و متعاقبا حلقهتشتك
ها كشت گرديدروي آنبيمارگرمتر از قارچميلي8قطر 

درجه20هفته در دماي 1به مدت و پس از نگهداري 
5شد و آزمايش با ها اندازه گيري، قطر پرگنهگرادسانتي

در قالب طرح كاملا تصادفي مورد تيمار در سه تكرار،
. )1999هولمز و اكرت، (تجزيه آماري قرار گرفت

در جلـوگيري از  كـش ايمازاليـل   سي تاثير قارچبرر) ز
زمايشگاهرشد جدايه تريكودرما در شرايط آ

بـه  دقيقـا مشـابه آزمـايش قبلـي و     اين آزمـايش  
كـش تـاثير قـارچ  تاثير يا بيهاي كممنظور تعيين غلظت

و نيز بررسي ميزان تحمل جدايه آنتاگونيسـت ايمازاليل
T12 كش و انتخـاب غلظـت مناسـب    قارچاين نسبت به

.هاي تلفيقي صورت گرفتبراي انجام آزمايش

كودرما به تنهايي يا در تلفيق تريبررسي اثر جدايه) س
در كنترلو تيابندازول به تنهاييكش ايمازاليل با قارچ

P. digitatum در دماي اتاق)Cº1±20 (شرايط و
)Cº1±4(سردخانه 
با جدايـه  ايمازاليلكش قارچتلفيقبررسي اثردر

T12،اســپور جدايــه 5×107سوسپانســيون حــاوي از
5×10–5و غلظـت  آب مقطررليتدر هر ميليتريكودرما

هاي آلوده شـده  ميوه. استفاده شدماده موثره ايمازاليلاز 
1ساعت به مـدت  24پس از گذشت P. digitatumبه

آنتاگونيسـت  سوسپانسيون جدايه)1: تيمارهايدقيقه در
، سـترون آب مقطرليتراسپور در هر ميلي810با غلظت 

،امپــيپــي1000بــا غلظــت ايمازاليــلمحلــول )2
اسپور جدايه تريكودرما5×107سوسپانسيون حاوي) 3

ام پـي پـي 1سـترون و غلظـت   آب مقطرليتردر هر ميلي
ور غوطهام پيپي1000با غلظت تيابندازول) 4، ايمازاليل

بـدون  هـاي  ميوه-1: تيمار شاهد در دو شكلگرديدند و
شــاهد (مقطـر سـترون  ور شـده در آب غوطـه و آلـودگي 

ور شـده  غوطهبيمارگر وهاي آلوده شده با ميوه-2) المس
در هـا  ميوه. مورد بررسي قرار گرفت) شاهد آلوده(در آب

گـراد سانتيدرجه4±1سردخانه تنظيم شده روي دماي
ــاق  ــاي رشــد و ات درجــه20±1تنظــيم شــده روي دم
هفتـه،  4هاي آلوده تا تعداد ميوه، ونگهداريگرادسانتي

تكـرار و  3براي هر تيمار . شدندبار شمارش هر هفته يك
هـا در قالـب   ميوه در نظر گرفته شد و داده15،هر تكرار

.گرفترارقتجزيه آماري تصادفي مورد لطرح بلوك كام

بررسي اثر ترشحات مـايع خـارج سـلولي جدايـه     ) ش
ــليوم   ــد ميسـ ــوگيري از رشـ ــا در جلـ تريكودرمـ

P. digitatumدر شرايط آزمايشگاه
جدايه تريكودرمـا از نظـر توليـد و ترشـح     سي برر

با كمـي  ) 2007(به روش ابالوا و اوتي مايع خارج سلولي
ــت   ــورت گرفـ ــرات صـ ــوي . تغييـ ــي محتـ 1(محيطـ

MgSO4.7H2O ،25/0گـرم  Ca(NO3)2250/0گـرم 
، CaCl2گــرم KH2PO4 ،1گــرم KNO3 ،125/0گــرم 
1000گـرم سـاكاروز در   Citric acid ،3گـرم  ميلي50
در شـرايط سـترون بـه    .تهيه گرديد) ليتر آب مقطريميل
ليتـر از محـيط كشـت ذكـر     ميلي500هاي محتوي ارلن
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ليتــر از سوسپانســيون اســپور جدايــه شــده، يــك ميلــي
ليتـر  اسـپور در هـر ميلـي   2×108آنتاگونيست با غلظت 

اضافه، و به ارلن شاهد به جاي اسپور قـارچ آنتاگونيسـت   
هـا پـس   ارلن. رون اضافه گرديدليتر آب مقطر ستميلي1
ــا 8 تكــان در دقيقــه در 70روز نگهــداري روي شــيكر ب

هـاي  محيط آزمايشگاه، جداگانه توسط پمپ خلا و صافي
سـاخت  (ميكـرون  22/0ميكروبيولوژيك بـا قطـر روزنـه    

فيلتـر گرديدنـد و عصـاره حاصـل از     ) پـور كارخانه ميلـي 
30و 20،25، 15، 10، 5غلظت نهايي جدايه مذكور در

جلوگيري از رشد ميسـليومي قـارچ بيمـارگر    درصد براي
تصـادفي  ها در قالـب طـرح كـاملا    داده. كار برده شدندهب

.ندماري قرار گرفتآمورد تجزيه 

هـاي فـرار تريكودرمـا در    بررسي اثـر متابوليـت  )ص
درP. digitatumجلوگيري از رشد ميسـليوم قـارچ   

شرايط آزمايشگاه
ــامپوني  ــه روش م ــاران ب ــورت ) 1998(و همك ص

متـر از  ميلـي 8هايي به قطر در اين آزمايش حلقه. گرفت
P. digitatumهـاي محتـوي محـيط كشـت     در تشتك

PDA گذشـت  كشت داده شدند و در مرحله اول پس از
سـاعت،  72ساعت و در مرحله دوم پـس از گذشـت   24

روي تريكودرمـا  متـر از جدايـه   ميلي8هايي به قطر حلقه
PDAشــت داده شــدند و ســپس در شــرايط ســترون  ك

هـاي حـاوي بيمـارگر و جدايـه تريكودرمـا      درهاي پتري
برداشته و پتري حاوي پنيسيليوم به صورت وارونـه روي  

 ـپتري حاوي آنتاگونيست قرار گرفت و دور تشتك -هها ب
دمـاي  بـه  هـا  تشتك. وسيله پارافيلم كاملا مسدود گرديد

گيري قطر حلقه رشدي زهانتقال داده شد و اندادرجه 27
سـاعت  144و 120، 96، 48بيمارگر در نوبت به فواصل 
در قالب طرح كـاملاً آزمايش.پس از كشت صورت گرفت

درصـد ممانعـت از   (هـا  در سه تكرار انجام و دادهتصادفي 
مورد تجزيـه و تحليـل آمـاري قـرار     ) رشد پرگنه بيمارگر

. گرفت

ها تجزيه داده) م
هاي آزمايش بـا اسـتفاده از   -دادهتجزيه و تحليل

ميـانگين  .انجـام گرديـد  SAS (V6.12)زار آماري فانرم
دانكـن در  با اسـتفاده از آزمـون   بر حسب ضرورت ها داده

.ندمقايسه شدt-studentو آزمون درصد 5سطح يك يا 
بـراي تجزيـه پروبيـت و بـرآورد     POLO-PCافزار از نرم
.شددرصد استفاده 50هاي موثر غلظت

نتايج
انتخاب جدايه آنتاگونيست) الف

هاي تريكودرماي مورد بررسي ضمن تمام جدايه
توسعه رشد و برخورد با ميسليوهاي بيمارگر مانع رشد و

آن شده و سپس شروع به پيشروي، كلونيزاسيون و 
سرعت . نمودندP. digitatumهايرزايي روي هيفواسپ

هاي زايي جدايهرشد، پيشروي و كلونيزاسيون و اسپور
جدايهتريكودرما با هم متفاوت بود و در نهايت 

T12T. virensتر از سايرين كه در آزمايشگاه موفق
.هاي بعدي انتخاب شدعمل كرد، براي انجام آزمايش

هاي ايمازاليل و تيابندازول در كشبررسي اثر قارچ) ب
در شرايط P. digitatumممانعت از رشد ميسليومي 

شگاهآزماي
سنجي تعيين زيستهاي دادهنتايج حاصل از 
نشان داد كه ) EC50(درصد 50غلظت موثر بازدارندگي 

با تيابندازول امپيپي71/7برابر با EC50ايمازاليل با 
1داري در سطح اختلاف معني98/943برابر با EC50با

چنان كه از مقادير غلظت اين همبنابر. درصد نشان داد
شود، براي درصد مشخص مي50موثر بازدارندگي 

ممانعت از رشد قارچ در شرايط آزمايشگاه به مقدار ماده 
) برابر كمتر120بيش از (كمتري بسيار موثر ايمازاليل

كش ايمازاليل لذا قارچ،دوبدر مقايسه با تيابندازول نياز 
ها مورد استفاده آزمايشدر ادامه به عنوان تركيب موثرتر 

.قرار گرفت

هاي ايمازاليل در جلوگيري كشبررسي تاثير قارچ) ص
از رشد جدايه تريكودرما در شرايط آزمايشگاه 

كش ايمازاليل در غلظت نتايج نشان داد كه قارچ
، از رشد جدايه آنتاگونيست )امپيپي1000(توصيه شده 

و طبق نتايج دآورعمل ميهممانعت بصددرصدقارچي
براي انجامام از ايمازاليلپيپي1يي غلظت نهاحاصل، 
.)3جدول (مورد استفاده قرار گرفتي بعدي هاآزمايش
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پس از يك هفته كش ايمازاليل در جلوگيري از رشد ميسليومي جدايه تريكودرما هاي مختلف قارچاثر غلظت:1شكل 
در شرايط آزمايشگاهنگهداري 

تريكودرما به تنهايي يا در تلفيق ي اثر جدايهبررس) ت
در P. digitatumكش ايمازاليل در كنترلبا قارچ

)Cº1±4(شرايط سردخانهو) Cº1±20(دماي اتاق 
هاي صورت گرفته درباره مقايسه اثر در بررسي

در هر اسپور108در غلظتآنتاگونيستجدايهكاربرد 
، 10-3يل در غلظت توصيه شدهليتر با كاربرد ايمازالميلي

وجود در دماي سردخانه دار بين تيمارها اختلاف معني
، آنتاگونيستجدايهكش و با كاربرد توام قارچ.داشت

به تنهايي جدايهميزان كنترل در مقايسه با كاربرد 
).4جدول(افزايش يافت 

هفته 4يل دركنترل كپك سبز پرتقال پس از كش ايمازالبررسي اثر تلفيقي جدايه تريكودرما و قارچ:4جدول 
نگهداري در دماي اتاق و سردخانه

**هابندي آنو گروه*هاي سالمدرصد ميوه

تيمار
º1±20 Cº1±4 C

82/82 ab88bT12 ( ليتراسپور در ميلي108 )
25/87 a5/95 aايمازاليل )امپيپي1000(
66/86 a8/94 aT12 ( ليترميلياسپور در 5×107 ) + ايمازاليل) پي پي ام1(
25/84 a7/66 c )1000تيابندازول)امپيپي
9/77 b6/86 bشاهد غير آلوده
c00dشاهد آلوده

ر تيمارها د** . ، هر هفته يكبار شمارش گرديدهفته4تا سالمهاي ميوهميوه در نظر گرفته شد، 15براي هر تيمار سه تكرار، هر تكرار شامل * 
.ها توسط ازمون دانكن صورت گرفته استمقايسه ميانگين.باشنددار مياختلاف معنيدارايدرصد5سطح
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بررسي اثر ترشحات مـايع خـارج سـلولي جدايـه    ) ش
ــليوم   ــد ميسـ ــوگيري از رشـ ــا در جلـ تريكودرمـ

P. digitatumدر شرايط آزمايشگاه
هـا، بـين همـه    بنـدي بـر اسـاس غلظـت    در گروه

اخــتلاف )درصـد 30و 25، 20، 15، 10، 5(هـا  غلظـت 
دار در سـطح يـك درصـد وجـود داشـت و ميـزان       معني

و بهتـرين  افـزايش يافـت  بازدارندگي با افـزايش غلظـت   

درصـد كـاهش در   7/34درصـد بـا   30نتيجه در غلظت 
. رشد ميسليوم بيمارگر مشاهده شد

هـاي فـرار تريكودرمـا در    بررسي اثـر متابوليـت  ) ص
درP. digitatumرشد ميسـليوم قـارچ   جلوگيري از

شرايط آزمايشگاه
درصد 1بين تيمارها در سطح هر دو مرحلهدر 

).6جدول (دار وجود داشت اختلاف معني

*روز6پس از P. digitatumهاي فرار تريكودرما در جلوگيري از رشد قارچ تاثير متابوليت:6جدول 

*مرحله اول**مرحله دوم

تيمار
ميانگين قطر رشددرصد بازدارندگيميانگين قطر رشدبازدارندگيدرصد

73/45 a67/2311/15 a1/51T12
0b2/600b2/60شاهد

. كشت داده شدP. digitatumساعت بعد از 72جدايه تريكودرما **. كشت داده شدP. digitatumساعت بعد از 24جدايه تريكودرما *
.صورت گرفته استآزمايش در سه تكرار .باشنددار مياختلاف معنيدارايدرصد1تيمارها در سطح

بحث
ازاياثرات بيوكنترلي جدايهپژوهشدر اين 

T. virens بر عليه قارچ مولد كپك سبز مركبات مورد
اين بررسي قرار گرفت و نتايج حاصله نشان داد كه 
ي جدايه قادر به جلوگيري از رشد بيمارگر هم در دما

پژوهشنتايج اين . باشداتاق و هم در دماي سردخانه مي
د تركيبات خارج نشان داد كه مايكوپارازيتيسم و تولي

هاي دخيل در هاي فرار از مكانيسمسلولي و متابوليت
هاي تريكودرما بر عليه كپك فعاليت آنتاگونيستي جدايه

باشد، كه اين با نتايج كار ساير سبز مركبات مي
؛ 1977ترونسمو و دنيس، (مطابقت دارد پژوهشگران

). 2007اوبالوا و اوتي، ؛2000سيواكومار و همكاران، 
هاي متعددي باعث تخريب قارچ تريكودرما با توليد آنزيم

شود، كه از اين ميان هاي بيمارگر ميديواره سلولي قارچ
ترين توان از بتاگلوكوزيدازها به عنوان يكي مهممي

هاي آنتاگونيست جدايهتوسط هاي توليديآنزيم
- واحدازخطيهموپليمربتاگلوكان. تريكودرما نام برد

بهبتاگليكوزيديهايپيوندباكهاستگلوكزديهاي
اصلياجزاءازيكيتركيباين.اندشدهمتصلكديگرهي

همراههبواستهاقارچسلوليديوارهدهندهتشكيل

حفظباعثهاروتئينپانواعوكيتينچونهمتركيباتي
هايآنزيم.شودميهاقارچسلوليديوارهاستحكام
اتصالاتشكستنباراپليمراينبتاگلوكاناز

آنسازندهاجزاءبهها،واحدزيربتاگليكوزيدي ميان
بتاآنزيمترشحدليلهبتريكودرماكنند و قارچميتجزيه

يولوژيكبكنترلدرقويعامليعنوانهبگلوكاناز،3و1
بيك و همكاران، (باشد مطرح ميقارچيهايبيماري
؛1384سري و همكاران، بهرام؛2003هاول، ؛1999
علاوه بر اين آنزيم، .)2006وو و همكاران، ؛2003هاول، 
گلوكاناز و هاي ديگري نظير سلوبيوهيدرولاز، اندوآنزيم

ن شود كه در اين بيكيتيناز نيز توسط اين قارچ توليد مي
العاده آن در تخريب يت كيتينازي اين قارچ با اثر فوقفعال

ديواره سلولي از اهميت زيادي در كنترل بيولوژيك 
وو و ؛2003هاول، ؛1985پاپاوياز، (برخوردار است 

دجونوي و ؛1384قجقي و همكاران، ؛2006همكاران، 
هاي آنتاگونيستي از ديگر مكانيسم). 2007همكاران، 

توان به القاء مقاومت در ميزبان بر عليه تريكودرما مي
؛2000هاول و همكاران، (حمله بيمارگر اشاره نمود 

)2007ويبريو و همكاران، 
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ميكروسكوپي نحوه تاثير جدايه در بررسي 
T12در مورد جدايهP. digitatumتريكودرما روي قارچ 

هاي دو قارچ مشاهده گرديد كه قبل از برخورد ميسليوم
هاي بيمارگر ليز شده و محتويات يگر، ميسليومبا يكد

و در نهايت قارچ كندبه بيرون رها ميسلولي خود را 
آنتاگونيست با تراكم فراواني روي كلوني پنيسيليوم رشد 

. مايدنرزايي ميوو به فراواني اسپ
بسـيار  هاي سيستميككشقارچي ازيكايمازاليل

رداشـت بـوده و   هاي پس از بمتداول در كنترل پوسيدگي
هــاي مــذكور جدايــهدهــد كــه نشــان مــيپــژوهشايــن 
كـش در  بـراي ايـن قـارچ   يگـزين مناسـب  د جاينتوانمي

-بررسـي تـاثير غلظـت   .دنباشمركباتكپك سبزكنترل 
نشان هاي آنتاگونيستجدايههاي مختلف سم روي رشد 

هاي پـس  داد كه غلظت توصيه شده براي كنترل بيماري
هـاي تريكودرمـا   از رشـد جدايـه  ) زاردر ه ـ1(از برداشت 
كشـي روي  عمل آورده و داراي خاصـيت قـارچ  هممانعت ب

هـاي  باشد، اما در غلظـت ميقارچ آنتاگونيست تريكودرما 
تـاثير بـوده و در كنتـرل تلفيقـي     پايين روي رشد آن بي

كنـد و قابـل توصـيه    هاي گياهي موثر عمـل مـي  بيماري
مطابقـت دارد  گرانپژوهش ـاين با نتـايج سـاير   كهاست،

دست آمـده از كـاربرد   هنتايج ب).1996همكاران، روكو و(

هاي آنتاگونيست با غلظت حداقل ايمازاليل تلفيقي جدايه
دهد كه بـا تلفيـق يـك آنتاگونيسـت موفـق بـا       نشان مي
تـوان  خاص ميييايميشهاي مشخص از تركيباتغلظت

شـدن  با تضعيف بيمارگر و حساسكارايي آنتاگونيست را 
.آن نسبت به حمله آنتاگونيست افزايش داد

نتايج اين پژوهش نشان داد كه كنترل بيولوژيكي 
پذير كپك سبز مركبات در طي دوره انبارداري امكان

هاي پس از برداشت بدون كنترل موفق بيماري. است
ها و فيزيولوژي پس از برداشت ميوهشناخت دقيق از

-العملونيست و نيز عكسهاي تاثير عوامل آنتاگمكانيسم
در . پذير نيستهاي متقابل بيمارگر و آنتاگونيست امكان

زمان از زيادي درباره استفاده همهايپژوهشدنيا 
ها در سردخانهو عوامل آنتاگونيست اتمسفر كنترل شده

پژوهشدر تكميل اين انجام آنصورت گرفته است، كه 
. رسدنظر ميهضروري ب

سپاسگزاري
، از هـا هاي مـورد اسـتفاده در ايـن آزمـايش    ميوه

موسســه تحقيقــات مركبــات رامســر در اختيارمــان قــرار 
.گـردد ميگرفت كه به اين وسيله از همكاري آنان تشكر 
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Integrated Control of Citrus Green Mold Using of Trichoderma virens in Laboratory 
and Cold Storage Conditions

Zamani1, M., Sharifi Tehrani2, A. and Ahmadzadeh3, M.

Absteract
In this survey, among 6 isolates of Trichoderma spp., biocontrol effect of Trichoderma virens,

which was more efficient than the other isolates during dual culture assays, was investigated alone 
and in combination with Imazalil (1 ppm) in comparison with application of imazalil and 
tiabendazole alone on fruit, in growth chamber and cold storage conditions, at both 20 ±1º C and 
4±1º C against Penicillium digitatum . Results showed that imazalil prohibits Trichoderma growth at 
the concentration of 1000 ppm on PDA culture medium. Mentioned isolate also inhibited growth 
and development of the pathogen by producing volatile metabolites and intracellular secretions. 
Application of antagonistic isolate, alone, resulted in 88% and 82.82% disease reduction at 4±1º C 
and 20±1º C respectively. Results obtained from the effect of fungicides on pathogen showed that 
imazalil is significantly more efficient than tiabendazole. Integrated use of the isolate (5 × 107
spores per ml) with imazalil improved its biocontrol efficiency and resulted in 94.8% decay 
reduction in 4º C. 

Keywords: Trichoderma virens, Penicillium digitatum, biological control, green mold, citrus
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