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 Introduction 

 Chemical fungicides are widely used as effective control agents on a great diversity of fungal plant diseases. 
However, their excessive use, causes environmental pollution and health problems. Biological control as an 
environmentally friendly method can be a good alternative for chemical fungicides. Trichoderma is one of the 
antagonistic fungi with rapid adaptation to a wide variety of habitats. Trichoderma harzianum is a powerful 
agent for biocontrol of plant pathogens. It also can be used as a plant growth stimulant. However, its efficacy can 
be affected by biotic and abiotic factors, and encapsulation has been used to maximize its efficacy. 
Encapsulation process provides a protective barrier around the biocontrol agent, so the harmful external factors 
such as pH, humidity, and ultraviolet radiation do not damage its action. Encapsulation of the bioactive agents 
has been developed in recent years as a new potential tool for ecological and sustainable plant production. 
Encapsulation in biopolymer matrices has been recognized as an effective method for controlled release of a 
bioactive agent used for plant protection. Chitosan, the deacetylated derivative of chitin polysaccharide is one of 
the most important biopolymers that is widely used in biological and medical sciences especially for 
encapsulating essential oils and extracts due to its biocompatibility, low toxicity and biodegradability into safe 

byproducts. In this study, antifungal effects of nano capsulated Trichoderma extract (NCTE) and Trichoderma 

extract (TE) against Macrophomina phaseolina have been investigated. 

Materials and Methods 

 The nanocapsules were prepared by ionic gelation method. This is one of the most advantageous techniques 
for the production of nanocapsules. This technique is easy to perform and avoids the use of organic solvents. The 
biocompatible and biodegradable polymer, chitosan, was used as a capsule coating agent. After extraction of T. 
harzianum secondary metabolites, encapsulation process was carried out. Tripolyphosphate was used as cross-

linking agent in the encapsulation process. The surface morphology of the nanoparticles was considered using 

Field Emission Scanning Electron Microscopy (FE-SEM). The mean particle sizes of the prepared nanoparticles 
were measured by Dynamic Light Scattering (DLS) technique. For consideration of the antifungal effects of 
nano encapsulated Trichoderma extract (NCTE) and Trichoderma extract (TE) against Macrophomina 
phaseolina, strile potato dextrose agar (PDA) containing different concentrations of NCTE and TE were 
prepared. After 5 days, colony diameter of the pathogen was measured in all treatments. The inhibitory effect 
was calculated compared with the control. Data were statistically analyzed by SAS software. 

Results and Discussion 

 The obtained results indicated that the prepared nanoparticles were spherical in shape and the average size 
was equal to 77.91 nm with poly dispersity index (PDI) 0.23554. PDI value indicated the physical stability of the 
nanoparticles and prevented aggregation of the particles. Antifungal effects of NCTE and TE were observed in 
all treatments, however nanocapsules contains Trichoderma extract were more effective than Trichoderma 
extract. In each treatment containing TE and NCTE, maximum inhibitory effect was related to concenteration of 
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30 percent. In consideration of ihibition percent of NCTE and TE on M. phaseolina within 5 days, it was found 
that on the first and second days, inhibitory effect of TE was more than NCTE. However, on the third, fourth and 
fifth days, there were no statistically significant difference between treatments in TE while in NCTE, a 
significant increasing was observed. The reason for the high inhibition percent in TE treatment in the first and 
second days was related to rapid release of active ingredients in the culture medium and the passage of time had 
no effect on improving its yield. According to the results in this research, it can be concluded that chitosan 
nanoparticles will be a good carrier for Trichoderma extract encapsulation. It also improves their antifungal 
activity against M. phaseolina. 

Conclusion 

 Nano-encapsulation of the bioactive compounds enhances physical stability, protects them from oxidation 
process, controlling their release, improves water dispersion of hydrophobic compounds and enhances their 
bioactivity efficacy. In this study, nano encapsulation of Trichoderma extract, increased its antifungal effects 
over time. Nano encapsulated particles containing antagonistic fungi were able to control the pathogenic fungus 
more effectively and in a longer period of time due to the controlled release of the fungal extract. Results showed 
that antifungal efficiency of T. harzianum was increased by nano encapsulation procedure. Since chitosan is a 
biodegradable polymer without any harms for safety, this technique can be suggested as a good candidate for 
biological control. Our future investigations are directed to test nanocapsules simultaneously loaded with 
biological agents on M. phaseolina under greenhouse and field conditions. 

 
Keywords: Antifungal effects, Chitosan, Macrophomina phaseolina, Nanocapsulation, Trichoderma 
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 Trichoderma harzianumسازگار کپسوله زیستقارچی عصاره نانوارزیابی اثر ضد

 
 *1طبرستانی مائده شهیری

 51/51/5011تاریخ دریافت: 

 11/11/5015تاریخ پذیرش: 

 

 چکیده

اخته شده کنترل زیستی بیمارگرهای گیاهی و همچنین افزایش دهنده رشد گیاهاان   عنوان یک عامل شنبه Trichoderma harzianumقارچ  
کننده عوامل زنده و غیرزنده بر کارایی این قاارچ  کسساو ه کاردن عوامال زیساتی باا       گیرد. با توجه به اثرات تخریبدر کشاورزی مورد استفاده قرار می

سازگار  مورد توجه محققین قارار  یر  این فناوری زیستهای اخف این قارچ ایجاد نماید. در سالتواند سد محافظتی اطراتخریب پذیر میپلیمرهای زیست
در برابار قاارچ    T. harzianumهای کیتوسان حاوی عصاره قاارچ ننتاگونیسات   گرفته است. در این پژوهش اثرات ضدقارچی عصاره خام و نانوکسسول

ها به روش ژلاسیون یاونی  ی پوسیدگی ذغا ی سویا( مورد بررسی قرار گرفت. تهیه نانوکسسول)عامل بیمار Macrophomina phaseolinaبیمارگر 
ذرات و ذرات کسسو ه شده با استفاده از میکروسکوپ ا کترونی روبشی گسیل میدانی انجام گرفت. میانگین اندازه نانوشناسی نانوانجام شد. مطا عات ریخت

هاای  کسسولگیری شد. جهت بررسی فعا یت ضدقارچی عصاره خام و نانوی پراکندگی نور هیدرودینامیکی اندازهسنجهمچنین پایداری ننها با روش طیف
های مختلف هر یک از تیمارها تهیه ( سترون حاوی غلظتPDAنگار ) -دکستروز -زمینیسیب  محیط کشت  کیتوسان حاوی عصاره قارچ ننتاگونیست

نتایج  ایلاا       گیری و درصد بازدارندگی از رشد قارچ عامل بیماری نسبت به شاهد محاسبه شد.روز  اندازه 5ز گردید. قطر پرگنه قارچ بیمارگر پس ا
میاانگین  لورت ذر ت کروی جکنو خت بی بههای حاوی عصاره قارچ ننتاگونیسات  کسسولنانونشین د د،  میکروسکوپ ا کترونی روبشیتصوجربرد ری 

طرح کاملا تصاادفی   فاکتوریل در قا ب صورت نزمایشهای حاوی عصاره قارچ ننتاگونیست بهکسسولثرات ضدقارچی نانوا .باشندنانومتر می 19/77قطر 
داری در قادرت بازدارنادگی قاارچ    مورد بررسی قرار گرفت. نتایج این تحقیق نشان داد  نانوکسسو ه کردن عصاره قارچ ننتاگونیست  سبب افازایش معنای  

تواناد قاارچ   طور موثرتر و در مدت زمان بیشتری میصاره نانوکسسو ه شده با گذشت زمان به د یل رهایش کنترل شده عصاره  بهعامل بیماری گردید. ع
همکنش باا محایط   قارچی ننتاگونیست در بر  در حفظ اثرات ضدT. harzianumرسد کسسو ه کردن عصاره نظر میبیمارگر را کنترل نماید. بنابراین  به

 دارد.اطراف نقش 

 

 Macrophomina phaseolina  Trichoderma harzianum  کسسولنانو  قارچی  کیتوساناثرات ضد كلیدی: هایواژه
 

 1مقدمه 

هاای گیااهی از   های متمادی جهت کنتارل نفاات و بیمااری   سال
سموم شیمیایی اساتفاده شاده اسات. ایان ترکیباات ن اودگی زیسات        

یمارگرهاا را موجاب گردیاد.    محیطی  کاهش تنوع زیستی و مقاومت ب

جهات کنتارل    2ساازگار   استفاده از ترکیبات طبیعی زیستبدین جهت
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2- Biocompatible 

بیمارگرهای گیاهی مورد توجاه قارار گرفتاه اسات. در باین       3زیستی
عوامل کنترل زیستی  قارچ تریکودرماا  از قادرت سااپروفیتی باالایی     

ی خصاو  گوناه  هاای مختلاف ایان قاارچ باه     برخوردار است. گوناه 
Trichoderma harzianum د یال تواناایی تو یاد مقاادیر باالای      به

هاای ثانویاه  جهات کنتارل بیمارگرهاای گیااهی       ها و متابو یتننزیم
 Evidente et al., 2003; Heydari and) شااونداسااتفاده ماای

Pessarakli, 2010; Hung, 2015; Jelen et al., 2013; Kucuk 
and Kivanc, 2005; Vinale et al., 2008; Vinale et al., 

پارازیتیسم  تو ید ترکیبات های تریکودرما از طریق مایکو. گونه(2014
های خا  )کیتیناز  بتا گلوکاناز  سلولاز و پروتئاز(  ضدمیکروبی  ننزیم
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بیوز  رقابت و تحریک مقاومت در گیاه میزباان  قاارچ بیماارگر را    ننتی
توانناد باا   های تو ید شده توسط این قارچ مای نمایند. ننزیمکنترل می

های بیمارگر گیااهی  نفاوذ و   چتجزیه دیواره سلو ی به درون هیف قار
(. باتوجاه   ;Harman, 2006 Howell, 2003ننها را کلونیزه نمایناد ) 

به اثرگذاری شرایط محیطی )ازجمله اشعه ماوراء بنفش نور خورشاید   
 رچ  توساعه دما و رطوبت نسبی محیط( بر خاصیت ننتاگونیستی این قا

فعا یت ضدقارچی تریکودرماا را در   بتواند های تجاری کهفرمولاسیون
ها  اساتفاده از  طی زمان حفظ نماید  ضروری است. یکی از این روش

های اخیر باه  فناوری کسسو ه کردن ترکیبات زیستی است که در سال
عنوان یک روش قدرتمند در صنعت کشاورزی مورد توجه پژوهشگران 

 زیسات  ته است. کسسو ه کردن  یک سد دفاعی اطراف عاملقرار گرف
بار محیطی که نن را در برابر عوامل زیانطورینماید بهمی فعال ایجاد

  نزادسازی 9سازی در پلیمر زیستینماید. با فرایند کسسو همحافظت می
تدریج مورد شده صورت پذیرفته و بهصورت کنترلماده زیست فعال به

 ,.Wu et al., 2017; Abdelkader et alگیرد )قرار میاستفاده گیاه 

(2018. 

کیتوسان یک پلیمر زیستی با خاصیت ضادمیکروبی اسات کاه از    
 ,.Kumar et alشاود ) ساکارید دیگری به نام کیتین مشاتق مای  پلی

ترین پلیمار اسات. باا    کیتین در طبیعت پس از سلو ز  فراوان (.2020
تار و  دار شدن ساختار شیمیایی کیتین  پلیمری با ساختار پیچیدهاستیل

ترین شود که کیتوسان نام دارد. عمدهتر حاصل میکاربردهای گسترده
مهرگاان نبازی   منبع تأمین کیتوسان  بافت بیرونی و ضخیم بدن بای 

از میگاو و خرچناب بیشاترین ساهم را در تو یاد       است که نژادهاایی 
های خااکزی نیاز   کیتوسان دارند. برخی از سبزیجات  مخمرها و قارچ

سااکارید طبیعای  در   منابع دیگر کیتوسان در طبیعت هستند. این پلای 
نب نامحلول است اما در محیط اسایدی قابلیات انحالال نن افازایش     

استیک اسید و یا سیتریک اسید  یابد. بنابراین با افزایش مقدار کمیمی
 ,.Naskar et alتوان قابلیت انحلال کیتوساان را تنظایم نماود )   می

2019; Sarvaiya and Agrawal, 2015 کیتوسااان بااا ساااختار .)
نفای قارار   کاتیونی  زمانی که در کنار ماده شیمیایی دیگر باا باار م  پلی
ننیونی  موجب سانتز   -تواند با ایجاد یک زنجیره کاتیونیگیرد  میمی

نانو ذرات شود. در این فرایند  مااده ماوثره موجاود در عصااره بادون      
تواند باا  گیرد و میتشکیل پیوند شیمیایی در ساختار نانوذرات قرار می

 ;Abdelkader et al., 2018سرعت رهایش کنترل شده  نزاد شود )

Akbari et al., 2021; Wu et al., 2014 .)های سنتز در بین روش
و    لحای   روزتارین  ذره با کیتوساان  روش ژلاسایون یاونی باه    نانو

ناینوذر ت  یاابی باه   دسات بی دهی و کیفیت، روش منیسبی بار ی  
باشد. در این روش  تشکیل پیوند شیمیایی  عامل اتصاال عرضای   می

                                                           
1- Biopolymer 

شاد بلکاه   بانمای  2فسافات پلای های عاملی کیتوسان و تریبین گروه
های مثبت )کیتوسان( و منفای  نیروهای ا کترواستاتیکی که میان یون

شاود  سابب اتصاال عرضای خواهاد شاد       فسفات( ایجاد میپلی)تری
(Agnihotri et al., 2004 Sreekumar et al., 2018;  .)  9شاکل  

ذرات کسساو ه شاده عصااره قاارچ     ای از مراحل تشاکیل ناانو  خلاصه
 دهد.ننتاگونیست به روش ژلاسیون یونی را نشان می

 (Vincekovic et al., 2016)وینسااکوویو و همکااارانش  
ن ژیناات سانتز نمودناد کاه      -هایی با سیستم کیتوسان میکروکسسول

بارگاذاری   T. virideهای مس و گوناه  زمان توسط یونصورت همبه
ی هاایی نونااهذر ت مااو و متیبولیااتشااد. طبااق ایاان مطا عااه  

تن  و ترجکودرماای تاا میر منفاای باار روی کدیلیاات جکاا ج ر ن   اا 
به علت د  تن  سپور، سارعت رهایج     T. virideهیی متیبولیت

  ااوپز و همکااارانش -تااری د  ااتن . مین اار کمتاار و بیبااا ببااو 
(Mancera-Lópeza et al., 2019)  تأثیر فرنیند کسسو ه کاردن در  

 افاازایش نااار  رشااد و کیفیااات قاادرت کنتااارل زیسااتی گوناااه    
 T. harzianum .را بر چند قارچ بیمارگر گیاهی به اثبات رساندند 

هاای کیتوساان   کسساو ه اکسیدانی ناانو باکتریایی و ننتیاثرات ضد
ذرات نقره توسط ساتیاسایلان و همکاارانش   حاوی منبع قارچی و نانو

(Sathiyaseelan et al., 2020 .مشاهده شد ) 
 T. harzianumقارچی قارچ ننتاگونیسات  هش اثر ضددر این پژو

)عاماال بیماااری  M. phaseolinaدر براباار قااارچ بیمااارگر خاااکزی 
پوسیدگی ذغا ی سویا( در شرایط نزمایشگاه مورد بررسی قرار گرفات.  

هاای تریکودرماا بار بسایاری از     قارچی گوناه اگرچه تاکنون اثرات ضد
  اما در این تحقیق سعی شد تا های بیمارگر به اثبات رسیده استقارچ

های حااوی عصااره قاارچ    کسسولنانو با استفاده از فناوری نانو و تهیه
ننتاگونیست  افزایش اثرات ضدقارچی ننتاگونیست مورد مطا عه انجاام  
گیرد. در این فناوری  با کاهش انادازه ذرات در حاد ناانومتر  فعا یات     

رساد اگار   نظار مای  راین باه یابد. بنااب ای و سطح فعال افزایش میذره
ذرات با بیمارگرهاا  صورت نانوقارچ ننتاگونیست به های ثانویهمتابو یت

مواجه شوند  اثر کنترل زیستی بیشتری خواهند داشت.  باا توجاه باه    
منظاور کااهش   های ثانویه به عوامل محیطی و باه حساسیت متابو یت

افازایش   سرعت رهایش مااده مارثره در محایط میزباان و در نتیجاه     
های کسسولکارایی فرنیند کنترل زیستی بیمارگرهای گیاهی  تو ید نانو

 باشد.قارچ ننتاگونیست  هدف اصلی این پژوهش می

 
 
 
 

                                                           
2- Tripolyphosphate (TPP) 
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 T. harzianumشماتیک مراحل تشکیل نانو ذرات كپسوله شده عصاره قارچ  -1شکل 

Schematic processes formation of encapsulated nanoparticles of T. harzianum fungal extract Figure 1- 
 

 هامواد و روش

 مواد

کیتوسان با وزن مو کو ی پایین  استیک اسید  سدیم هیدروکساید  
از تو یدات شرکت سیگما ن ادریو   (STPP)و سدیم تری پلی فسفات 

(Sigma-Aldrich) .تهیه گردید 

 

 های قارچیتهیه گونه

 Trichoderma harzianum (NCBIونیساات قااارچ ننتاگ

GeneBank accession No. JX173852.1) های از مجموعه قارچ
شناسی گیاهی دانشاکده تو یادات گیااهی دانشاگاه     نزمایشگاه بیماری

گردیاد. ایان جدایاه از    علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان دریافت 
ساط رهنماا و   خاک مزارع کلزا گرگان )استان گلستان( جداسازی و تو

(. کشات تاک   Shahiri et al., 2016aهمکاران شناسایی شده باود ) 
 25تهیاه و در دماای    PDAاسسور این جدایه بر روی محایط کشات   

عنوان منبع ماده بیو وژیک استفاده شد. درجه سلسیوس نگهداری و به

 (NCBI GeneBank accession No. KY549686)قارچ بیمارگر 
Macrophomina phaseolina هاای ساویای ن اوده باه     که از ساقه

بیماااری پوساایدگی ذغااا ی جداسااازی شااده بااود از مرکااز تحقیقااات 
های گیااهی  تهیاه   بخش نفات و بیماری -کشاورزی استان مازندران

منظور کشت دوباره  یک حلقه از حاشیه پرگنه قارچ برداشته گردید. به
کشت داده شد و پس از نزمون بیماریزایی  PDAو روی محیط کشت 

 روی سویا  مورد استفاده قرار گرفت.

 

 سازی عصاره قارچ آنتاگونیستآماده

 روزه قارچ  5جهت تهیه عصاره قارچ ننتاگونیست  از حاشیه پرگنه 

 T. harzianum 9محیط کشت  روی
PDA متری میلی 7  دو دیسک

 555یر یک  یتاری حااوی   برداشته شد و در شرایط سترون به ار ن ما
پنجم قدرت ساترون  افازوده شاد.    یک 2PDB یتر محیط کشت میلی

درجاه سلسایوس و    22 ± 9محیط کشت در شرایط سکون و دماای  

                                                           
1- Potato dextrose agar 

2- Potato dextrose broth 
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روز نگهاداری   35ساعت تاریکی به مدت  92ساعت نور و  92شرایط 
سازی محلول حااوی عصااره   از طی این مدت  جهت همگنپو شد. 

دور در دقیقه به مدت  0555)سرعت  9سازواختقارچی  از سیستم یکن
دقیقه( استفاده گردید. محلول حاصل تحت شارایط خاا از کاغاذ     95

میکرومتار   22/5و فیلتر سرسارنگی باا انادازه     4صافی واتمن شماره 
طورکامل  عااری از اساسور شاود. محلاول عصااره      عبور داده شد تا به

 تللایظ گردیاد.   تحات خاا   2حاصل در دستگاه تبخیرکننده چرخشای 
سااازی عصاااره خشااک قااارچ ننتاگونیساات  از دسااتگاه جهاات نماااده

( و دماای  Korea-FDE 350 )مدل 3کن انجمادی تحت خا خشک
ساعت استفاده شد. عصااره خشاک    40درجه سلسیوس به مدت  -55

درجاه   4شده  جهت استفاده در مراحل بعدی در یخچاال و در دماای   
 (. Vinale et al., 2006سلسیوس نگهداری گردید )

 

هااای واااصی عصاااره قااارچ   آماااده سااازی نانول سااو  

 آنتاگونیست

روش به فسفات پلیتری -های کیتوسانکسسولدر این مرحله نانو
ژلاسیون یونی سنتز شده و عصاره قارچ ننتاگونیست در فضاای خاا ی   

 2 شاکل (. Fan et al., 2012بین شبکه ایجاد شده  محباوس شاد )  
دهاد. پاس از انجاام    کسسول را نشان میفرایند نزمایشگاهی سنتز نانو

درجاه سلسایوس    4سااعت در دماای    24ها به مادت  واکنش  نمونه
 (.2شکل نشین شود )کسسول  تهنگهداری شدند تا رسوب ژلاتینی نانو

 

های واصی عصاره قاارچ  شناسی نانول سو ریختبررسی 

 آنتاگونیست

 میکرصسکوپ الکترصنی رصبشی نشر میدانی

( SEM-FE) 4از میکروسااکوپ ا کتروناای روبشاای نشاار میاادانی

 5شناسای ریخات  جهت مطا عات (XMU-MIRA3TESCAN )مدل
 ذرات کسسو ه شده  استفاده گردید.نانو

 

 ذرات ل سوله شدهر نانوگیری قطاندازه

ذرات و همچنین پایداری ذرات در محلاول باه   میانگین اندازه نانو

 DLS دینامیکی ناور باا اساتفاده از دساتگاه    روش پراکندگی هیدرو
 2 

سااخت کشاور فرانساه(     Cordouan Techشرکت  VASCO)مدل 
 گیری شد. اندازه

                                                           
1- Homogenizer 

2- Rotary evaporator 

3- Vacuum freeze dryer 

4- Field Emission Scanning Electron Microscopy 

5- Morphology 

6- Dynamic Light Scattering 

قاااارچی عصااااره صاااا  ص بررسااای صصوتااایات  اااد

 واصی عصاره قارچ آنتاگونیست هایل سو نانو

و  7(TEقااارچی عصاااره خااام )  جهاات بررساای فعا یاات ضااد   

  محایط  0(NCTEهای حاوی عصااره قاارچ ننتاگونیسات )   کسسولنانو
درصد هار یاک    35و  25  95های سترون حاوی غلظت PDAکشت 

 35و  25  95هاای  از تیمارها تهیه گردید. جهت تیمار شاهد از غلظت
ساترون اساتفاده شاد     PDAرون با محیط کشت درصد نب مقطر ست

(Shahiri  et al., 2016b)  هاایی  . پس از انعقاد محیط کشت  قار
 M. phaseolinaروزه قاارچ بیماارگر    5متر از پرگناه  میلی 7به قطر 

های فوق  قرار داده شد. بارای  جدا گردید و در مرکز هر یک از تشتک
روز پاس از   5یمار سه تکرار در نظر گرفته شد. قطر پرگنه قاارچ  هر ت

گیری شاد و درصاد   درجه سلسیوس اندازه 22 ± 9نگهداری در دمای 
بازدارندگی از رشد قارچ عامل بیماری نسبت به شاهد  طبق رابطه یک 

و مقایسه  NCTEشده منظور بررسی رهایش کنترلمحاسبه گردید. به
درصاد تیمارهاای    35 قارچ بیمارگر در غلظات    قطر پرگنهTEنن با  
گیری شد. بررسی اثرات روز پس از کشت نیز اندازه 5و  4  3  2فوق  

فاکتوریل در قا اب طارح کااملا     صورت نزمایشضدقارچی تیمارها به
های بدست نمده از نزمایشات  باا  تصادفی با سه تکرار انجام شد. داده

 نکن در سطح احتمال یک درصد باه ای دااستفاده از نزمون چند دامنه
 Vinale etمورد تجزیه و تحلیل نماری قارار گرفات )   SASافزار نرم

al., 2006.) 

IG= [(C-T)/C] ×100                                         [9]  

IG = درصد بازدارندگی از رشد میسلیومی بیمارگر 
C  =بیمارگر در شاهد قطر پرگنه قارچ 
T  =پرگنه قارچ بیمارگر در تیمار قطر 
 

 نتایج 

هااای واااصی عصاااره قااارچ ل سااو شناساای نااانوریخاات

 آنتاگونیست

 میکرصسکوپ الکترصنی رصبشی نشر میدانی

تصویر سطوح خارجی نانوذرات کسسو ه شده حاوی عصااره قاارچ   
اهده اسات. در ایان شاکل ناانوذرات     قابل مش 3شکل ننتاگونیست در 
صورت ذرات کروی یکنواخت با تقاارن نسابی و قطار    کسسو ه شده به

لازم باه ذکار اسات قبال از     . شاود وضوح دیده مینانومتر به 955زیر 
  فرنینااد او تراسااونیک جهاات  (FE-SEM) انجااام تصااویربرداری 

 ذرات و جلوگیری از تجمع ننها انجام پذیرفت.جداسازی نانو
 

                                                           
7- Trichoderma Extract (TE) 

8- Nano Capsulated  Trichoderma Extract (NCTE) 
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      (a) 

 

 (b) 
 T. harzianumكپسول عصاره ای نانورسوب ژله( b)به روش ژلاسیون یونی  T. harzianumكردن عصاره فرآیند كپسوله( a) -2شکل 

Figure 2- (a) Encapsulation process of T. harzianum extract by ionic gelation method  

(b) Nanocapsule gel precipitation of T. harzianum extract  

 

 
 به روش میکروسکوپ الکترونی روبشی نشر میدانی T. harzianumهای حاوی عصاره تصویر سطوح خارجی نانوكپسول -3 شکل

Figure 3- Image of external surfaces of nanocapsules containing T. harzianum  extract by  

field emission scanning electron microscopy 
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 گیری به روش پراكندگی نور هیدرودینامیکیذرات براساس اندازهمیزان تفکیک و توزیع اندازه نانو -4شکل 

Figure 4- The amount of separation and size distribution of nanoparticles based on measurement  
by hydrodynamic light scattering method 

 

 ذرات ل سوله شدهگیری قطر نانواندازه

روش پراکندگی هیدرودینامیکی نور  ذرات کسسو ه شده بهقطر نانو
  میزان توزیع ذرات را بر اساس اندازه )قطار(  4شکل گیری شد. اندازه

 دسات نماده  میاانگین قطار    دهد. بار اسااس نتاایج باه    ننها نشان می
حاوی عصاره قارچ ننتاگونیست  در پیاک اول  ذر ت کپ وله   ه نینو

دسات نماده باا    نانومتر بود که ایان عادد باا تصاویر باه      19/77برابر 
میکروسکوپ ا کترونای روبشای مطابقات دارد. پیاک دوم باه شاکل       

های به هم چسبیده ذرات باود کاه در اثار وجاود باار ا کتریکای       توده
ار ا کتریکای منفای( و کیتوساان )باار     های تری پلی فسافات )با  یون

کااه پااس از فرنینااد طااوریا کتریکاای مثباات( تشااکیل گردیااد. بااه 

بااقی   9صورت ذرات تجماع یافتاه  ها بهاو تراسونیک  مقداری از نمونه
 11/223ذرات برابار  های تجمع یافته نانودر این پیک  قطر توده ماند.

طاور  کسسو ه شده باه  ذراتدهد جداسازی نانونانومتر بود که نشان می
کامل انجام نشده و به زمان بیشتری برای او تراساونیک نیااز داشات.    

 (PDI) 2ها با اندازه ذرات مختلف  به مقدار ضریب تفکیکتعداد پیک
را مشخص  پراکندگی اندازه ذراتمیزان بستگی دارد. ضریب مربوطه  

ر چاه  ها گازارش شاد.    23554/5برابر  گیریکه در این اندازه کندمی
ذرات بهتار از   معنی است کهبدین کوچکتر باشدمقدار ضریب تفکیک 

به عبارت دیگر  تناوع جمعیات   . ده و پایداری بیشتری دارندشهم جدا 
 (.Caputo et al., 2019های مختلف  کمتر است )نانوذرات با اندازه

                                                           
1- Agglomerated 

2- Poly Dispersity Index )PDI( 

 

 ساوله  ذرات لقارچی عصاره صاا  ص ناانو  صصوتیات  د

 واصی عصاره قارچ آنتاگونیست شده

 ( و TEدرصاااد عصااااره خاااام ) 35و  25  95هاااای در غلظااات
 T. harzianumهاای حااوی عصااره قاارچ ننتاگونیسات      کسسولنانو

(NCTE     با افزایش غلظت  میزان بازدارنادگی از رشاد پرگناه قاارچ  )
 (. براساااس 9جاادول افاازایش یافاات )  M. phaseolinaبیمااارگر 

و  TEدرصاد   35  از نظر اثار بازدارنادگی  غلظات    9جدول های داده
در یک گروه نماری قرار گرفتند. این نتیجه  NCTEدرصد  95غلظت 

کسسو ه کاردن عصااره قاارچ ننتاگونیسات  موجاب      دهد  نانونشان می
و TE ر هار کادام از تیمارهاای    شاود. د افزایش اثر بازدارندگی نن می

NCTE درصاد باود    35  بیشترین درصد بازدارندگی مربوط به غلظات
دهاد ناوع عصااره     (. نتایج جدول تجزیه واریانس نشان مای 5شکل )

های مختلف عصاره و اثر متقابل ننها بر درصد بازدارندگی قارچ غلظت
 .M شااد میساالیومی قااارچ باار رT. harzianum ننتاگونیساات 

phaseolina    داری داشات  در سطح احتمال یک درصاد تاأثیر معنای
درصاد هار یاک از     35(. در بررسی اثر بازدارنادگی غلظات   2جدول )

 .M در براباار رشااد میساالیومی قااارچ    NCTEو TE تیمارهااای 

phaseolina  ی مشااهده  طی مدت پنج روز  افزایش میزان بازدارنادگ
به ترتیب در  NCTEو  TE. اثر بازدارندگی تیمارهای (2شکل گردید )

 (.2شکل دو و چهار گروه نماری قرار گرفت )
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 .Mدر برابر رشد قارچ  T. harzianum (NCTE)حاوی عصاره  هایكپسولو نانو T. harzianum (TE)های مختلف عصاره خام اثر غلظت -1جدول 

phaseolina پس از پنج روز در شرایط آزمایشگاه 

Table 1- Effect of different concentrations of T. harzianum crude extract (TE) and T. harzianum nanocapsulated extract 

(NCTE) on M. phaseolina after five days in in-vitro conditions 

Std 
 (NCTE)میانگین درصد بازدارندگی

Mean of inhibition percent (NCTE) 

Std 

 

 (TE)میانگین درصد بازدارندگی

Mean of inhibition percent 

(TE) 

 )%(غلظت عصاره در هر تشتک 

Concentration of extract 

in each plate (%) 

0.07 c 55.66 0.04 e 45.66 10 

0.03 b 60 0.12 d 49 20 
0.09 a 70 0.07 c 55.66 30 

0 f  0 0 f 0 10 شاهد((control 
0 f 0 0 f 0 20 شاهد((control  

0 f  0 0 f 0  30 شاهد((control 

  باشند( نمیP<0.01دار )اعداد با حروف مشترک در هر ستون دارای اختلاف معنی

Numbers followed by the same letter are not significantly differentns (P<0.01) 
 

   
بر رشد  T. harzianum (NCTE)حاوی عصاره  هایكپسولنانو (b)و  T. harzianum (TE)عصاره خام  (a) درصد 33اثر غلظت  -5 شکل

 بعد از پنج روز در شرایط آزمایشگاه (c)در مقایسه با شاهد  M. phaseolinaپرگنه قارچ بیمارگر 

Figure 5- Effect of 30 percent concentration of (a) T. harzianum crude extract (TE) and (b) T. harzianum nanocapsulated 

extract (NCTE) on colony diameter of M. phaseolina in comparison to control (c) after five days in in-vitro condition 
 

 T. harzianumهای حاوی عصاره كپسولو نانو T. harzianum (TE)های مختلف عصاره خام تجزیه واریانس اثر بازدارندگی غلظت -2 جدول

(NCTE)  در برابر رشد قارچM. phaseolina در شرایط آزمایشگاه پس از پنج روز 

Table 2- Analysis of variance of  inhibitory effect of different concentrations of T. harzianum crude extract (TE) and T. 

harzianum  nanocapsulated extract (NCTE) on M. phaseolina after five days in in-vitro condition 
F میانگین مربعات 

Mean square 

 درجه آزادی
Df 

 منابع تغییرات
Source of variation 

 (T) نوع عصاره 2 139.64 .31524**9
Kind of extrac 

 (C) غلظت های عصاره 2 0.66 **150.24
  Concentration of extract 

 اثر متقابل  4 0.17 **39.53
(T*C) 

 خطا 18 0.0044 -
Error 

 )%( ضریب تلییرات - 1.27 -

(CV) 

 دار در سطح احتمال یک درصدمعنی**
**:Significant at level of P<0.01 

a b c 
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در  T. harzianum (NCTE)های حاوی عصاره كپسولو نانو T. harzianum (TE)درصد عصاره خام  33اثر بازدارندگی غلظت  -6شکل 

 طی مدت پنج روز در شرایط آزمایشگاه M. phaseolinaبرابر رشد قارچ بیمارگر 

Figure 6- Inhibitory effect of 30 percent concentration of T. harzianum crude extract (TE) and T. harzianum 

nanocapsulated extract (NCTE) against growth of M.  phaseolina within five days in in-vitro condition  
 

 T. harzianumهای حاوی عصاره كپسولو نانو T. harzianum(TE) درصد عصاره خام  33تجزیه واریانس اثر بازدارندگی غلظت  -3 جدول

(NCTE)  در برابر رشد قارچ بیمارگرM. phaseolina طی مدت پنج روز در شرایط آزمایشگاه 

Table 3- Analysis of variance of inhibitory effect of 30 percent concentration of T. harzianum crude extract (TE) and 
 T. harzianum nanocapsulated extract (NCTE) on M. phaseolina after five days in in-vitro condition 

 میانگین مربعات 
Mean square 

 درجه آزادی
Df 

 منابع تغییرات
Source of variation 

 (T) نوع عصاره 1 33.79 **13.35
Kind of extract 

 (D) روز 3 732.70 **289.46
Day 

 تقابلاثر م  3 361.78 **142.93
(T*D) 

 خطا 16 2.53 -
Error 

 )%( ضریب تلییرات - 3.11 -

(CV) 

 دار در سطح احتمال یک درصدمعنی**
**:Significant at level of P<0.01 

 

 NCTE  در روزهاای دوم و ساوم بیشاتر از    TEاین اثر در تیمار 
افاازایش  NCTEکااه در روزهااای چهااارم و پاانجم    بااود. درحااا ی

نشان داد. ایان تفااوت در    TEبازدارندگی نسبت به چشمگیری در اثر 
دار باود. در روزهاای   سطح احتمال یک درصد  از نظار نمااری معنای   

ادامه  TEچهارم و پنجم  روند افزایشی میزان بازدارندگی در تیمارهای 
داری از نظار نمااری در ساطح احتماال یاک      داشت  اما تفاوت معنای 

(. نتاایج جادول تجزیاه    2شکل درصد  بین این دو روز مشاهده نشد )

  روز و اثار متقابال ننهاا بار اثار      دهد ناوع عصااره  واریانس نشان می
در  M. phaseolina در برابر قارچ T. harzianum بازدارندگی قارچ 

 (.3جدول داری داشت )سطح احتمال یک درصد تأثیر معنی

در روز پانجم    TEنسابت باه     NCTEزدارندگی بهتر تیماراثر با
هاای ثانویاه قاارچ    تواند مربوط به رهاسازی کنترل شده متابو یات می

باشااد. بااالا بااودن اثاار بازدارناادگی در  T. harzianum ننتاگونیساات
ماواد   بااره در روزهای اول  به د یل رهایش یک TEهای حاوی نمونه
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جهت  گذشت زمان تأثیری در بهباود  مرثره در محیط کشت بود. بدین
 عملکرد این تیمار نداشت. 

 

 بحث

قاارچی عصااره خاام و    نتایج حاصل از این پاژوهش  اثارات ضاد   
را بار   T. harzianumهای حاوی عصاره قارچ ننتاگونیست نانوکسسول

در شرایط نزمایشگاه اثبات نمود.  M. phaseolinaروی قارچ بیمارگر 
 T. harzianum های ثانویاه  ربوط به متابو یتقارچی ماین اثرات ضد

های تریکودرما توساط  های ثانویه گونهقارچی متابو یتبود. اثرات ضد
 ;Morath et al., 2012پژوهشاگران دیگار نیاز گازارش گردیاد )     

Reino et al., 2008; Siddiquee et al., 2012; Siddiquee, 

عصااره قاارچ    کسسو ه کاردن (. در این مطا عه مشخص شد نانو2014
شود  قدرت کنترل قارچ عامل موجب می T. harzianumننتاگونیست 

هاای  نانوکسسول توسط 5و  4( در روزهای M. phaseolinaبیماری )
  افازایش یاباد. ایان    T. harzianumعصاره قارچ ننتاگونیست  حاوی

هاا  افزایش به د یل رهایش کنتارل شاده مااده ماوثره در نانوکسساول     
موثره   که در عصاره خام این قارچ ننتاگونیست  مادهباشد. در حا یمی

هاای دیگار   گردد. از مزیتباره در روزهای دوم و سوم  نزاد میبه یک
  ه کاااردن  افااازایش پایاااداری عصااااره قاااارچ فرایناااد نانوکسساااو

 T. harzianum هاای  نانوکسساول  ترتیب با گذشت زمان است. بدین
فاظ    اثار بازدارنادگی خاود را ح   T. harzianumحاوی عصاره قاارچ  

هاای  نیاز توانساتند باا تو یاد گراناول      نمایند.  وکاتلی و همکااران می
 جملااه هااای مختلااف تریکودرمااا )از  کسسااو ه شااده گونااه  نااانو

 T. harzianumهای تریکودرما (  موجب پایداری بیشتر فرمولاسیون
 ,.Locatelli et alو اثربخشی بهتر ایان قاارچ ننتاگونیسات شاوند )    

با کسسو ه نماودن   (Juric et al., 2019) (. جوریک و همکاران2017
T. viride، محافظت قارچ ننتاگونیست در برابار عوامال مضار     ضمن

را نیاز کنتارل    T. virideمحیطی  توانستند میزان رهایش ماده موثره 
با تو یاد    (Maruyama et al., 2020) . ماریویاما و همکارانشنمایند

توانساتند مانادگاری     T. harzianumهای حاوی قاارچ  میکروکسسول
ثربخشی  فعا یت کیتینو یتیک و سلو یتیک این قارچ را افزایش دهند. ا

ننها همچنین نشان دادند قارچ کسسو ه شده در مقایسه باا شااهد  اثار    
  .دارد Sclerotinia sclerotiorumقارچی بیشتری بر قارچ ضد

شاود   شده موجب می ذرات کسسو هکاربرد کیتوسان در تو ید نانو 
(. اثار  Thai et al., 2020تر و موثرتر صورت گیارد ) کنترل زیستی به

حضور همزمان کیتین و کیتوسان بر افازایش قادرت کنتارل زیساتی     

های تریکودرما  توسط محققین مختلف مورد مطا عه قرار گرفت. گونه
هاای  ننها نشان دادند  حضور همزماان کیتاین و کیتوساان  مکانیسام    

کناد. تناوع   تار مای  تار و اثرگاذار   وژیکی تریکودرما را فعالکنترل بیو
های تو ید شده توسط کیتین و کیتوسان  موجب اجرای مکانیسم ننزیم

شاود. از  مایکوپارازیتیسم به بهترین شکل توسط قارچ ننتاگونیست می
هایی از تریکودرما را که تحات اثار   طرف دیگر کیتوسان  دیواره سلول

(. Kappel et al., 2020نماید )دند  بازسازی میبیمارگرها تخریب ش
را باا هادف بهباود     T. reesei  (Peil et al., 2020) پیل و همکاران

کیفیت رهایش ننزیم و اثر نن بر روی بیمارگرهای تنه درخات انگاور    
ونیست به د یل ماندگاری پایین های قارچی ننتاگکسسو ه نمودند. گونه

قابال کنتارل  تاوان کنتارل مناساب ایان بیمااری را        غیر زنیو جوانه
  قادرت کنتارل   T. reeseiنداشتند. ننها توانستند باا کسساو ه کاردن    

 .زیستی این قارچ ننتاگونیست را به میزان قابل توجهی افزایش دهند

 
توانستند با اساتفاده    (Vahabi et al., 2011) وهابی و همکاران 

ذرات   بیوسانتز خاارس سالو ی ناانو    T. reeseiاز توده میسلیومی قارچ 
نانومتر تو یاد نمایناد. در ایان روش  قارار گارفتن       5-55نقره با ابعاد 

میسلیوم قارچ در معرض محلول نیترات نقره  موجاب تحریاک تو یاد    
شود. از ننجا که ایان قاارچ دوساتدار    یهای قارچ مها و متابو یتننزیم

 های خاارس سالو ی فراوانای   ها و ننزیمتواند متابو یتمحیط زیست می
اس صنعتی مورد تواند در مقیرسد این روش میتو ید نماید  به نظر می

 استفاده قرار گیرد.
هاای  هایی که ارائه گردید  اسسر یا میسلیوم گونهدر عمده پژوهش

 کسساااو ه شااادند و تااااکنون  درماااا  ناااانو مختلاااف قاااارچ تریکو 
گزارش نشده اسات. از   T. harzianumکردن عصاره قارچ کسسو هنانو

کردن  وابستگی کمتر به افزایش غلظت ماده مرثره کسسو همزایای نانو
است که عاملی مطلاوب و هدفمناد در کنتارل زیساتی بیمارگرهاای      

باا کسساو ه   شود. براساس نتاایج تحقیاق حاضار     گیاهی محسوب می
  -ذرات کیتوسااانکااردن عصاااره قااارچ تریکودرمااا در قا ااب نااانو   

هاای ثانویاه قاارچ    فسفات  نیاز باه غلظات باالای متابو یات    پلیتری
شکل قابل توجهی کاهش یافات و اثارات بازدارنادگی     ننتاگونیست به

تار  فرمولاسیون نانو مورد مطا عه با سرعت رهایش تدریجی  مطلاوب 
ها و نیز ارزیاابی  نزمایشات تکمیلی در سایر پاتوسیستمارزیابی گردید. 

فرمولاسیون حاضر در مقیاس بزرگتار جهات اعتبارسانجی باه نتاایج      
 گردد.پیشنهاد می
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