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  چكيده

ــتــري ســويا مهــم ــا عامــل   يكــي از بيمــاري. آيــد حســاب مــي روغنــي در دنيــا بــه ةن دان هــاي شــايع ســويا پوســيدگي ذغــالي ب
Macrophomina phaseolina هاي مختلف اهميـت   ثر نبوده و مديريت تلفيقي آن با روشمؤشيميايي روي بيماري  ةمبارز. باشد مي

جدايه تريكودرمـا   126تاگونيست مناسب براي مهارزيستي بيماري، اثر هاي آن جدايه بهمنظور دستيابي  در اين پژوهش به. زيادي دارد
)Trichoderma spp. ( بيمارگر قارچ رويM. phaseolina ،ار در آزمايشگاه بررسـي تركيبات فرّ تأثيرهاي كشت متقابل و  با روش 

شناسي و با كليـدهاي معتبـر    يات ريختها براساس خصوص شناسايي جدايه. اي انتخاب شد گلخانه هاي بررسيبرتر براي  ةجداي 12و 
  اثـر . تشـخيص داده شـد   T. atroviride و دو جدايـه  T. harzianum ، هفـت جدايـه  Trichoderma reeseiانجام شد كه سه جدايـه  

سـترون   پـس از . روي بيماري پوسيدگي ذغالي سويا در گلخانـه بررسـي شـد   ) مثبت و منفي(همراه دو تيمار شاهد  فوق به ةجداي 12
بـراي ايجـاد شـرايط    . زنـي شـد   هاي تريكودرما هنگام كاشت سـويا، مايـه   ها، بيمارگر به آن اضافه شده و جدايه ودن خاك گلداننم

آلودگي، ميزان كاهش وقـوع بيمـاري    ةدر پايان دور. ها اعمال شد دهي تنش خشكي در گلدان مناسب براي آلودگي، در اوايل گل
دار  هاي بيمارگر در خاك تعيين شد كه از هـر دو لحـاظ بـين تيمارهـا اخـتلاف معنـي       روي سويا و كاهش جمعيت ميكرواسكلروت

بـدون ماكروفومينـا و   (بيشترين ميزان كاهش وقوع بيماري و كاهش تعداد ميكرواسكلروت در شاهد منفي . )>01/0P( وجود داشت
  و ARCTr144 (T. reesei) ،ARCTr102 (T. harzianum) ،ARCTr184 (T. reesei)هـاي   جدايـه . مشـاهده شـد  ) تريكودرمـا 

ARCTr105 (T. atroviride)      و كـاهش تعـداد ميكرواسـكلروت   ) درصـد  62-75(با داشتن بيشترين ميـزان كـاهش وقـوع بيمـاري  
  .عنوان تيمارهاي برتر معرفي شدند پس از شاهد منفي، به) درصد 85-73(

 كودرما، ميكرواسكلروت، آلودگيزيستي، پوسيدگي ذغالي سويا، جدايه تري مهار :هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

ــم  ــويا مهـ  ــ سـ ــرين دانـ ــوده و   ةتـ ــا بـ ــي در دنيـ   روغنـ
ــه      ــان دان ــد در مي ــت و تولي ــر كش ــطح زي ــترين س ــاي بيش   ه

ــول اختصـــاص دارد     ــن محصـ ــه ايـ ــف، بـ ــي مختلـ  روغنـ
)http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC.(   كشــــــت

آمار  شروع شده و براساس 1340 ةسويا در ايران از اوايل ده
ميــزان  1393-94كشــاورزي در ســال زراعــي  وزارت جهــاد

ــور   ــويا در كش ــد آن   61500كشــت س ــزان تولي ــار و مي هكت
توليد مربوط بـه   تن بوده كه بيشترين سطح كشت و 140000

 پوسيدگي ذغالي. باشد هاي گلستان، اردبيل و مازندران مي استان

 Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidسويا با عامل 
هاي رايج اين زراعت در مناطق مختلف كشت آن  از بيماري
هاي مازندران وگلستان نيز شايع  باشد كه در استان در دنيا مي

هاي خشك و كم باران ميزان آلودگي بـه ايـن    در سال. است
 ـ    ت و بيماري و خسارت آن بيشتر بـوده و سـبب كـاهش كمي

 ,Rayatpanah & Alavi(شـود   كيفيـت محصـول سـويا مـي    

2006; Smith & Wyllie, 1999 .( بـودن  خـاكزي  دليـل  بـه 

  خـاك،  در آن سـاپروفيتي  بـالاي  و تـوان  بيمـارگر  قـارچ 
هـا نيـز    كـش  باشد و قـارچ  پذير نمي راحتي امكان بهكنترل آن 

  كـــــارآيي چنـــــداني در كنتـــــرل بيمـــــاري ندارنـــــد    



 ...  هاي تريكودرما در مهارزيستي بيماري پوسيدگي ذغالي سويا ارزيابي كارآيي جدايه :و همكاران علمدارلو  72

)Wrather et al., 1998; Mengistu et al., 2011 .( بنابراين
ــين   اســتفاده از روش ــورد توجــه محقق ــرل بيولوژيــك م كنت

  همـــراه داشـــته اســـت بـــهقرارگرفتـــه و نتـــايج مثبتـــي نيـــز 
)Gajera et al., 2012; Gupta et al., 2012 .( ي هـا  جدايـه

باشـند   تريكودرما يكي از عوامل مهم كنتـرل بيولوژيـك مـي   
 ةكه با رقابت غذايي، تماس مستقيم هيف، حل كـردن ديـوار  

ار و برخــي از آن، ترشــح مــواد فــرّداخــل  بــهســلولي و نفــوذ 
ها، باعث متلاشي شـدن و اخـتلالات    ها و آنتي بيوتيك آنزيم

فيزيولــوژيكي در ميزبــان شــده و از ايــن رو  قــادر بــه كنتــرل 
ــاري   ــل بيمـــ ــي از عوامـــ ــتند  برخـــ ــاهي هســـ   زاي گيـــ

)Benitez et al., 2004; Howell, 2003; Khaledi & 

Taheri, 2016 .( بيولوژيـك عامـل    كنتـرل  ةتحقيـق در زمين ـ
ــه    ــط جداي ــالي توس ــيدگي ذغ ــاري پوس ــف   بيم ــاي مختل ه

در يـك تحقيـق   . باشـد  تريكودرما داراي سـابقه طـولاني مـي   
ــه   ــار جدايـ ــرات چهـ   روي Trichoderma harzianumاثـ

M. phaseolina      در شــرايط مختلــف بررســي شــده كــه
هــاي تريكودرمــا ســبب جلــوگيري از رشــد پرگنــه و  جدايــه

 .سكلروت بيمـارگر در آزمايشـگاه شـد   كاهش توليد ميكروا
هــاي تريكودرمــا ســبب  در گلخانــه تلقــيح خــاك بــا جدايــه

 37-74ميـزان   بـه كاهش وقوع بيماري پوسيدگي ذغالي لوبيا 
درصد و همچنين كاربرد تريكودرما سبب كاهش پوسيدگي 

درصـد   28و  22ميزان  بهترتيب  بهخربزه و ذرت  ةذغالي ريش
در تحقيقــي ). Elad et al., 1986(در شــرايط مزرعــه شــد 

  سـبب بـازداري از رشـد    T. harzianumاي از  ديگر، جدايـه 
M. phaseolina درصـد در   2/12و  3/55ميـزان   بـه ترتيب  به

ار در شـرايط  تركيبـات فـرّ   تـأثير هاي كشت متقابـل و   آزمون
 كـاهش  نيز جدايـه فـوق باعـث     گلخانه آزمايشگاه شد و در

ريشـه   خشـك  و تـر  وزن بيمـارگر و افـزايش   سـوء  اثـرات 
 و تـر  افـزايش وزن  درصـد و  6/53و  5/57ميزان  بهترتيب  به

 8/11و  9/22ميـزان   بـه ترتيـب   بـه  هـوايي  هـاي  انـدام  خشـك 
). Vasebi et al., 2012(شـد   شـاهد  بـا  مقايسـه  درصـد در 

جدايـه تريكودرمـا روي    12اي ديگر اثـر   همچنين در مطالعه
شگاه بررسي شد كـه  در شرايط آزماي M. phaseolinaقارچ 

هـاي كشـت متقابـل و     در آزمـون  T. harzianumدو جدايـه  
ار اثر خوبي در بازداري از رشد بيمـارگر داشـتند   تركيبات فرّ

اين دو جدايه سـبب كـاهش    نيزصحرايي  هاي و در آزمايش
پوســيدگي ذغــالي ســويا و رشــد بهتــر گيــاه شــدند  بيمــاري 

)Khaledi & Taheri, 2016 .( دو جدايـه از   ثيرأچنـين ت ـ  هـم
در كنتـرل ايـن    T. atrovirideو  T. harzianumهـاي   گونـه 

بيمارگر و القاي مقاومت گياه نسبت به آن در شرايط گلخانه 
سازي خاك با بيمارگر، جدايـه   بررسي شده كه پس از آلوده

T. harzianum و  62 سبب كاهش بيماري به ترتيب به ميزان
شده و ايـن مقـادير   درصد در خاك سترون و غير سترون  65

درصـد   62و  59ميزان  ترتيب به به T. atrovirideبراي جدايه 
ميـزان   ترتيب بـه  و در حالت تلفيق دو جدايه ياد شده با هم، به

 T. harzianumدرصد بوده است كه در مجموع جدايـه   70و  67
در كــاهش بيمــاري  T. atrovirideثير بيشــتري از جدايــه أتــ

هـا بـوده    ثرتر از كـاربرد تكـي آن  مؤه داشته و تلفيق دو جداي
 سـاله،  دو يك مطالعه در). Kia & Rahnama, 2016(است 

 و M. phaseolinaروي ميـزان بقـاي    T. harzianum تـأثير 
 اسـتان  محيطـي  شرايط سويا در بقاياي همراه هاي قارچ ساير

 نقـش  كـه  داد نشان قرارگرفت و نتايج بررسي مورد گلستان

عنــوان مايكوپارازيــت و تجزيــه  بــه T. harzianumتركيبــي 
 M. phaseolinaبقاي  كاهش سبب گياهي، مواد قوي كننده

خـاك   در مـدفون  گيـاهي  بقاياي در همراه هاي قارچ ساير و
 دستيابي ديگري براي تحقيق در). Taliei et al., 2012(شد 

گلوكانـاز،   3 و1 آنـزيم بتـا   با پتانسيل توليـد  قارچي به جدايه
هاي مختلف تريكودرما مورد مطالعه  ه از گونهجداي 30تعداد 

 جدايه از نظر توليدترين  فعال T. reeseiقرارگرفت كه جدايه 
  ).Bahramsari et al., 2005(اين آنزيم در شرايط بهينه بود 

ــي     ــق بررس ــن تحقي ــام اي ــدف از انج ــأثيره ــه ت ــاي  جداي ه
و  M. phaseolinaآنتاگونيســت تريكودرمــا روي بيمــارگر 

زيسـتي ايـن بيمـارگر     ثر براي مهـار ؤهاي م به جدايه دستيابي
ثرتري بــراي ؤباشــد تــا از ايــن طريــق بتــوان اقــدامات م ــ مــي

  .مديريت تلفيقي بيماري انجام داد
  

  ها مواد و روش
  برداري از خاك و جداسازي تريكودرما نمونه

هـاي   طـور تصـادفي از زمـين    بـه نمونـه خـاك    48تعداد 
هـاي مازنـدران و گلسـتان     تانزراعي و باير مناطق مختلف اس



 73  1396 سال ،يك ةشمار ،پنجم جلد پزشكي، گياه در زيستي مهار

براي تهيه نمونه، پس از كنار زدن . گرفته شد 1389طي سال 
ــق    ــطحي، از عمـ ــاك سـ ــانتي 5-30خـ ــاك   سـ ــري خـ متـ

هـاي پلاسـتيكي    هـا در كيسـه   برداري انجام شده و نمونه نمونه
هـاي   يـه جداسـازي جدا . جداگانه بـه آزمايشـگاه منتقـل شـد    

كشت انتخابي الاد و  تريكودرما از خاك با استفاده از محيط
تركيبات اين محـيط  . انجام شد) Elad & Chet, 1983(چت 

، MgSO4 ،K2HPO4 ،KCL ،NH4NO3كشــــت شــــامل 
گلوكز، كلرامفنيكول، پنتـاكلرونيتروبنزن، رزبنگـال، آگـار و    

روش  بـه ابتـدا سوسپانسـيون از نمونـه خـاك     . باشد كاپتان مي
شـده و يـك   تهيـه  ) Serial Dilution(رقيـق نمـودن متـوالي    

ليتـــر از آن روي محـــيط مـــذكور پخـــش شـــده و در  ميلـــي
هـر  . سلسـيوس نگهـداري شـد    ةدرج ـ 25انكوباتور با دمـاي  

هـاي تريكودرمـاي رشـد كـرده، روي محـيط       كدام از پرگنه
روش تـك   بـه  ها آنكشت جديد منتقل شده و خالص سازي 

ــههــاي حاصــله  جدايــه. اســپور انجــام شــد كمــك دســتگاه  ب
منجمـد شـده و بـراي    ) freeze dryer( كن انجمـادي  خشك
  .هاي بعدي در يخچال نگهداري شد بررسي

  تهيه جدايه بيمارگر
هاي سـويا داراي علايـم    از نمونه M. phaseolinaقارچ 

بيماري پوسـيدگي ذغـالي كـه از مزرعـه آزمايشـي واقـع در       
قطعـاتي از طوقـه بوتـه    . ساري تهيه شده بود، جداسـازي شـد  

 ــ ــه و پ ــويا تهي ــار س ــول  بيم ــا محل س از شستشــوي ســطحي ب
ضــدعفوني شــده و ســپس  درصــد  5/0هيپوكلريــت ســديم 

شستشوي سطحي و خشك شده و روي محيط كشـت سـيب   
براي رشد . كشت داده شد) PDA(زميني، دكستروز و آگار 
   28هــاي كشــت داده شــده در دمــاي  قــارچ بيمــارگر، نمونــه

روز  5تـا   3 مـدت  سلسـيوس و در شـرايط تـاريكي بـه     ةدرج
هاي بعدي  سازي قارچ براي بررسي نگهداري شدند و خالص

  ).Almomani et al., 2013(روش نوك ريسه صورت گرفت  به
  هاي آزمايشگاهي بررسي

  آزمون كشت متقابل 
متري از قارچ بيمارگر و هر كـدام   هاي پنج ميلي ديسك

زمينـي،   هـاي تريكودرمـا روي محـيط كشـت سـيب      از جدايه
ــار  ــتروز آگـ ــري  د) PDA(دكسـ ــرف پتـ ــرف ظـ  9ر دو طـ

متري مقابل هم كشت داده شد و در ظرف پتري شاهد  سانتي

نيــز در يــك طــرف قــارچ بيمــارگر و در مقابــل آن ديســك 
سپس ظروف پتري در انكوباتور . محيط كشت قرار داده شد

مدت چهار روز نگهداري شده  بهسلسيوس  ةدرج 30با دماي 
  ري وگيــــ انــــدازه هــــا آنهـــا در   و ميـــزان رشــــد قــــارچ 

 ,Abassi et al., 2014; Dennis & Webster(ثبـت شـد   

1971a & Khodaei et al., 2012  .(ــ بــه   ةكمــك معادل
I = [(C – T)/C] × 100 ي از رشد بيمـارگر  ندگميزان بازدار

ي مختلف تريكودرما، محاسبه شد كه در آن ها جدايهتوسط 
I  ،درصــد بازدارنــدگي از رشــد ماكروفومينــاC  ميــزان رشــد

ميـزان رشـد ماكروفومينـا در برابـر      Tروفومينا در شاهد و ماك
  .باشد هاي تريكودرما مي جدايه

  )volatile compounds( ارتركيبات فرّ تأثيرآزمون 
متـري از بيمــارگر و   در ايـن آزمـون ديســك پـنج ميلــي   

ــاي تريكودرمــا روي محــيط كشــت     هركــدام از جدايــه  ه
پتـري نـه   در مركـز  ) PDA(آگـار   و زمينـي، دكسـتروز   سيب
هـا در   طور جداگانـه كشـت شـده، درب پتـري     بهمتري  سانتي

شرايط سترون برداشته شده و قسـمت تـه ظـروف پتـري كـه      
هـــاي بيمـــارگر و  حـــاوي محـــيط كشـــت و پرگنـــه قـــارچ

روي هم قـرار داده شـده و بـا پـارافيلم      آنتاگونيست بود، روبه
روي ظـرف   در نمونه شاهد نيـز روبـه  . پوشانده شد ها آندور 

تري حـاوي قـارچ ماكروفومينـا، يـك ظـرف پتـري حـاوي        پ
پـس از چهـار روز   . محيط كشت بدون قـارچ قـرار داده شـد   

سلسـيوس، ميـزان    ةدرج ـ 30نگهداري در انكوباتور با دمـاي  
گيــري و ثبــت شــد  هــا در ظــروف پتــري انــدازه رشــد قــارچ

)Abassi et al., 2014; Dennis & Webster, 1971b & 

Khodaei et al., 2012  .( ميــزان بــازداري از رشــد قــارچ
كمـك   بـه ي مختلف تريكودرمـا  ها جدايهماكروفومينا توسط 

  محاسـبه شـد كـه در آن    I = [(C – T)/C] × 100معادلـه  
I  ،درصــد بازدارنــدگي از رشــد ماكروفومينــاC  ميــزان رشــد

ميـزان رشـد ماكروفومينـا در برابـر      Tماكروفومينا در شاهد و 
  .باشد هاي تريكودرما مي جدايه

  هاي تريكودرما شناسايي گونه
ــه  ــايي جداي ــات     شناس ــه در مطالع ــا ك ــاي تريكودرم ه

آزمايشگاهي نتايج بهتري داشـته و بـراي اسـتفاده در آزمـون     
هــا روي  ايــن جدايــه. اي انتخــاب شــدند، انجــام شــد گلخانــه
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هــاي مختلــف كشــت شــده و براســاس ميــزان رشــد،   محــيط
 ةشـامل نحـو   شناختي مشخصات پرگنه و خصوصيات ريخت

هــاي  ويژگــيانشــعاب كنيــديوفورها، شــكل، انــدازه و ســاير  
كمــك  بــههــا و  هــا، كلاميدوســپورها و ريســه فياليــدها، كنيــديوم

 ).Gams & Bisset, 1998( كليدهاي معتبر شناسايي شد

  اي هاي گلخانه بررسي
هـاي   جدايه تريكودرما كه در بررسـي  12در اين مرحله 

ــأثيرآزمايشــگاهي بيشــترين  ــازداري از رشــد قــارچ  ت را در ب
. اي انتخاب شـدند  ماكروفومينا داشتند، براي مطالعات گلخانه

اجــراي آزمــايش در شــرايط طبيعــي در داخــل گلــدان و در 
آزمـايش  . تصادفي با سه تكـرار انجـام شـد    قالب طرح كاملاً

ي هـا  جدايـه شـامل   12تا  1تيمار بود كه تيمارهاي  14داراي 
ــا  ، ARCTr102 ،ARCTr105 ،ARCTr142تريكودرمــــــ

ARCTr144 ،ARCTr164 ،ARCTr174 ،ARCTr183 ،
ARCTr184 ،ARCTr187 ،ARCTr266 ،ARCTr281  و
ARCTr318   بررسي شده در تحقيقات آزمايشگاهي بـوده و

ترتيب شاهدهاي مثبت و منفي بـوده   بهنيز  14و  13تيمارهاي 
كه در شاهد مثبت فقط جدايـه ماكروفومينـا بـا خـاك تيمـار      

. ه بود و در شاهد منفي هيچ نوع تيماري انجام نشـده بـود  شد
هاي تريكودرما و ماكروفومينا در شرايط آزمايشگاهي  جدايه

براي هر تيمار تعداد سـه  . تكثير شد PDAروي محيط كشت 
. گلدان هركدام حـاوي چهـار بوتـه سـويا در نظرگرفتـه شـد      

كمپوست  ها مخلوطي از ورمي خاك مورد استفاده در گلدان
 120و خاك زراعي بـوده كـه ابتـدا در اتـوكلاو و بـا دمـاي       

مدت يـك سـاعت سـترون شـده و سـپس       بهسلسيوس  ةدرج
عدد  70ماكروفومينا مورد نظر با درنظر گرفتن حداقل  ةجداي

آن  بهطور يكنواخت  بهميكرو اسكلروت در هر گرم خاك و 
ــده   ــان كاشــت ســويا   ) Mihail, 1989(اضــافه ش و در زم
 107داراي حداقل (هاي تريكودرما  هاگ جدايهسوسپانسيون 

 100ميـزان   بـه شكل خيساندن خاك و  به) ليتر كنيدي در ميلي
هـا اضـافه شـده     ازاي هر كيلوگرم خاك به گلدان بهليتر  ميلي

)Parakhia & Vaishnav, 1986 (  و بذرهاي سويا رقم تـلار
براي ايجاد شرايط مناسب براي آلودگي . كشت شد ها آندر 
هـا اعمـال    دهي تنش خشـكي در گلـدان   ابتداي دوره گلدر 
با شروع آلودگي به بيماري، علايم بيماري در تيمارهاي . شد

رسيدگي سـويا، ميـزان وقـوع     ةمختلف بررسي شده و در مرحل
هاي  بيماري پوسيدگي ذغالي در هر تيمار براساس تعداد بوته

هاي  هاي داخل گلدان داراي علايم بيماري نسبت به كل بوته
). Smith & Carvil, 1997( مربوط بـه آن تيمـار تعيـين شـد    

ميزان كاهش وقوع بيمـاري پوسـيدگي ذغـالي در تيمارهـاي     
 II = [(IC – IT)/IC] × 100مختلـف بـا اسـتفاده از معادلـه     

 ICدرصـد كـاهش وقـوع بيمـاري،      IIمحاسبه شد كه در آن 
اري ميزان وقوع بيم ـ ITميزان وقوع بيماري در شاهد مثبت و 

رسـيدگي سـويا و    ةپس از مرحل. باشد در تيمار مورد نظر مي
هـاي   بيماري، جمعيت ميكرواسكلروت بهآلودگي  ةپايان دور

هـا در تيمارهـاي مختلـف     قارچ ماكروفومينا در خاك گلدان
هـاي قـارچ    بـراي تعيـين تعـداد ميكرواسـكلروت    . تعيين شـد 

دماي  گرمي خاك از هر گلدان تهيه شده و در 10هاي  نمونه
هـا را   سپس نمونه. دهي و خشك شد معمولي آزمايشگاه هوا

متــري عبــور داده تــا ذرات بــزرگ شــامل   از الــك دو ميلــي
يـك گـرم   . ها و بقاياي گياهي همراه حذف شوند ريزه سنگ

درصـد   525/0ميلي ليتـر محلـول    250از خاك الك شده به 
 زن كـاملاً   دقيقه روي هم 10هيپوكلريت سديم اضافه شده و 

مـش بـا آب    400مخلـوط حاصـل روي الـك    . مخلوط شـد 
مانده روي الـك بـه ارلـن     مقطر استريل شسته شد و مواد باقي

ميلـي   100به مخلوط حاصـل  . ليتري منتقل شد ميلي 250ماير 
 5/0سلسـيوس حـاوي    ةدرج ـ 55با حرارت  PDAليتر محيط 

ليتـر   ميلـي  13/0درصـد و   5ليتر سولفات استرپتومايسـين   ميلي
سوسپانسـيون  . درصـد اضـافه شـد    525/0وكلريت سـديم  هيپ

خـوبي تكـان داده شـد و در داخـل ظـروف پتـري       ه حاصل ب
 31هـا در انكوبـاتور بـا دمـاي      ايـن پتـري  . استريل ريخته شـد 

هاي  داري شده و پرگنه سلسيوس و شرايط تاريكي نگه ةدرج
از سه روز شمارش شده و جمعيت قارچ بيمارگر  سپس قارچ

). McCain & Smith, 1972(ونه خاك تعيين شد در هرگرم نم
ها با اسـتفاده   واسكلروتهمچنين ميزان كاهش جمعيت ميكر

محاسبه شد كـه در   IS = [(SC – ST)/SC] × 100 ةاز معادل
ــكلروت ISآن  ــا،  درصـــد كـــاهش ميكرواسـ ــداد  SCهـ تعـ

ــكلروت ــت و   ميكرواســ ــاهد مثبــ ــا در شــ ــداد  STهــ تعــ
  .باشد نظر ميها در تيمار مورد  ميكرواسكلروت
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  تجزيه و تحليل آماري
اي در قالـب طـرح    هاي آزمايشـگاهي و گلخانـه   بررسي

هـاي مربـوط بـه     داده. تصادفي و با سه تكرار انجام شد كاملاً
اي در قالــب فايــل اكســل  مطالعــات آزمايشــگاهي و گلخانــه

افـزار   كمـك نـرم   بـه تنظيم شده و تجزيه و تحليل آمـاري آن  
StatGraphics Centurion XV, Version 15.2  انجام شد .

ــا اســتفاده از آزمــون دانكــن   ةمقايســ ميــانگين تيمارهــا نيــز ب
  .صورت گرفت

  
  نتايج

  هاي تريكودرما تعداد جدايه
ــتان    48از  ــه اس ــوط ب ــاك مرب ــه خ ــتان  نمون ــاي گلس   ه

قـارچ   ةجداي ـ 126، تعـداد  )نمونه 22(و مازندران ) نمونه 26(
جدايــه  64د كــه ســازي شــ تريكودرمــا جداســازي و خــالص

جدايه مربـوط   62هاي خاك استان گلستان و  نمونه بهمربوط 
  .به استان مازندران بود

  هاي آزمايشگاهي بررسي
گيـري ميـزان    هاي حاصل از انـدازه  تجزيه و تحليل داده

  هـــاي مختلـــف  رشـــد بيمـــارگر ماكروفومينـــا و جدايـــه   
ــههــاي مربــوط   تريكودرمــا در پتــري  هــاي كشــت   روش ب

ــرّ (df=125, F=26.1, P<0.01)متقابــــل ــواد فــ   ارو مــ
(df=125, F=12.33, P<0.01)  نشــان داد كــه در هــر دو ،

آزمون از لحاظ درصد بازدارندگي از رشد ماكروفومينا، بين 
 .وجود داشت دار هاي تريكودرما اختلاف معني جدايه

ميزان بازدارنـدگي از   بههاي مربوط  مقايسه ميانگين داده
هاي تريكودرمـا در هـر    توسط جدايه رشد قارچ ماكروفومينا

دو روش با استفاده از آزمون دانكن انجام شد كه در جـدول  
تر هـر كـدام از    جدايه ضعيف 10جدايه برتر و  15 فهرست 1

بــا توجـه بــه زيـاد بــودن تعــداد   . هــا درج شـده اســت  بررسـي 
  .آورده نشده است كل اساميها،  جدايه

يشگاهي، تعـداد  هاي آزما براساس ميانگين نتايج آزمون
بيشـتري در بـازداري از رشـد     تـأثير جدايه تريكودرما كه  12

ي ها جدايهقارچ ماكروفومينا داشتند، انتخاب شدند كه شامل 
ARCTr102 ،ARCTr105 ،ARCTr142 ،ARCTr144 ،
ARCTr164 ،ARCTr174 ،ARCTr183 ،ARCTr184 ،

ARCTr187 ،ARCTr266 ،ARCTr281  وARCTr318 
  .ط گلخانه مورد بررسي قرار گرفتندبود كه در شراي

  هاي تريكودرما مشخصات جدايه
ــه  ــايي جدايـ ــه شناسـ ــي  نتيجـ ــر بررسـ ــاي برتـ ــاي  هـ هـ

كمك  بهشناسي و  آزمايشگاهي، براساس خصوصيات ريخت
ــر نشــان داد كــه ســه جدايــه متعلــق   ــهكليــدهاي معتب ــ ب   ةگون

T. reesei هفت جدايه متعلق به ،T. harzianum  و دو جدايه
هـا   باشد كه مشخصات جدايـه  مي T. atrovirideلق به نيز متع

  .درج شده است 2 در جدول
هاي مربـوط بـه درصـد     نتايج مقايسه ميانگين داده -1 جدول

  Macrophomina phaseolinaبازدارنـدگي از رشـد قـارچ    
هـاي كشـت    ي مختلـف تريكودرمـا بـا روش   ها جدايهتوسط 

  ).تر جدايه ضعيف 10جدايه برتر و  15(ار متقابل و تركيبات فرّ
Table 1. Results of mean comparison of data related 

to inhibition percent of Macrophomina phaseolina 

by different Trichoderma isolates with dual culture 

and volatile compounds tests (15 better isolates and 

10 worse isolates). 
Inhibition in dual 
culture test (%) 

Inhibition in volatile 
compounds test (%) 

Treatment Mean Treatment Mean 
ARCTr266 84.8 a ARCTr144 97.1a 
ARCTr105 84.1 a ARCTr102 95.2ab 
ARCTr184 81.8 ab ARCTr281 91.9bc 
ARCTr187 81.8 ab ARCTr318 91.4bcd 
ARCTr183 78.8 abc ARCTr187 90.0bcd 
ARCTr164 75.0 abcd ARCTr142 89.5bcd 
ARCTr142 72.7 bcde ARCTr105 89.0bcd 
ARCTr281 71.2 bcde ARCTr174 89.0bcd 
ARCTr144 71.2 bcde ARCTr164 88.1bcde 
ARCTr145 70.5 cdef ARCTr184 86.2cdef 
ARCTr103 69.7 cdef ARCTr248 81.4defg 
ARCTr168 68.9 cdefg ARCTr250 81.0defg 
ARCTr113 66.7 defgh ARCTr234 80.5defghi 
ARCTr162 65.9 defgh ARCTr241 80.5defghi 
ARCTr139 65.2 defgh ARCTr162 80.0defghi 

...
 

...
 

...
 

...
 

ARCTr269 8.3 uvwxy ARCTr156 10 vwxy 
ARCTr261 8.3 uvwxy ARCTr151 6.2 wxyz 
ARCTr125 7.6 vwxy ARCTr130 5.2 xyz 
ARCTr300 6.8 vwxy ARCTr152 4.8 yz 
ARCTr267 5.3 wxyz ARCTr147 3.8 z 
ARCTr106 5.3 wxyz ARCTr150 2.4z 
ARCTr130 5.3 wxyz ARCTr148 0z 
ARCTr262 4.5 xyz ARCTr155 0z 
ARCTr268 3.8 yz ARCTr153 0z 
ARCTr260 2.3 z ARCTr149 0z 
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  اي گلخانههاي  بررسي
ــل از تجزيــه آمــاري و مقايســه ميــانگين       نتــايج حاص

در شرايط گلخانه، نشـان   ها جدايههاي مربوط به بررسي  داده
كه هم از لحاظ درصد كاهش وقـوع بيمـاري   ) 3جدول (داد 

و هـم از   (df=13, F=134.69, P<0.01) پوسـيدگي ذغـالي  
هاي قارچ ماكروفومينـا   لحاظ درصد كاهش ميكرواسكلروت

، (df=13, F=1111.64, P<0.01) ها جود در خاك گلدانمو
  .دار وجود داشت بين تيمارها اختلاف معني

  
هاي تريكودرما استفاده شـده در   مشخصات جدايه -2 جدول
  .اي هاي گلخانه بررسي

Table 2. Characteristic of Trichoderma isolates 

used in greenhouse studies. 
Location 

(province)
Habitat SpeciesIsolate 

code
Mazandaransoil T. harzianumARCTr102
Mazandaransoil T. atrovirideARCTr105
Mazandaransoil T. harzianumARCTr142
Golestan soil T. reesei ARCTr144
Golestan soil T. harzianumARCTr164
Golestan soil T. harzianumARCTr174
Mazandaransoil T. harzianumARCTr183
Golestan soil T. reeseiARCTr184
Golestan soil T. reeseiARCTr187
Mazandaransoil T. atrovirideARCTr266
Golestan soil T. harzianumARCTr281
Golestan soil T. harzianumARCTr318

  
ود نداشــته و در تيمــار شــاهد منفــي قــارچ بيمــارگر وجــ

بيماري رخ نداده است و تيمار شاهد مثبـت كـه تنهـا حـاوي     
بيمـاري و   بـه قارچ بيمـارگر بـوده، بيشـترين ميـزان آلـودگي      

ميزان . بيشترين تعداد ميكرواسكلروت بيمارگر را داشته است
كاهش وقوع بيماري و كاهش جمعيت ميكرواسـكلروت در  

درمــا در ي تريكوهــا جدايــه بــهخــاك در تيمارهــاي مربــوط 
مقايسه بـا شـاهد مثبـت تعيـين شـده بـراين اسـاس تيمارهـاي         

، ARCTr144 ،ARCTr102هاي تريكودرما  جدايه بهمربوط 
ARCTr184  وARCTr105  با داشتن بيشترين ميزان كاهش

وقـــوع بيمـــاري و كـــاهش جمعيـــت ميكرواســـكلروت در  
عنوان تيمارهاي برتر براي ادامه تحقيقات  بههاي خاك،  نمونه
 .معرفي شدند ها آن روي

  

درصـد    بـه هـاي مربـوط    نتايج مقايسه ميانگين داده -3 جدول
كاهش وقوع بيمـاري پوسـيدگي ذغـالي و كـاهش جمعيـت      

در  Macrophomina phaseolinaهــاي  ميكرواســكلروت
  . اي خاك در بررسي گلخانه

Table 3. Results of mean comparison of data related 

to decreasing the incidence of charcoal rot disease 

and decreasing the population of Macrophomina 

phaseolina microsclerotia in the soil in greenhouse 

study. 
Decrease of disease 

incidence (%) 
Decrease of microsclerotia

population (%) 
Treatment Mean Treatment Mean 

ARCTr144 74.7 b ARCTr144 84.8 b 
ARCTr102 73.1 bc ARCTr102 82.2 c 
ARCTr184 67.2 cd ARCTr184 78.9 d 
ARCTr105 62.7 d ARCTr105 73.1 e 
ARCTr164 56.6 e ARCTr187 68.3 f 
ARCTr187 50.8 ef ARCTr164 63.4 g 
ARCTr174 49.2 fg ARCTr174 62.8 g 
ARCTr142 46.2 fgh ARCTr142 62.7 g 
ARCTr266 44.8 gh ARCTr266 58.3 h 
ARCTr183 41.8 h ARCTr183 57.9 h 
ARCTr318 32.5 i ARCTr281 35.7 i 
ARCTr281 26.8 i ARCTr318 23.9 j 

  
  بحث

نشـان   3و  1طـور كـه در جـداول     همان پژوهشدر اين 
ي مختلـف تريكودرمـا در شـرايط    هـا  جدايهداده شده است، 

تركيبـات   تـأثير هاي كشت متقابـل و   نآزمايشگاه و در آزمو
ــرّ ــهار ف ــد    ب ــازداري از رش ــبب ب ــب س ــارگر  ترتي ــارچ بيم   ق

M. phaseolina درصـد   97الـي   صـفر و  85الـي   2ميـزان   به
هـاي برتـر تريكودرمـا در     شده و در شرايط گلخانه نيز جدايه

مقايسه با شاهد مثبت سبب كاهش وقوع بيمـاري پوسـيدگي   
ــالي  ــهذغ ــزان  ب ــاهش جمعيــت    75الــي  27مي ــد و ك درص

 85الــي  24ميــزان  بــه بيمــارگرهــاي قــارچ  ميكرواســكلروت
محققين مختلف در ايران و سايركشـورها،   .درصد شده است

ــي ــتي    بررسـ ــه مهارزيسـ ــادي در زمينـ ــاي زيـ ــارگر هـ  بيمـ
Macrophomina  ــه ــط جدايـ ــارچ    توسـ ــف قـ ــاي مختلـ هـ

آنتاگونيســت تريكودرمــا در شــرايط آزمايشــگاه، گلخانــه و  
انــد كــه نتــايج برخــي از ايــن مطالعــات بــا  دادهانجــام  مزرعــه

پژوهش حاضر مطابقت داشـته و در مـواردي نيـز اختلافـاتي     
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ها بـا هـم و يـا بـا ايـن تحقيـق        بين نتايج حاصل از اين بررسي
ــت   ــته اس ــود داش ــه  . وج ــراي مقايس ــهب ــدادي از   ب ــايج تع نت

در يـك  . شـود  هاي انجام شده در اين زمينه اشاره مـي  بررسي
  هـاي مختلـف تريكودرمـا    گونـه  بـه هاي مربوط  يق جدايهتحق

)T. harzianum, T. virens, T. atroviride, T. viride ( در
ترتيـب   بـه ار تركيبـات فـرّ   تـأثير هاي كشـت متقابـل و    آزمون
ــه ــزان  بــ ــي  28ميــ ــي  13و  75الــ ــبب 74الــ ــد ســ   درصــ

شـــده اســـت   Macrophominaبـــازداري از رشـــد قـــارچ
)Rashmi et al., 2012( اي از ديگــر، جدايــه ةو در مطالعــ  

T. harzianum  درصد و  55ميزان  بهدر آزمون كشت متقابل
ــرّ  ــات ف ــد  12ار در تركيب ــد از رش   Macrophominaدرص

اي از  جدايـه ). Vasebi et al., 2012(جلوگيري نموده است 
T. viride  ميزان  بهسبب بازداري از رشد شعاعي ماكروفومينا

و در بررسـي  ) Doley & Jite, 2012(درصد شده اسـت   71
در كشـت متقابـل بـا     T. harzianumديگـر چهـار جدايـه از    

Macrophomina  ميـزان   بهسبب بازداري از رشد شعاعي آن
هـا در   كاربرد اين جدايه .درصد شده است 83و  74، 62، 37

گلخانه نيز سبب كاهش وقوع بيمـاري پوسـيدگي ذغـالي در    
درصـد و   37-74ميـزان   بـه ترتيب  هبهاي لوبيا و خربزه  ميزبان

). Elad et al., 1986(درصــد شــده اســت    3/46-5/37
درصـدي   51سبب كاهش  T. harzianum قارچ اي از جدايه

اي در گيـاه مـاش شـده     پوسيدگي ذغالي در شـرايط گلخانـه  
  چنـين دو جدايــه از  هــم). Shahid & Khan, 2016(اسـت  

T. viride و T. harzianum اين بيمـاري   سبب كاهش وقوع
زمينـي در شـرايط    درصـد روي گيـاه بـادام    67و  73ميـزان   به

نتـايج مربـوط   ). Kumar et al., 2015(اي شده است  گلخانه
اين بررسي و مطالعـات انجـام شـده توسـط سـاير محققـين        به

ــان ــأثيرگــر ايــن اســت كــه ميــزان   بي هــاي مختلــف  جدايــه ت
ايشـگاه و  تريكودرما روي قارچ ماكروفومينـا در شـرايط آزم  

توانـد مربـوط    باشد كه ايـن اخـتلاف مـي    گلخانه متفاوت مي
. هـا باشـد   جغرافيايي و تنوع ژنتيكي جدايـه  أنوع گونه، منش به

مختلـف و بررسـي    اطقبنابراين جداسـازي تريكودرمـا از من ـ  
نتايج  بهيابي  روي بيمارگرهاي مختلف براي دست ها آن تأثير

  .مثبت ضروري است
مثبتـي   تـأثير اي  هاي گلخانـه  بررسي اي كه در دو جدايه

  ةدر كــاهش بيمــاري پوســيدگي ذغــالي داشــتند، از گونـ ـ    
T. reesei     تشخيص داده شدند كه براسـاس تحقيقـات انجـام

گلوكاناز، فعاليت  3 و 1 شده اين گونه از نظر توليد آنزيم بتا
ــزيم را در بــين   ــالايي دارد و بيشــترين ميــزان توليــد ايــن آن ب

ــه ــا دارا بــــوده اســــت هــــاي مختلــــف جدايــ   تريكودرمــ
)Bahramsari et al., 2005 (  ــه از ــر ك ــه ديگ و دو جداي

شناسـايي شـدند    T. atrovirideو  T. harzianumهـاي   گونه
ــزيم  ــد آن ــز در تولي ــته   ني ــالا داش ــت ب ــاز فعالي ــاي كيتين ــد ه   ان

)Harighi et al., 2007; Seyed Asli et al., 2004 (   كـه بـا
هـا از كيتـين و    لي بيشـتر قـارچ  سـلو  ةكـه ديـوار   ايـن  بـه توجـه  

تواننـد نقـش    هـا مـي   گلوكان تشكيل شده است، ايـن جدايـه  
زيستي بيمارگرهاي قارچي مختلـف از جملـه   مهارزيادي در 

M. phaseolina   هــا آنداشــته باشــند و ادامــه تحقيــق روي 
  .شود توصيه مي
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Abstract  

Soybean is considered as the most important oilseed crop in the world. One of the common diseases of 

soybean is charcoal rot which is caused by Macrophomina phaseolina. Chemical control of this disease is not 

effective and its integrated management using different methods is important. In this research study, in order to 

obtain suitable antagonist isolates for the disease biological control, effect of 126 Trichoderma isolates on the  

causal pathogen, M. phaseolina was studied using dual culture and the effect of volatile compounds tests in the 

laboratory and 12 most effective isolates were selected for the greenhouse studies. Identification of the  isolates 

was done based on the morphological characteristics using valid keys showed that three isolates recognized as 

Trichoderma reesei, seven as T. harzianum and two as T. atroviride. Effects of the above-mentioned isolates 

with two control treatments (positive and negative) were investigated on soybean charcoal rot in the greenhouse. 

After soil pasteurization in the pots, pathogen was added and Trichoderma isolates were used at soybean 

planting time. In order to create suitable conditions for the pathogen infection, drought stress applied in the pots 

at early flowering. At the end of infection period, decreasing the disease incidence on soybean and decreasing 

the population of pathogen microsclerotia in the soil were observed and there were significant differences among 

different treatments (P<0.01) regarding both factors. The highest decrease of disease incidence and 

microsclerotia population were observed in the negative control (without Macrophomina and Trichoderma). 

Isolates ARCTr144 (T. reesei), ARCTr102 (T. harzianum), ARCTr184 (T. reesei) and ARCTr105 (T. atroviride) 

showing the highest decrease of disease incidence (62-75 percent) and microsclerotia population (73-85 percent) 

after the negative control were the best and most effective isolates. 

Keywords: biological control, soybean charcoal rot, Trichoderma isolate microsclerotium, infection 


