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چکیده
Alternariaلکه موجی با عامل  spp.که سالانه خسارت شدیدي به این محصول استفرنگی گوجههاي مهم یکی از بیماري

هاي هوایی هاي سازگار در اندامعنوان میکروارگانیسمهاي اپیفیت بها استفاده از قارچببیمارياینکنترل بیولوژیک.کندوارد می
برداري از نهوهاي اپیفیت، پس از نمجهت جداسازي قارچ. شیمیایی باشدخطرناك هاي کشتواند جایگزین مناسبی براي آفتمی

گرفت و دهنده قرارحاوي آب مقطر و روي دستگاه تکانظروف ارلن فرنگی، قطعاتی از برگ و ساقه در هاي سالم گوجهبوته
هاي دست آمده با استفاده از روشههاي بهاي بیوکنترل مؤثر، جدایهمنظور یافتن سویهبه. دست آمده کشت داده شدهسوسپانسیون ب

Alternaria alternata(هاي فرّار و غیر فرّار علیه قارچ بیمارگرأثیر متابولیتکشت متقابل و ت SN1–1 ( در آزمایشگاه، غربال و
هاي در گلخانه، سوسپانسیون کنیدي. گلخانه انتخاب شدندشرایط ها در کنترل بیماري در هاي مؤثر براي بررسی اثر آنجدایه
زنی بیمارگر، شدت بیماري بر دو هفته پس از مایه. هاي هوایی گیاه محلولپاشی شدامهاي اپیفیت در دو مرحله بر روي اندقارچ

هاي اپیفیت مورد مطالعه با درجات مختلف از نتایج غربالگري در آزمایشگاه نشان داد که قارچ. ارزیابی شد0–9اساس یک مقیاس 
هاي فرّار و هاي کشت متقابل، متابولیتدر آزموناین بازدارندگیحداکثر . رشد میسلیومی قارچ بیمارگر جلوگیري کردند

و F1–22هاي ترین شاخص درصد بیماري مربوط به جدایه، کمدر گلخانه. درصد بود68و 53، 70ترتیب هاي غیرفرّار بهمتابولیت
P4–1)4/81 %کنترل بیماري (وP1–1 وP2–1)4/74 %هاي جدایه.بود) کنترل بیماريF1–22 ،P4–1 وP2–1به
Trichodermaبه گونهP1–1و جدایه Trichoderma harzianumگونه longibrachiatumتعلق داشتند.
هاي رورست، گلخانهقارچبیولوژیک، آلترناریا، کنترل: هاي کلیديواژه

مقدمه
Lycopersicom esculantum)فرنگی گوجه

Mill.) خام صورتبهیک محصول مهم اقتصادي است که
، بخش مهمی از رژیم غذایی مردم جهان را فرآوري شدهیا 

جایگاه در ،نمیلیون تُششحدود ایران با.دهدتشکیل می
داردفرنگی در جهان قرار کنندگان عمده گوجهششم تولید

(http://www.fao.org/faostat/en/#rankings/countries_

by_commodity) .دومین محصول مهم فرنگی، گوجه
آمارنامه و بر اساس آخرین ي در کشور استاگلخانه

سطح ،)1397وزارت جهاد کشاورزي، (کشاورزي ایران
اي در ایران در فرنگی گلخانهگوجهزیر کشت و میزان تولید 

. میلیون تنُ بود2/2هکتار و 783ترتیب ، به1396سال

فرنگی در گلخانه فرصت مناسبی را براي پرورش گوجه
هايمحصول بازارپسند در زمانکشاورزان جهت تولید

هاي اما، بیماري.کندفرنگی مهیا میکمبود میزان گوجه
فرنگی گیاهی یکی از عوامل محدودکننده کشت گوجه

.شوندبوده و باعث کاهش کمیت و کیفیت محصول می
early)موجی یا سوختگی زود هنگام بیماري لکه

blight)با عاملAlternaria spp. و ترینمخرباز
باشد میدر دنیا فرنگی هاي گوجهبیماريترینشایع

)Lahkar et al., 2015 (به درصد 80ممکن است تا و
Chaerani and)سازدوارد خسارت محصول  Voorrips,

گرم و مرطوب با باران زیاد و این بیماري در مناطق 2006.(
و ر هاي مکرشبنمنیمه خشک بایا مناطقرطوبت نسبی بالا و
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Foolad)شایع و بسیار پر اهمیت است طولانی مدت، et al.,

2000; Chaerani et al., 2007) .و ، ساقه، برگاین بیمارگر
موجب خسارت سازد و فرنگی را آلوده میهاي گوجهمیوه

شود، اما فاز شدید در همه مراحل رشدي گیاه می
ه و ، مهمترین فاز بیماري بود)leaf blight(خشکیدگی برگ 

,Nash and Gardner)تواند باعث انهدام کل بوته شودمی

1988; Foolad et al., اولین علائم بیماري روي .(2000
هاي کوچک و نکروتیک دیده هاي پیر به صورت لکهبرگ

ها، دوایر متحدالمرکز با حاشیه شده و با بزرگ شدن لکه
). Sherf & MacNab, 1986(شود زردرنگ ظاهر می

کنترل بیماري لکه موجی بخش ایج و رضایتروش ر
و استهاي شیمیایی قارچکشاز فرنگی استفادهگوجه

در ) مانند کلرتالونیل(هاي مؤثر براي لکه موجی قارچکش
مواد استفاده مداوم ازاما.کشور به ثبت رسیده است

شیمیایی علاوه بر هزینه بالا، مشکلاتی نظیر اثر بر روي
، افزایش و توسعه کاهش تنوع زیستیو غیرهدفموجودات

و تهدید ها و آلودگی محیط زیستمقاومت در بیمارگر
Latha)همراه خواهد داشت ها را بهسلامتی انسان et al.,

راهکار مناسب براي حل این مشکلات، جستجو . (2009
خطر، دوستدار محیط هاي جایگزینِ بیبراي یافتن روش

کنترل . تصادي استزیست و در عین حال مؤثر و اق
ها هاي گیاهی با استفاده از آنتاگونیستبیولوژیک بیماري

تواند یک روش جایگزین امیدبخش براي سموم شیمیایی می
.باشد

، )epiphytic fungi(ست هاي اپیفیت یا رورقارچ
هاي قسمترويو تنوع زیاد بودههاي قارچی با گروه

شوندمییافت برگهاویژه ه مختلف گیاه زنده ب
)Hongsanan et al., 2016 .(سازگار ها، قارچاین گروه از

به سلامت توانند هاي هوایی گیاهان هستند که میامدر اند
هاي گیاهی و گیاه کمک کرده و ابزاري براي کنترل بیماري

).Lindow & Brandl, 2003(هاي محیطی باشندتنش
سر فرنگی بهو برگ گیاه گوجههاي اپیفیتی که در شاخقارچ

هاي مناسبی جهت کنترل بیولوژیک توانند گزینهبرند، میمی
به عنوان یک بیماري هوازاد فرنگی موجی گوجهبیماري لکه

گونه هاي اپیفیت هیچرسد که قارچنظر میبه. باشند

کنند و فرنگی ایجاد نمیزایی علیه گیاه گوجهبیماري
Andrews, 1992(.)1999(Monaco(هستند خطر بی et al.

فرنگی را هاي هوایی گوجههاي ساکن در اندامتوانایی قارچ
اي از در کنترل لکه موجی مورد ارزیابی قرار دادند و جدایه

Trichoderma polysporumعنوان مؤثرترین عامل را به
Yadav) 2011(.بیوکنترل بیماري معرفی کردند et al. اقدام

هاي هوایی کلزا علیهکن در اندامهاي ساکردن قارچبه غربال
کردند و Alternaria brassicaeلکه برگی ناشی از 
Trichoderma viride را به عنوان عامل بیوکنترل مؤثر در

Fritz) 2006. (این زمینه دانستند et al. گزارش کردند که
باعث کاهش Glomus intraradicesریشه کاربرد قارچ

Varma)فرنگی شداي گوجههعلائم لکه موجی در بوته et

al., هاي مختلف پس از کاربرد میکروارگانیسم. (2008
هاي هوایی اندامصورت محلولپاشی قارچی و باکتریایی به

TrichodermaوT. virideفرنگی، نتیجه گرفتند که گوجه

harzianumدار لکه موجی مؤثرتر از بقیه باعث کاهش معنی
Ramanujam. در گلخانه شدند et al,. هاي دو سویه2015

.Tگونه  harzianum وT. viride را علیهAlternaria

solaniفرنگی در آزمایشگاه، موجی گوجه، عامل لکه
کنترل و گلخانه و مزرعه مورد ارزیابی قرار دادند 

& Sain) 2016(.آمیز بیماري را گزارش کردندموفقیت

Pandey, چندین جدایهT. harzianumبراي کنترل را
فرنگی از جمله لکه موجی در شرایط هاي مهم گوجهبیماري

گلخانه و مزرعه مورد مطالعه قرار دادند و نتیجه گرفتند که 
دار علائم بیماري لکه موجی ها باعث کاهش معنیاین جدایه

Sarkar) 2016. (شدند et al.اي از جدایهT. viride را براي
در شرایط مزرعه بکار بردند فرنگیکنترل لکه موجی گوجه

و گزارش کردند که این جدایه، بیماري را به طور 
. داري در مقایسه با شاهد کنترل نمودمعنی

هدف از انجام این تحقیق جداسازي و شناسایی 
فرنگی هاي هوایی گیاه گوجههاي اپیفیت از اندامقارچ

فرنگیموجی گوجهمنظور کنترل بیولوژیک بیماري لکهبه
.بخش بودهاي امیدنه و معرفی سویهدر شرایط گلخا
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ي پژوهشهامواد و روش
جداسازي و شناسایی بیمارگر

موجی منظور دستیابی به قارچ بیمارگر عامل لکهبه
فرنگی در شهرستان طی بازدید از یک گلخانه گوجه

موجی انتخاب و هاي داراي علائم تیپیک لکهاصفهان، بوته
جهت جداسازي قارچ عامل . نتقل شدندبه آزمایشگاه م
ها زیر جریان ملایم ابتدا برگهاي آلوده،بیماري از بوته

از مرز بین قسمت آلوده و سالم قطعاتی به . آب شسته شدند
جدا و در محلول مربع متر سانتییک اندازه تقریبی 

ثانیه ضدعفونی 30مدتبهدرصد یکهیپوکلریت سدیم
پتري هايقطعه در تشتکچهارتاسهسپس،.ندسطحی شد

سیب زمینی دکستروز آگار محیط کشتحاوي
)PDA=potatoto dextrose agar, Merck, Germany (

روز در انکوباتور پنجمدت ها بهتشتک.کشت داده شدند
. کی قرار داده شدنددرجه سلسیوس و در تاری25دماي با

هیف یافته در اطراف قطعات به روش نوكهاي رشد قارچ
به دست آمده اثبات بیماریزایی جدایه . خالص سازي شدند

–SN1قارچ بیمارگر با کد . شدانجامخ اصول کُبا پیروي از 

هاي حاوي جهت نگهداري طولانی مدت در تیوب1
درجه –20درصد و در فریزر با دماي 20گلیسرول 

شناختی ریختجهت شناسایی . سلسیوس قرار داده شد
,Simmonsکلید شناساییاز جدایه بیمارگر براي و (2007)

. استفاده شدITS–rDNAشناسایی مولکولی از توالی ناحیه 
فیتیهاي اپجداسازي قارچ

فرنگی واقع هاي کاملاً سالم گوجهاز بوتهبرداري نمونه
و البرز ) ورامین و پاکدشت(تهران هايهاي استاندر گلخانه

به منظور جداسازي . شدانجام صورت تصادفیبه) کرج(
یک ها به قطعات ها و ساقهبرگابتداهاي اپیفیت، قارچ

عدد از این قطعات درون 50تعداد متري بریده شدند وسانتی
لیتر میلی100حاوي لیتري میلی250مایرهاي ارلنفلاسک

30مدت ها بهسپس فلاسک.ندریخته شدمقطر سترونآب
rpmسرعتبا) shaker(ه دهنددستگاه تکانروي دقیقه 

تهیه 10–4–10–1هاي ترقّهر نمونه،براي . گرفتندقرار200
تشتک پتري حاوي محیط کشت سه ، شد و براي هر رقّت

PDAها، براي جلوگیري از رشد باکتري. در نظر گرفته شد

گرم میلی100میزان بیوتیک سولفات استرپتومایسین به آنتی
2/0از هر رقّت، مقدار . فه شدلیتر به محیط کشت اضادر

شکل Lاي روي محیط کشت ریخته و با میله شیشهلیترمیلی
درجه 25به انکوباتور با دماي هاي پتريتشتک. ش شدپخ

Junior)سلسیوس و شرایط تاریکی منتقل شدند et al.,

ها از دو روش تک اسپور و سازي جدایهبراي خالص.(2006
هت نگهداري طولانی مدتج. نوك هیف استفاده شد

خالص شده درون گلیسرول هايجدایه، هاي اپیفیتقارچ
درجه سلسیوس قرار داده –20درصد و در فریزر با دماي 20

.شدند

بررسی اثر  قارچ هاي اپیفیت بر روي قارچ 
Alternaria alternataدر آزمایشگاه

)dual culture(متقابلروش کشت 
حال هاي دراز قسمتمتر لیهایی به قطر پنج میقرص

5/1به فاصله و بیمارگر تیفیاپهايقارچرشد پرگنه
متري حاوي محیط سانتینهُپتريهاي تشتکمتر از لبه سانتی
در انکوباتور با و ند، روبروي هم قرار داده شدPDAکشت

در . شدندنگهداريدرجه سلسیوس و در تاریکی25يدما
قرار داده مارگریبیومیسلیص مفقط قرد،تشتک پتري شاه

پس از گذشت هفت روز، درصد ممانعت از رشد قارچ . شد
. محاسبه شدGI=[(R1–R2)/R1]×100مول ربا فمارگریب

R1 ،ودر شاهد بیمارگررشد قارچنیانگیمR2 ،نیانگیم
.باشدتقابل با قارچ اپیفیت میدر بیمارگررشد قارچ

تیفیاپهاي قارچارفرّيهاتیمتابولبررسی تأثیر
.Aرشدمهار در  alternata

کشت جوان سه هیمتر از حاشقرصی به قطر پنج میلی
طیمحيتشتک پتري حاوکیدر وسط تیفیاپقارچ روزه 

قطر پنج بهقرصی سپس . کشت داده شدPDAکشت 
.Aروزه کشت جوان سههیاز حاشمتریلیم alternata در

PDAکشت طیمحيحاودیگرتشتک پتريکیوسط 

تري مربوط به پهاي تشتکيسپس درها. کشت داده شد
سترون برداشته و طیتحت شرامارگریو بتیفیاپهايقارچ

تشتک يطور وارونه روه بA. alternataيتشتک حاو
محل تلاقی دو ظرف با استفاده از . گرفتقرار تیفیاپقارچ 
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ا ممانعت نوار چسب و پارافیلم بسته شد تا از خروج گازه
PDAکشت طیپتري شاهد، قرصی از محدر تشتک. شود

,Dennis & Webster(شدتیفیاپقارچنیگزیجا 1971.(
توسط مارگریدرصد ممانعت از رشد ب،پس از هفت روز

ذکر شده در مرحله قبل با استفاده از رابطهتیفیاپيهاقارچ
. محاسبه شد

خارج سلولی هاي غیر فرّار بررسی تأثیر متابولیت
.Aهاي اپیفیت در مهار رشدقارچ alternata

culture)راي تهیه ترشحات مایع خارج سلولی ب

filtrate) ،کشت طور جداگانه در محیط ه هاي اپیفیت بقارچ
کشت )potato dextrose broth(زمینی دکستروز سیبمایع 

یتر از محیط کشت لمیلی100منظور براي این. داده شدند
در . لیتري ریخته شدمیلی250مایرهاي ارلنفلاسکدرون 

متر از میلیپنجبه قطر میسلیومیقرصسههر فلاسک،
هافلاسک. هاي اپیفیت قرار گرفتد قارچحاشیه در حال رش

,SL–300RF)انکوباتورکریشداخل دستگاه  HYSC, outh

Korea)درجه سلسیوس و سرعت25دماي باrpm100به
خلاء پمپسپس، به کمک . شدندروز قرار دادههفتمدت 

)lr37697, Millipore, England (قطر روزنه فیلترهایی باو
گیري عصاره)Millipore, England(میکرومتر22/0
هايلوله. آمد و متابولیت هاي خارج سلولی تهیه شدعمل به

اتوکلاو PDAلیتر محیط کشت میلی16حاويآزمایش 
سلسیوس قرار داده درجه 50ماري با دماي بنحمامشده در

عصاره خارج سلولی به دست لیتر از میلیچهار،سپس. شدند
هاي اپیفیت به محیط کشت داخل آمده از هر یک از قارچ

پتريها در داخل تشتکها اضافه شد و محتویات لولهلوله
20حاوي PDAتشتک پتري به این ترتیب . ریخته شد

. هر جدایه قارچ اپیفیت تهیه شدخارج سلولیدرصد عصاره 
در تیمار شاهد از محیط کشت مایع بدون عصاره کشت 

پنج ، قرصی به قطر پس از آن. استفاده شدقارچ اپیفیت 
.Aروزه چهارمتر از حاشیه کشت جوان میلی alternata در

درجه 25وسط هر تشتک پتري، کشت داده و در دماي 
،پس از هفت روز. رار گرفتسلسیوس در انکوباتور ق
با تیفیاپيهاقارچتوسط مارگریدرصد ممانعت از رشد ب

دست ه بآزمون کشت متقابلذکر شده در استفاده از رابطه
. آمد

موجی هاي اپیفیت در کنترل بیماري لکهاثر قارچ
فرنگی در گلخانهگوجه
هاي تدا بذر، ابفرنگیمنظور پرورش گیاه گوجهبه
هاي نشاء حاوي کوکوپیت در سینیگی رقم فلات فرنگوجه

±3در گلخانه با دمايشدند و کشت 2:1به نسبت و پرلیت

قرار درصد 80±15ینسبرطوبتووسیسلسدرجه 25
لیتري 5/3هاي روز، به گلدان15ها پس از گیاهچه. گرفتند

. متر منتقل شدندسانتی5/16در قطر 5/18با ابعاد ارتفاع 
پرلیت و کود ،ها شامل خاك مزرعهخاك گلدانیب ترک

درپس از قرار گرفتن که بود1:2:2حیوانی به نسبت حجمی
در هر .مورد استفاده قرار گرفتند، خاكزهیدستگاه پاستور

ها بر گلدان. فرنگی کاشته شداهچه گوجه، یک گیگلدان
درجه 25–30دمايبااي روي سکوهاي داخل گلخانه شیشه

.نگهداري شدنددرصد80–90طوبت نسبی سلسیوس و ر
ابتدا ،هاي اپیفیتقارچمنظور تهیه سوسپانسیون اسپوربه

هاي کنیدي. کشت داده شدندPDAدر محیط کشت ها آن
الپل سترون در آب مقطر سترون قارچ با کمک اسک

آوري شدند و غلظت سوسپانسیون با استفاده از لام جمع
. لیتر تنظیم شدور در هر میلیاسپ108هماسیتومتر به تعداد 

هاي قارچسوسپانسیون اسپوریپاشمحلولاولین مرحله 
انجام یگلدهقبل ازیفرنگگوجهيهابوتهبر روي اپیفیت

یک هفته بعد از مرحله اول پاشی، مرحله دوم محلول.شد
24محلول پاشی سوسپانسیون قارچ بیمارگر . تکرار شد

ولپاشی سوسپانسیون ساعت پس از دومین مرحله محل
به منظور تهیه سوسپانسیون اسپور. شدهاي اپیفیت انجام قارچ

.SN1–1A(بیمارگر alternata(،ه قارچ روز14کشتاز
با کمک اسکالپل سترون ،PDAدر محیط کشت 
. آوري شدمقطر سترون جمعدر آبسوسپانسیون اسپور 

105عداد غلظت سوسپانسیون با استفاده از هماسیتومتر به ت

جهت چسبیدن بهتر اسپورها به . لیتر تنظیم شداسپور در میلی
,Merck(،فرنگیگوجههاي هواییسطح اندام Germany(

Tween 20 درصد به سوسپانسیون اسپورها05/0به میزان
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ها پس از عبور از چند لایه کنیديسوسپانسیون. اضافه شد
هاي بر روي اندامپارچه ململ، با استفاده از آبفشان دستی 

روز پس از سهتا. فرنگی محلولپاشی شدندهوایی گوجه
ها توسط کیسه ،گلدانجهت حفظ رطوبتپاشی محلول

رطوبت . اتیلن پوشیده شدندپلاستیکی شفاف از جنس پلی
درصد 80–90رويپاش اتوماتیک داخل گلخانه توسط مه

اسپور جاي سوسپانسیون، بهدر تیمار شاهد سالم. تنظیم شد
شدت . ها پاشیده شدبیمارگر، آب مقطر سترون روي بوته

زنی بیمارگر بر روز پس از مایه14لکه موجی،بیماري
= 3درصد، 1–5= 1سالم ، = 0(0–9مقیاس یک اساس 

= 9درصد و 26–50= 7،درصد11–25= 5،درصد6–10
)درصد آلودگی برگی مشاهده شده در هر بوته51بیش از 

(Ramakrishnan et al., 1971)شاخص درصد . تعیین شد
با استفاده از فرمول ) percent disease index=PDI(بیماري 

Shanmugam)ارزیابی شدزیر et al., 2011).
/ تعداد کل گیاهان بالاترین مقیاس ( ×100

PDI) = ∑)شماره مقیاستعداد گیاهان ارزیابی شده (

ثرهاي اپیفیت مؤشناسایی قارچ
هاي اپیفیت مؤثر در سطح گونه از براي شناسایی قارچ

به منظور . و مولکولی استفاده شدشناختیریختدو روش 
هاي اپیفیت در محیط کشت ، جدایهشناختیریختشناسایی 

PDAهاي قارچ در محیط کشت. کشت شدندPDA درون
درجه سلسیوس و در شرایط تاریکی 25انکوباتور با دماي 

ها مشخصات پرگنه شامل براي شناسایی جدایه. ندقرار گرفت
رنگ و شکل و سرعت رشد پرگنه به همراه صفات 

سکوپی شامل شکل، اندازه و سایر مشخصات مربوط میکرو
شناسایی . به کنیدیوفور، فیالید و کنیدیوم ثبت شد

شناختی با استفاده از کلیدهاي شناسایی معتبر علمی ریخت
1991 ;1984(شامل a–b; 1992 (Bissett,،)1998(Gams

& Bissett,شدانجام .
منظور تهیه توده براي شناسایی مولکولی، ابتدا به

هاي پتري هاي اپیفیت در تشتکسویهمیسلیوم تازه قارچی، 
ژنومی DNA.کشت داده شدندPDAحاوي محیط کشت 

,Zhong and Steffenson)2001(با استفاده از روش 

جفتازrDNA–ITSناحیه تکثیرورمنظبه. شداستخراج 
White(استفاده شد ITS1/ITS4آغازگر et al., 1990( .

از مخلوط آماده ،مرازپلیايزنجیرهواکنشانجامبراي
PCR)Ampliqon, Denmark (شاملdNTPs ،آنزیمTaq

DNA Polymerase ،MgCl2و بافرPCR،استفاده شد.
ته در ترکیب مخلوط کار رفغلظت و مقادیر حجمی مواد به

PCRمیکرولیتر5/8(آب دیونیزه به صورت(،Mgcl2)1.5

mM( ،Master Mix Red2X)5/12آغازگرها )میکرولیتر ،
با ژنومی الگوDNA، )میکرولیترpM10)5/0با غلظت 

حجم نهایی مخلوط . بود)میکرولیترng10)3غلظت 
واکنش .میکرولیتر رسید25به PCRواکنش در هر لوله 

در) polymerase chain reaction(پلیمراز اي زنجیره
,Peqstar 2x, Peqlab(دستگاه ترموسایکلر  Germany ( با

درجه 95اولیه در سازيواسرشت: شرایط زیر انجام شد
سازي چرخه شامل واسرشت35ثانیه، 90مدت سلسیوس به

ر داتصال آغازگرهاثانیه، 30مدت درجه سلسیوس به94در 
درجه 72ثانیه، بسط در 30مدت درجه سلسیوس به52

درجه 72ثانیه و بسط نهایی در 30مدت سلسیوس به
White(دقیقهششمدت سلسیوس به et al., 1990( .

توالی تعیینوسازي، براي خالصشدهتکثیرمحصولات
شرکتبهتوپازژنشرکتطریقازنوکلئوتیدي

بعد. شدارسال)Microsynth, Switzerland(ثمیکروسین
کروماتوگرامشده،یتوالنییتعقطعاتلیفاافتیدراز

1.4نسخهFinch TVافزارنرمازاستفادهباهایتوالبهمربوط

هاي به دست آمده تشابه توالیبررسی.شدارزیابیومشاهده
با )NCBI GenBank(هاي موجود در بانک ژنبا توالی

هايتوالی. انجام شدBLASTياستفاده از ابزار جستجو
ITSافزار با نرمBankItازاي هدر بانک ژن ذخیره شدند و ب

اخذ )accession number(هر توالی، یک شماره دستیابی 
. شد

تجزیه و تحلیل آماري
اي در قالب طرح هاي آزمایشگاهی و گلخانهبررسی

براي نرمال کردن . کاملأ تصادفی با سه تکرار انجام شد
ها داده. شدانجامها در موارد لازم، تبدیل اعداد توزیع داده
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مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت SAS 9.1توسط نرم افزار 
اي دانکن در ها با استفاده از آزمون چند دامنهو میانگین

. شدنددرصد مقایسه 1سطح احتمال 

نتایج
هاي اپیفیت جداسازي قارچ

هاي هوایی پیفیت از اندامجدایه قارچ ا61،در مجموع
این . هاي مختلف به دست آمدفرنگی در گلخانهگوجه
در این میان،.)1شکل (جنس تعلق داشتند 15ها بهجدایه

Alternaria پس . درصد فراوانی، جنس غالب بود68/20با
وBotrytis،Ulocladiumهاي از آن، جنس

Cladosporium بیشترین درصد، 34/10و 79/13، 79/13با
فرنگی را به خود اختصاص هاي اپیفیت گوجهجمعیت قارچ

هاي جدایه قارچ اپیفیت، براي آزمون53تعداد . دادند
در آزمایشگاه مورد مطالعه قرار ) screening(غربالگري 

.گرفتند

رشد میسلیومیهاي اپیفیت بر رويتأثیر قارچ
.Aقارچ  alternataدر آزمایشگاه

dual culture)روش کشت دوطرفه

technique)
نتایج تجزیه واریانس صفات مقادیر رشد میسلیومی و 
درصد ممانعت از رشد بیمارگر نشان داد که اثر تیمار در این 

در سطح احتمال یک درصد براي هر دو صفت آزمون
نشان هانیانگیم، مقایسه همچنین. )1جدول(بود دار معنی

صفات ز نظر تأثیر بر رويداد که تیمارها در این آزمون ا
). 1جدول (داشتند داریمعناختلافگریکدیبااشاره شده

بر P4–1وF1–7،F1–22،P1–5،P1–8،P2–1هاي جدایه
.Aروي پرگنه  alternata رشد کردند)overgrowth ( و در

،همچنین. )2شکل (جا به فراوانی تولید اسپور نمودندآن
60بیش از K1–14و F1–7 ،P4–1،K1–5هاي جدایه

عمل آوردند درصد از رشد میسلیومی بیمارگر جلوگیري به
درصد و دو جدایه 43/70با K1–14جدایه در این میان،که 

F1–7وK1–5 ها در درصد کنترل، مؤثرترین جدایه66با

بیش قارچ اپیفیت،جدایه10ها، پس از آن. این آزمون بودند
.)1جدول (ممانعت کردند رشد بیمارگرازدرصد 50از 

هاي اپیفیت هاي فرّار قارچتأثیر متابولیت
نتایج تجزیه واریانس صفات مقادیر رشد میسلیومی و 
درصد ممانعت از رشد بیمارگر نشان داد که اثر تیمار در این 

در سطح احتمال یک درصد براي هر دو صفت آزمون
نشان هانیانگیممقایسه همچنین،. )1جدول(بود دار معنی

صفات داد که تیمارها در این آزمون از نظر تأثیر بر روي
). 1جدول (داشتند داریمعناختلافگریکدیبااشاره شده

حداکثر ممانعت از رشد میسلیومی بیمارگر در این آزمون، 
.درصد کاهش رشد، ایجاد شد53با P4–1توسط جدایه 

باP1–14وP1–1هاي جدایهار فرّهايمتابولیتپس از آن،
بیشترین تأثیر را میسلیومی بیمارگر،درصد کاهش رشد39

.)1جدول (ند نشان داد

) هاي غیر فرّارمتابولیت(خارج سلولی تأثیر عصاره 
هاي اپیفیت قارچ

بر اساس نتایج دو آزمون کشت متقابـل و متابولیـت هـاي    
. ندانجام این آزمایش انتخاب شدبرايجدایه 10ار، تعداد فرّ

نتایج تجزیه واریانس صفات مقادیر رشد میسلیومی و درصد 
ممانعت از رشد بیمارگر نشان داد که اثر تیمار در این آزمون

دار بود معنیدر سطح احتمال یک درصد براي هر دو صفت 
نشان داد که تیمارهـا  هانیانگیمهمچنین، مقایسه. )2جدول(

بـا ت اشـاره شـده  صـفا در این آزمون از نظـر تـأثیر بـر روي   
هفت روز پس ).2جدول (داشتند داریمعناختلافگریکدی

خـارج  هاي پتري حاوي عصـاره  از کشت بیمارگر در تشتک
–P4ار جدایههاي غیر فرّاپیفیت، متابولیتهايسلولی جدایه

، مؤثرترین جدایـه میسلیومیدرصد کاهش رشد78/67با 1
،P1–1،P2–1،P3–3هـاي  جدایـه ،پـس از آن . اپیفیت بـود 

F1–7،F1–22،K1–3 وK1–14   بــیش از قـرار داشــتند کـه
.Aدرصد از رشد میسلیومی 50 alternataممانعت کردند.
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نگیفرگوجهییهوايهااندامازشدهجداتیفیاپیقارچيهاجنسیفراوانددرص–1شکل 
Fig 1. Frequency of genera of epiphytic fungi isolated from tomato phyllosphere

Alternariaو F1–22آزمون کشت متقابل جدایه اپیفیتA.–2شکل  alternataپتري حاوي در تشتکPDA و هفت روزپس از.B

Alternaria(شاهد  alternataبه تنهایی(
Fig. 2. A. Dual culture of fungal epiphyte isolate F1–22 and Alternaria alternata in Petri plate containing PDA after
seven days and B. Control (Alternaria alternata alone)
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Alternariaرشد میسلیومی و درصد بازداري از رشد بر اپیفیت هاي قارچیتأثیر سویه–1جدول  alternataکشت هايدر آزمون
ارفرّهايو متابولیتمتقابل

Table 1. Effect of epiphytic fungi on mycelium growth and growth inhibition of Alternaria alternata in dual
culture and volatile metabolite tests

Dual culture Volatile
Isolate Growth (mm) Inhibition (%) Growth (mm) Inhibition (%)
SN1–1 38.3  a N/A 38.33  a N/A

A2–6 23.6  d–k 38.26  d–k 37.3  a 2.60 jk
AG1–11 21.3  f–n 44.34  c–j 27.3 e–h 15.3  b–f
F1–1 20.6  g–n 46.08  b–i 30 c–f 21.73 b–g
F1–2 21.6  f–n 43.47  c–k 29  d–h 24.34 b–f
F1–6 19.6  i–o 48.69  b–h 30.3 c–f 20.86 b–g
F1–7 13  pq 66.08  ab 36.6 ab 4.34 ijk
F1–8 21  g–n 45.21  b–j 28 f–i 26.95 b–e
F1–10 21.3  f–n 44.34  c–j 30.6 c–f 20  b–g
F1–12 22   e–m 42.60  c–k 37.3  a 2.60 jk
F1–13 23  d–k 40  d–k 37  a 3.47  ijk
F1–15 18.3  k–o 52.17  a–f 31.6 b–f 17.38 d–h
F1–16 18.6  k–o 51.30  a–g 26.3  f–i 31.30  a–d
F1–18 32.3  bc 15.64  l 28.3 fgh 26.08 b–f
F1–19 36.3  ab 5.21  m 28.3  f–i 26.0  b–f
F1–22 16.3  nop 57.39  a–d 28 f–i 26.95 b–e
K1–2 32   bc 14.78  l 31.6  b–f 17.38  d–g
K1–3 26  defg 32.17  h–k 37.3  a 2.60  jk
K1–5 13   pq 66.08  ab 36.3  ab 5.21 ijk
K1–8 28  cd 26.95  k 37.3 a 2.60  jk
K1–9 17.3  l–p 54.78  a–e 34  a–d 11.30  e–j
K1–10 24.3  d–j 36.52   e–k 30.6 c–f 20 b–g
K1–11 25   d–i 34.78  f–k 29.6 c–g 22.60 b–g
K1–13 27.3  de 28.69  jk 34.3 abc 10.43 f–j
K1–14 11.3  q 70.43  a 24  hi 37.39  ab
K1–15 23  d–k 40  d–k 31.6  b–f 17.38  d–g
K1–16 24.3  d–j 36.52   e–k 29  d–h 24.34  b–f
K1–17 23.3  d–k 39.13  d–k 31.6  b–f 17.39  d–g
K1–19 35.3  ab 7.82  m 36.6  ab 4.34  ijk
P1–1 16.6  m–p 56.52  a–e 23.3 i 39.13 ab
P1–4 25.6  d–h 33.04  g–k 37.6  a–d 1.73  e–j
P1–5 21.6  f–n 43.47  c–k 30  c–f 21.73  b–g
P1–6 19   j–o 50.43  a–h 37.3  a 2.60  jk
P1–8 21.6  def 30.43  ijk 36.6  ab 4.34  ijk
P1–19 22 e–m 42.60 c–k 31.3 a 2.60  jk
P1–10 21.6  f–n 43.47   c–k 34.3 abc 10.43  g–k
P1–14 20.3  h–n 46.95  b–i 23.4 a 39.14 k
P1–17 18.6  k–o 51.30  a–g 26.3  f–i 31.30  a–d
P2–1 17.3  l–p 54.78 a–e 27.6  f–i 27.82  b–e
P2–2 22.3  e–l 41.73  c–k 33.6  a–e 12.17  e–i
P2–4 21  g–n 45.21 b–j 30  c–f 21.73  b–g
P2–5 19.6  i–o 48.69  b–h 36.6  ab 4.34  ijk
P2–6 18.3  k–o 52.17  a–f 37.3 a 2.60  jk
P3–1 23.3  d–k 39.13  d–k 36.3  ab 5.21  ijk
P3–3 17.3  l–p 54.78  a–e 28.3 ghi 35.6  abc
P4–1 14.6  opq 61.74  abc 18 j 53.04  a

درصد اختلاف 1اند، در سطح هاي هر ستون که با حروف مشابه نشان داده شدهمیانگین. اعداد جدول میانگین سه تکرار هستند
.داري ندارندمعنی

Data are the means of three replications. Values of each column followed by the same letter are not significantly different (P ≤
0.01). N/A: not applicable
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Alternariaهاي اپیفیت بر روي رشد میسلیومی قارچ عصاره خارج سلولی قارچتأثیر –2جدول  alternata

Table 2. Effect of the extracellular extract of epiphytic fungi on mycelium growth of Alternaria alternata

درصد اختلاف 1اند، در سطح هاي هر ستون که با حروف مشابه نشان داده شدهمیانگین. اعداد جدول میانگین سه تکرار هستند
.داري ندارندمعنی

Data are the means of three replications. Values of each column followed by the same letter are not significantly different
(P ≤ 0.01). N/A: not applicable

هاي انتخابی اپیفیت در کنترل بررسی اثر جدایه
فرنگی در گلخانهموجی گوجهبیماري لکه

نتایج تجزیه واریانس صفت درصد شاخص بیماري لکه 
موجی در گلخانه نشان داد که اثر تیمار بر روي این صفت 

از داد که تیمارهانشانها نیانگیمنتایج مقایسه .بوددار معنی
درصد بایکدیگر 1نظر تأثیر بر روي شدت بیماري در سطح 

–P4و F1–22ي هاجدایه). 3جدول(دار داشتند تفاوت معنی

ن شاخص درصد کمتریP2–1و P1–1هاي و جدایه1
75درصد و 82به میزانبه ترتیب وبیماري را سبب شدند 

.دندموجی را کنترل کردرصد بیماري لکه

فرنگی در گلخانهگوجههاي منتخب اپیفیت در کنترل بیماري لکه موجی اثر جدایه–3جدول 
Table 3. Effect of selected epiphytic fungi in controlling early blight disease in greenhouse

درصد اختلاف 1اند، در سطح هاي هر ستون که با حروف مشابه نشان داده شدهینمیانگ. اعداد جدول میانگین سه تکرار هستند
.داري ندارندمعنی

Data are the means of three replications. Values of each column followed by the same letter are not significantly different
(P ≤ 0.01). N/A: not applicable

Inhibition (%)Growth (mm)IsolateInhibition (%)Growth (mm)Isolate

51.73 a18.5 cK1–14N/A38.3 aSN1–1
57.39  a16.3 cdP1–122.17  b29.8  bAG1–11

53.47 a17.8 cP2–156.95  a16.5  cdF1–7
53.04 a18 cP3–350.87 a18.8 cF1–22

64.78 a13.5 dP4–152.60 a18 cK1–3
20.43 b30.5 bK1–5

Disease controlPDI (%)IsolateDisease controlPDI (%)Isolate
74.425.6 bcP1–14555 abAG1–14
74.425.6 bcP2–17.792.3 aF1–7
6733 bcP3–381.418.3 cF1–22

81.418.3 cP4–12377 aK1–3

0100 a
Inoculated

control
0100 aK1–5

1000 d
Non–

inoculated
control

15.484.6 aK1–14
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هاي اپیفیتهاي برتر قارچشناسایی جدایه
بیشترین موجب جدایه برتر که در آزمون گلخانه چهار 

هاي روش، بر اساس شدندی موجلکهکنترل شدت بیماري 
Trichodermaو مولکولی، به دوگونهشناختیریختشناسایی

harzianumوTrichoderma longibrachiatum تعلق

accession)و شماره دستیابیمکان جداسازي. داشتند

number) دریافت شده ازNCBI GenBank مربوط به توالی
rDNA–ITSنشان داده شده است4در جدول .

فرنگی در گلخانه موجی گوجهدر کنترل بیماري لکهقارچیاپیفیتهايمؤثرترین سویه–4جدول 
Table 4. The most effective epiphytic fungi in controlling tomato early blight in greenhouse

Isolate Species Place of collection Accession number (ITS)
F1–22 Trichoderma harzianum Varamin MN326702

P1–1 Trichoderma longibrachiatum Pakdasht MN326705

P2–1 Trichoderma harzianum Pishva MN326703

P4–1 Trichoderma harzianum Pakdasht MN326704

بحث و پیشنهادات
دهد که تعداد عوامل بیوکنترل مرور منابع علمی نشان می

هاي خاکزاد هاي گیاهی هوازاد در مقایسه با بیماريبیماري
توان شرایط محیطی از دلایل این قضیه، می. کمتر است

ما و هاي هوایی گیاهان مانند دناپایدارتر حاکم بر اندام
رطوبت، کمبود مواد غذایی و نور ماوراي بنفش را برشمرد 

)Hoopen et al., 2003.(
است و فرنگی یک بیماري هوازاد موجی گوجهبیماري لکه

هاي هوایی علائم عامل بیماري با استقرار و نفوذ در اندام
جستجو براي پیدا کردن لذا .کندبیماري را ایجاد می

و در شتهحضور دادر فیلوسفره هاي مؤثري کآنتاگونیست
هاي موجود در مقایسه با آنتاگونیستاند، جا سازگاري یافتهآن

از جنبه کنترل عملی و ، )ریزوسفر(در خاك یا محیط فراریشه 
بنابراین در این . بیماري در اولویت بالاتري قرار داردکاربرديِ

ایی هاي هوهاي اپیفیت مستقر در اندامتحقیق، جداسازي قارچ
در دستور کار فرنگی با هدف کنترل بیماري لکه موجی گوجه

.قرار گرفت

هاي غربالگري در آزمایشگاه نشان داد که نتایج آزمون
هاي هوایی هاي اپیفیت جدا شده از سطح اندامقارچ

.Aفرنگی، توانایی مهار رشدگوجه alternata ، قارچ مولد
در آزمون کشت . برگی را با درجات مختلف دارا بودندلکه

درصد از رشد میسلیومی بیمارگر 50–70جدایه 14متقابل، 
هاي فرّار، فقط یک اما در آزمون متابولیت. جلوگیري کردند

درصد مانع از رشد قارچ بیمارگر 50جدایه قادر بود بیش از 
درصد 40تر از ها، کمشود و میزان مهارکنندگی بقیه جدایه

درصد 50–65اپیفیت توانستند عصاره کشت هشت قارچ .بود
. در آزمایشگاه شوندA. alternataباعث بازدارندگی از رشد 

جدایه 10هاي غربالگري در آزمایشگاه، بر اساس نتایج آزمون
–82چهار جدایه، حدود . براي آزمون گلخانه انتخاب شدند

همگی این .درصد بیماري لکه موجی را کنترل کردند75
.Tونه چهار جدایه به دو گ harzianum وT.

longibrachiatumبنابراین، بر اساس نتایج این . متعلق بودند
هاي اپیفیت تریکودرما علاوه بر این که در میان تحقیق، سویه

هاي آنتاگونیسم در آزمایشگاه قرار هاي مؤثر در آزمونقارچ
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فرنگی در کنترل هاي اپیفیت گوجهترین قارچداشتند، موفق
. ي لکه موجی در گلخانه بودندمؤثر بیمار

هاي مختلف تریکودرما در کنترل بیولوژیک سویهکارآیی
هاي گیاهی مختلف بلایت آلترناریایی در میزبانولکه برگی

Lal)لپه ،)Vannacci & Harman, 1987(شامل ترب و کلم 

& Upadhyay, 2002) آفتابگردان ،(Arzanlou et al.,

Gadhi(، نخود (2014 et al., Pandey)، فلفل )2018 et al.,

2010; Srivastava et al., Meena)، خردل (2012 et al.,

Kumar(، باقلا (2004 et al., 2006( پیاز ،(Shahnaz et al.,

2012; Abo–Elyousr et al., 2014) ،زمینی سیب(Metz,

هاي تریکودرماي تمامی جدایه. گزارش شده است، (2017
مطالعات فوق، از خاك یا محیط فراریشه مورد تحقیق در 

هاي نتایج تحقیق حاضر، سویهبر اساس. جداسازي شده بودند
درصد 82تا 75فرنگی توانستند بین تریکودرماي اپیفیت گوجه

Babu)2000. (بیماري لکه موجی را در گلخانه کنترل نمایند

et al.,هاي حداکثر میزان کنترل این بیماري توسط جدایه
) 2015(.درصد اعلام کردند22یکودرماي مورد مطالعه را تر

Ramanujam et al. کاهش شدت بیماري توسط سویه هاي
T. harzianum وT. viride بیان کردنددرصد 62به میزان.

)2016 (Sain & Pandey, هم مقدار کنترل لکه موجی توسط
.Tهاي جدایه harzianumرا در گلخانه و مزرعه به ترتیب

. درصد گزارش کردند68–93درصد و 90–99
ترین عوامل ، مشهورترین و مهمTrichodermaاعضاي جنس 

وروندشمار میهاي گیاهی بهقارچی کنترل بیولوژیک بیماري
بسیاري طور مؤثر براي کنترل بههاي مختلف تریکودرماجدایه

هاي گیاهی خاکزاد، هوازاد و بذرزاد در گیاهان از بیماري
Harman)دنرویمکاربهختلف م et al., 2004; Kredics et

al., 2014). موفقیت بالاي اعضاي این جنس قارچی در این
هاي مختلف شامل توان رقابتی بالا با زمینه، مرهون مکانیسم

بیمارگرها براي تصاحب جا و غذا، هایپرپارازیتیسیم و تولید 
ها، لاکتونمانند(هاي فرّارطیف وسیع و متنوعی از متابولیت

دار و ترکیب کربنیل، مشتقات ترپنها ها، استالدئیدالکل
Cigdem) (آلفاپیرون et al., 2003; Keswani et al., 2014(

، تریکودرمین، ویریدین و سینتریکوتمانند (و غیرفرّار 
Kubicek) (هاپپتایبول et al., 2007; Reino et al., 2008;

Mukherjee et al., 2012 (هاي متعدد و نیز آنزیم) ،سلولاز
,Papavizas)) گلوکاناز–3و 1بتا پکتیناز، پروتئاز و کیتیناز، 

1985; Benitez et al., 2004; Cigdem et al., 2004;

Lorito et al., 2010)هاي ها، سویهعلاوه بر این.باشدمی
جذب مواد کمک بهبا اصلاح محیط فراریشه و تریکودرما

باعث افزایش رشد گیاهان شده و نیز با ،سط گیاهانتوغذایی
، کاتالاز، اکسید دیسموتازسوپرهایی مانند تغییر در میزان آنزیم

ول کسیداز و ترکیبات دیگري مانند فنفنول اپراکسیداز و پلی
باعث در گیاه)PR proteins(هاي مرتبط با بیماریزاییپروتئین

شوندهاي گیاهی میبیماريان در برابرالقاي مقاومت در گیاه
(Brunner et al., 2005; Harman, 2006; Vinale et al.,

بخاطر توانایی بالاي تریکودرما هاي همچنین، سویه. (2012
تحت ءبقامختلف وو اسپورزایی در بسترهاي آلیتکثیر

هاياز مزیت بالایی در صنعت تولید آفتکششرایط نامساعد، 
هاي بالاي دلیل قابلیتبه.باشندیبرخوردار مبیولوژیک

که در بالا به آن اشاره شد، مسیر تجاري تریکودرماهاي سویه
هاي بیوکنترل این جنس هموار بوده به طوري که سازي سویه

ژیک تجاري را به خود هاي بیولوسهم بالایی از فرآورده
Woo(اند اختصاص داده et al., 2014.(

هاي خاکزي در از قارچهاي تریکودرما ذاتاًجدایه
اما، نتایج این تحقیق نشان داد که . شوندطبیعت محسوب می

هاي اي براي بقاء و استقرار روي اندامتوانایی ویژهها، این قارچ
تریکودرماي هايي هم جدایهگریدنیمحقق.دارندهوایی 

phyllosphere)هاي هوایی بیوکنترل سازگار در اندام

competent) سیب را از)Falconi & Mendgen, موز ،)1994
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)Alvindia & Natsuaki, 2008(برنج و(Naeimi et al.,

2010; Khalili et al., 2012; Javadi et al., 2014) گزارش
هاي تریکودرمایی که قادرند به همین دلیل، به جدایه. کردند

هاي هوایی گیاهان، بیمارگرهاي گیاهی را مهار کنند، در اندام
شود اطلاق می) foreigner antagonist(نتاگونیست خارجی آ
)Blakeman & Fokkema, 1982 .(

فرنگی و موجی گوجهبا توجه به هوازاد بودن بیماري لکه
تریکودرماي اپیفیت که هاي توانایی بالاي آنتاگونیستی جدایه

شته دافرنگی هاي هوایی گوجهسطح اندامدر سازگاري بالایی

فرنگی را در گلخانه کنترل موجی گوجهیماري لکهبه خوبی بو 
انداز امید بخشی در خصوص کاربرد عملی کردند، چشم

و جایگزین کردن روش کنترل بیولوژیک هاي مؤثر سویه
فرنگی با سموم خطرناك شیمیایی بیماري لکه موجی گوجه

ی لیتکممطالعاتانجامبه این هدف، رسیدنبراي . وجود دارد
هاي مؤثر در سطح سویهرسی دینامیک جمعیت بردر زمینه

دز و تعداد ، هاي مناسبتهیه فرمولاسیونهاي هوایی، اندام
.شودپیشنهاد میهاي مؤثر تلفیق سویهنیز وکاربرد 
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Abstract

Early blight incited by Alternaria spp. is one of the destructive diseases of tomato which causes considerable

crop yield losses. Biological control of the disease with epiphytic fungi as phyllosphere competent

microorganisms is a suitable alternative to chemical pesticides. In order to isolating the fungi, healthy tomato

plants were collected and small pieces of leaves and stems were placed in distilled water on a shaker and the

aliquot was cultured. In search for biocontrol strains, isolated fungi were screened against the fungal pathogen

(Alternaria alternata SN1–1) using dual culture as well as the volatile and non–volatile metabolites tests in vitro

and effective isolates were selected to study their efficacy on disease control under greenhouse conditions.

Conidial suspension of epiphytic fungi was sprayed two times on the aerial parts of the plant in greenhouse. Two

weeks after inoculation of the pathogen, the disease severity was evaluated based on a 0–9 scale. Results of

screening test showed that epiphytic fungi inhibited the mycelial growth of the pathogen in various degrees.

Maximum inhibition in dual culture, volatile and non–volatile metabolites tests were 70%, 53% and 68%,

respectively. In greenhouse, the least disease indexes were recorded for the isolates F1–22 and P4––1 (81.4%

disease control) together with P1–1 and P2–1 (74.4% disease control). Isolates F1–22, P4–1 and P2–1 identified

as Trichoderma harzianum and isolate P1–1 identified as Trichoderma longibrachiatum.
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