
  131     ...هاي ثانويهمتابوليت استخراج و شناسايي

 

و بررسي اثرات  Trichoderma atroviridae (6022) هاي ثانويهمتابوليت استخراج و شناسايي
 ضدقارچي آنها

 
  5محمدحسين فاطمي - 4سعيد نصراالله نژاد - 3محسن جهانشاهي -*2كامران رهنما - 1مائده شهيري طبرستاني

  21/02/1395: تاريخ دريافت
 18/05/1395: تاريخ پذيرش

 

   چكيده
 Sclerotiniaو  Macrophomina phaseolinaهـاي بيمـارگر خـاكزاد    برابـر قـارچ  در Trichoderma atroviridae (6022) قارچي جدايهفعاليت ضد

sclerotiorum متابوليـت . هاي بيمارگر را متوقف نموددر آزمون كشت متقابل، جدايه آنتاگونيست به سرعت، رشد قارچ. درشرايط آزمايشگاه، مورد بررسي قرار گرفت-
 تـر  مسن و زمان گذشت با كه ري نشان دادندهاي بيمارگر، اثرات بازدارندگي چشمگيساعته در برابر قارچ 72و  48، 24هاي فرار جدايه آنتاگونيست در كشت همزمان، 

هاي غيرفرار اسـتخراج  هاي مختلف متابوليتغلظت. بيشتري مشاهده شد بازدارندگي نتيجه اثرات و در افزايش هامتابوليت اين توليد ميزان تريكودرما، پرگنه قارچ شدن
هاي غيرفرار استخراجي از توده متابوليت. هاي بيمارگر را كنترل نمايندمي و توليد اسكلروت قارچخوبي رشد ميسيليوشده از محيط غذايي مايع و توده قارچي، توانستند به

جلـوگيري   S. sclerotiorumو   M. phaseolinaاز رشـد   درصـد  100و  62/87به ترتيب تا  درصد 15قارچي، بازدارندگي بهتري نشان دادند و توانستند در غلظت 
و بـا اسـتفاده از   ) و سوكسله توده قـارچي  Headspaceهگزان و متانول؛ تكنيك -هاي آلي انبا حلال(د ساده آزمايشگاهي جهت استخراج از طريق چهار فراين. نمايند

ر اين بررسي، فقط كليه ترپنوئيدهاي شناسايي شده د. ها بودندها از گروه آلكانتركيب متابوليت ثانويه شناسايي شدند كه بيشتر آن 61دستگاه گاز كروماتوگرافي جرمي، 
هگزانـول؛ پالميتيـك اسـيد و    -1-اتيـل -2پنتـانول، ايزوآميـل الكـل و    -1قارچي شناسايي شده در اين جدايه، از تركيبات ضد. مشاهده شدند Headspace تكنيك در

ــيس ــل  -2(اســتيريك اســيد؛ ب ــلاتي ــالات و دي) هگزي ــالات مــيان-فت ــل فت ــرات ض ــ. باشــنداكتي ــات، اث ــن تركيب ــه دوجــود اي ــه را توجي ــارچي متابوليــت ثانوي   ق
 .گيرداين تحقيق براي اولين بار در ايران انجام مي. نمايدمي 

  
   GC/MS ،Macrophomina phaseolina ، Sclerotinia sclerotiorum: كليدي هاي واژه

 

   1مقدمه
ايـن  . نماينـد هاي ثانويه توليد ميها دامنه وسيعي از متابوليتقارچ

در  امـا  باشـند، ر مسـتقيم بـراي رشـد مـورد نيـاز نمـي      طوتركيبات به
هـاي  گونـه ). 32و  25(هاي مختلف زيستي نقش مهمي دارند  فعاليت

تـرين  شـده هـاي ثانويـه و از شـناخته   منبع غني از متابوليت تريكودرما
كـش و كودهـاي   عنـوان قـارچ  عوامل بيوكنترل قارچي هستند كه بـه 

. گيرندموفقيت مورد استفاده قرار ميبيولوژيكي در گلخانه و مزرعه، با 
از طريـق  (بيـوز  كار آنتـي وبا ساز ها، در تعاملات آنتاگونيستياين گونه

، مايكوپارازيتيسـم،  )بيـوتيكي فعاليت آنتـي  با توليد بسياري از ساختارها
كننده ديواره سـلولي  هاي تجزيهرقابت جهت مواد مغذي، فعاليت آنزيم

كننـد كـه در ايـن ميـان،     ، ايفاي نقش ميو القاي مقاومت سيستميك
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ــي  ــد آنت ــك دارد   تولي ــاركرد بيولوژي ــي در ك ــش مهم ــك نق . بيوتي
بيوتيكي در تريكودرما بـه دو دسـته   هاي ثانويه با فعاليت آنتي متابوليت

هاي فرار با وزن مولكولي پايين كه در متابوليت. شونداصلي تقسيم مي
شركت دارند و به چندين گروه  زاتعاملات پيچيده گياه و عامل بيماري

هـا، آلدئيـدها،   هـا، آلكـان  ها، الكلترپنشيميايي نظير مونو و سسكوئي
ها، استرها و تعـدادي از  ها، لاكتونها، كتونتركيبات آروماتيك، فوران
هاي هاي فرار و متابوليتها و بوتنوليدها، ترپنپلي كتيدها نظير پيرون
اين تركيبات نسبتاً غير قطبي هسـتند و   اكثر. ايزوسيانيدي تعلق دارند

راحتي در محيط خاك حركـت  توانند بهفشار بخار بالايي دارند، لذا مي
هـا بـا   دسته ديگر، متابوليت. و بر فيزيولوژي عامل بيمارگر اثر بگذارند

ايـن تركيبـات قطبـي    . باشـند مي) هانظير پپتيبول(وزن مولكولي بالا 
هاي تريكودرما و بيمارگرها عمـل  گونه ي تماس مستقيم بينوسيله به
  ).30 و 23، 19، 17، 3(كنند مي

 .T. atroviride، Tهاي هاي فرار در تعدادي از جدايهمتابوليت
harzianum ، T. viride ، T. longibrachiatum،  T. 

pseudokoningii و T. aureoviride  ايـن  . شناسايي شده اسـت
خص بسـته بـه دوره رشـدي، نـوع     تركيبات در يك گونه يا جدايه مش

  ). 27 و 16(مواد مغذي، دما و ساير پارامترهاي محيطي، متفاوتند 
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هاي فرار قارچي با دستگاه گـاز كرومـاتوگرافي   شناسايي متابوليت
انجـام  ) دليل قدرت جداسازي و حساسيت بالاي تشخيصيبه( 1جرمي
محـيط  هـا در  بدين منظور، پس از كشـت قـارچ  ). 32 و 22(گيرد  مي

هـاي مختلفـي   توان تركيبات فرار را بـه روش غذايي مايع يا جامد، مي
با استفاده از  2هاي آلي يا استخراج فاز جامدازجمله با استفاده از حلال

شناسايي تركيـب از  ). 30(جداسازي نمود  18Cهاي سيليكاژل يا ستون
س اي يا بر اساهاي كتابخانههاي جرمي با طيفي طيفطريق مقايسه

هـا بـا اسـتانداردهاي شـناخته شـده،      هاي ماند و طيفي زمانمقايسه
  ). 15(گيرد انجام مي

  هــاي ثانويــه هــاي اخيــر، در زمينــه شناســايي متابوليــتدر ســال
ها مطالعات مختلفي هاي تريكودرما و بررسي اثرات ضدقارچي آنگونه

 36، 34، 33، 31، 27، 25، 18، 8(در ساير كشورها انجام گرفته است 
  ).37 و

دركشورمان سابقه مطالعاتي مناسبي در ارتباط با قارچ تريكودرمـا،  
هاي موجود در ايران و پراكندگي آنها درنواحي در زمينه شناسايي گونه

و دامنـه بيمارگرهـاي گيـاهي مـرتبط بـا آنهـا اعـم از        ) 26( مختلـف 
، ) Rhizoctonia solani )20بيمارگرهـاي قـارچي خـاكزاد ماننـد     

.Pythium sp )2 11و (  وMacrophomina phaseolina )1 ،
عـلاوه  . وجود دارد) 14 و 13(بيمارگرهاي قارچي غيرخاكزاد ) 35 و 9

بر بررسي روابط آنتاگونيستي تريكودرما بـر بيمارگرهـاي مختلـف، در    
هـاي كيتينـاز، گلوكانـاز و    هاي اين قارچ به ويژه آنـزيم زمينه متابوليت

امـا در زمينـه   ). 38 و 10(صـورت گرفتـه اسـت     سلولاز نيز، مطالعاتي
ي دسـتگاه  وسيلههاي تريكودرما بههاي ثانويه گونهشناسايي متابوليت

مبسـوطي    ، تحقيقHeadspaceگاز كروماتوگرافي جرمي و تكنيك 
هـاي  در اين تحقيق اثرات ضـدقارچي متابوليـت   .است صورت نگرفته

كــه در Trichoderma atroviridae (6022) ثانويــه، جدايــه 
مطالعات قبلي جهت كنترل بيولوژيـك بيمارگرهـاي قـارچي مختلـف     

هـاي  متابوليت ، مورد بررسي قرار گرفت و )10و  2(موفق عمل نمود 
آن با استفاده از دستگاه گـاز كرومـاتوگرافي جرمـي و تكنيـك      ثانويه

Headspace شناسايي شد. 
  

 هامواد و روش

  اگونيست هاي بيمارگر و آنتتهيه جدايه
ــارچ    Sclerotinia و Macrophomina phaseolinaق

sclerotiorum بخش  -از مركز تحقيقات كشاورزي استان مازندران
ترتيـب از  هـا بـه   ايـن قـارچ  . هاي گياهي، دريافت شدآفات و بيماري

هاي كلزاي هاي سوياي آلوده به بيماري پوسيدگي ذغالي و ساقهساقه
منظور تجديد به. ي سفيد جداسازي شده بودندآلوده به بيماري پوسيدگ

                                                            
1- Gas chromatography–mass spectrometry(GC/MS) 
2- Solid phase extraction 

كشت، يك حلقه از حاشيه پرگنه قارچ برداشته و روي محـيط غـذايي   
PDA

3
زايي مورد استفاده قـرار  كشت داده شد و پس از تست بيماري 

  .گرفت
كه در ايـن    6022جدايه Trichoderma atroviridaeقارچ 

شناسـي آزمايشـگاه   رچتحقيق مورد مطالعه قرار گرفت، از كلكسيون قا
شناســي گيــاهي دانشــكده توليــدات گيــاهي دانشــگاه علــوم بيمــاري

از  ايـن جدايـه  . شـده اسـت  كشاورزي و منابع طبيعي گرگان دريافـت  
استان خراسان رضوي جداسازي و ) طالبي و خربزه(خاك مزارع جاليز 

تك اسپور اين  كشت). 21(توسط رهنما و همكاران شناسايي شده بود 
درجــه  25تهيــه و در دمــاي  PDAيــه بــر روي محــيط غــذايي جدا

 . عنوان منبع ماده فعال بيولوژيك استفاده شدگراد نگهداري و به سانتي
  

  ارزيابي فعاليت آنتاگونيستي جدايه تريكودرما
منظور اثبات قدرت آنتاگونيستي جدايه تريكودرما از سه آزمـون  به

 :استفاده شد
 

  آزمون كشت متقابل -1
 متـري از حاشـيه فعـال پرگنـه جدايـه      ميلـي هفـت  يسـك  يك د

متري از حاشيه فعال پرگنه ميلي هفتهاي بيمارگر و يك ديسك قارچ
  5/1بـه فاصـله    پتـري  تشـتك جدايه قـارچ تريكودرمـا در دو طـرف    

هـا  تشتك. كشت داده شدند، PDA دارايمتر از حاشيه تشتك سانتي
گـراد در تـاريكي   سـانتي  درجـه  28 ± 1مدت چهـار روز در دمـاي    به

متـري محـيط   در تيمار شاهد از ديسك هفـت ميلـي  . نگهداري شدند
ميزان بازدارندگي از رشد شـعاعي بيمـارگر   . استفاده شد PDAغذايي 

. در مقايسه با شاهد بر اساس فرمول يك محاسبه و يادداشـت گرديـد  
تصـادفي بـا سـه تكـرار انجـام گرفـت و        آزمون در قالب طرح كـاملاً 

  ).35(ايش دو بار تكرار شد آزم
IG= [(C-T)/C] ×100  ]1[  

IG= درصد بازدارندگي از رشد ميسيليومي بيمارگر  
C =قطر پرگنه قارچي بيمارگر در شاهد  
T =پرگنه قارچي بيمارگر در تيمار قطر 
  

رشد  برفرار جدايه تريكودرما  هايمتابوليتبررسي اثر  -2
  هاي بيمارگرپرگنه قارچ

  :حالت و به شرح زير انجام گرفت چهاردر اين آزمايش  
  تريكودرما هاي بيمارگر با جدايهكشت همزمان قارچ -1
  هاي بيمارگر ساعت قبل از قارچ 24كشت تريكودرما  -2 
  هاي بيمارگرساعت قبل از قارچ 48كشت تريكودرما  -3
 هاي بيمارگرساعت قبل از قارچ 72كشت تريكودرما  -4

                                                            
3- Potato dextrose agar 
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 ــ ــر اس ــون ب ــن آزم ــيس و وبســتر در اي   از روش ) 7(اس روش دن
كـه تشـتك حـاوي قـارچ     طـوري هم استفاده شد، بـه هاي رويتشتك

. بيمارگر در بالا و تشتك حاوي جدايه تريكودرما در پايين قرار گرفـت 
خوبي مسدود شد تـا  هاي روي هم قرار گرفته با پارافيلم بهدور تشتك

شـده و از خـروج    طـور كامـل قطـع   ارتباط دو ظرف با محيط خارج به
جـاي  در تيمارهاي شاهد نيز به. تركيبات فرار به خارج جلوگيري گردد

از ديسك داراي محيط ) در تشتك پاييني(استفاده از جدايه تريكودرما 
  ظـروف تشـتك در انكوبـاتور بـا دمـاي     . اسـتفاده شـد   PDAغذايي 

سـاعت قطـر    96گراد نگهداري شده و پـس از  درجه سانتي 28 ± 1 
قارچ بيمارگر و ميزان توليـد اسـكلروت در تيمارهـاي مختلـف،     پرگنه 
در نهايت درصد بازدارندگي از . گيري و با تيمار شاهد مقايسه شداندازه

رشد شعاعي بيمارگر در اين مـدت براسـاس فرمـول يـك محاسـبه و      
آزمون در قالب طرح كاملاً تصادفي با سه تكـرار انجـام   . يادداشت شد

 ).7(شد 
  

 بـر ار جدايه تريكودرما فرغير هايمتابوليتثر بررسي ا -3
  رهاي بيمارگرشد پرگنه قارچ

  متـري از حاشـيه پرگنـه پـنج روزه جدايـه     دو ديسك هفت ميلـي 
  T. atroviridae (6022) محيط غذايي  رويPDA  برداشته شد

ليتـر  ميلـي  500و در شرايط استريل در ارلن ماير يك ليتـري حـاوي   
  PDBنجم قـدرت  پ -محيط غذايي مايع يك

اسـتريل كشـت داده   1
ــد ــيط. ش ــاي   مح ــكون و دم ــرايط س ــذايي، در ش ــه  26 ± 1غ درج
 30ساعت تاريكي بـه مـدت    12ساعت نور و  12گراد و شرايط  سانتي

واتمـن  (روز نگهداري شد و سپس تحت شرايط خلأ از كاغـذ صـافي   
عبـور داده شـد و عصـاره حاصـل در دمـاي دو درجـه       ) شماره چهـار 

متابوليت استخراجي ). 36(ساعت نگهداري شد  24مدت اد بهگر سانتي
، 10هـاي  غلظـت  .ميكرون، استريل شـد  22/0پور وسيله فيلتر ميليبه

اسـتريل تهيـه    PDAدرصد محلول پايه با محـيط غـذايي    30و  20
درصد آب مقطر  30و  20، 10هاي جهت تيمار شاهد از غلظت. گرديد

پـس از انعقـاد   . يل، اسـتفاده شـد  استر PDAاستريل با محيط غذايي 
متـر از پرگنـه پـنج روزه    هايي به قطر هفت ميلـي محيط كشت، قرص

هاي فوق قـرارداده  هاي بيمارگر جدا و در مركز هر يك از تشتكقارچ
قطـر رشـد پرگنـه    . براي هر تيمار چهار تكرار در نظر گرفته شـد . شد

 1ري در دمـاي  چهار روز پس از نگهـدا  قارچ و ميزان توليد اسكلروت،
گيري و درصد بازدارندگي از رشـد قـارچ   گراد، اندازهدرجه سانتي 26 ±

آزمـون   .عامل بيماري نسبت به شاهد طبق رابطه يك محاسبه گرديد
هـاي بدسـت   داده. تصادفي با سه تكرار انجام شد در قالب طرح كاملاً

سـطح   اي دانكـن در آمده از آزمايشات، با استفاده از آزمون چند دامنـه 
مـورد تجزيـه و تحليـل     SASنرم افـزار   وسيلهاحتمال يك درصد به

                                                            
1- One-fifths strength potato dextrose broth 

 ).36(آماري قرار گرفت 
  

ــت   ــايي متابولي ــتخراج و شناس ــه   اس ــه جداي ــاي ثانوي ه
  تريكودرما

 هــاي ثانويــه جدايــهبــه منظــور اســتخراج و شناســايي متابوليــت
ابتـدا محـيط   ) 36(تريكودرما مطـابق روش روش وينـال و همكـاران    

در ارلن مـاير تهيـه و  پـس از     PDBپنجم قدرت  -مايع يكغذايي 
متـري از حاشـيه   استريل نمودن آن با اتوكلاو، دو ديسك هفت ميلـي 
روز پس از  31. شدپرگنه پنج روزه جدايه تريكودرما در آن كشت داده 

ي قيف وسيلهگراد، محيط غذايي بهدرجه سانتي 25نگهداري در دماي 
ا كاغذ واتمن شماره چهار صاف و مايع صاف بوخنر تحت شرايط خلأ ب

گراد نگهـداري  هاي بعدي در دماي دو درجه سانتيشده جهت بررسي
كـويي و  ديهـاي ثانويـه براسـاس روش سـي    استخراج متابوليت. شد

هگزان و متانول انجام -هاي آلي ان، با استفاده از حلال)27(همكاران 
دسـتگاه گـاز كرومـاتوگرافي     هاي ثانويه، ازو جهت شناسايي متابوليت

  .جرمي استفاده شد
توده قارچي جدايه تريكودرما كه بر روي كاغذ صافي بـاقي مانـد،   

سـپس پـودر آن داخـل    . به مدت يك هفته در معرض هوا خشك شد
وسيله حـلال متـانول، طـي سـه روز متـوالي      كارتوش قرار گرفت و به

موجود در عصاره  متانول. سوكسله شد تا مواد مؤثره آن استخراج شود
گراد، تبخيـر  درجه سانتي 60حاصل، توسط روتاري تحت خلأ با دماي 

-اي حاصل جهت شناسايي متابوليتمقداري از عصاره قرمز قهوه. شد
بـه  ). 8(هاي مؤثر به دستگاه گاز كرومـاتوگرافي جرمـي تزريـق شـد     

منظور بررسي اثر عصاره توده قـارچي حاصـل از سوكسـله، از صـافي     
درصد محلول  15و  10، 5هاي يكرون عبور داده شد و غلظتم 22/0

جهت تيمار شاهد از . استريل، تهيه گرديد PDAپايه با محيط غذايي 
درصد آب مقطر استريل بـا محـيط غـذايي     30و  20، 10هاي غلظت
PDA پس از بستن محيط غذايي، ديسك هفت . استريل استفاده شد
هـا در  تشـتك . شـد ك كشـت  متري قارچ بيمارگر در وسط تشـت ميلي

سـاعت،   96گراد نگهداري و پس از درجه سانتي 25انكوباتور با دماي 
گيـري و بـا   ميزان توليد اسكلروت و قطر پرگنه قـارچ بيمـارگر، انـدازه   

در نهايت درصد بازدارندگي از رشد شعاعي . تيمار شاهد مقايسه گرديد
آزمون در قالب  .بيمارگر در اين مدت براساس فرمول يك محاسبه شد

هـاي بدسـت آمـده از    طرح كاملاً تصادفي با سه تكـرار انجـام و داده  
اي دانكن در سـطح احتمـال   آزمايشات، با استفاده از آزمون چند دامنه

مورد تجزيه و تحليل آماري قـرار   SASنرم افزار  وسيلهيك درصد به
  .گرفت
گـراد  انتيدرجه س 50هاي ثانويه با نقطه جوش كمتر از متابوليت 

و دســتگاه گــاز كرومــاتوگرافي  Headspaceبــا اســتفاده از تكنيــك 
متـري از  جهت بررسـي، ديسـك هفـت ميلـي    . جرمي شناسايي شدند
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محـيط غـذايي    ميسليوم قارچي كشت پنج روزه جدايه تريكودرما روي
PDA   تهيه و در شرايط استريل روي سطح مـورب محـيط غـذايي ،   
PDA هاي استريل، درون ويالHeadspaceها ويال. ، قرار داده شد

گراد به مدت پنج روز نگهداري درجه سانتي 22در غياب نور در دماي 
هاي ثانويه با نقطه جوش كمتـر  سپس جهت شناسايي متابوليت. شدند

ها به دستگاه گاز كرومـاتوگرافي جرمـي   گراد، ويالدرجه سانتي 50از 
 ).30(متصل گرديد 

  توگرافي جرميشرايط دستگاه گاز كروما
مجهز بـه   A 7890 مدل Agilent دستگاه كروماتوگرافي گازي

، )ساخت ايالات متحـده ( C 5975سري  Agilentسنج جرمي طيف
 بـه  DB-5 قطبـي الكترون ولت و ستون نـا  70با انرژي يونيزاسيون 

متر و ضخامت لايـه فـاز سـاكن    ميلي 25/0متر، قطر داخلي  60طول 
گاز هليم هم با سـرعت  . استفاده قرار گرفت ميكرون مورد 25/0برابر 

. كـار گرفتـه شـد   عنوان گاز حامل بـه ليتر بر دقيقه بهجريان يك ميلي
  :برنامه دمايي آون به شرح ذيل بود

گراد به مدت پنج دقيقه ثابت نگـه  درجه سانتي 50ابتدا در دماي  
درجـه   250داشته شد سپس با سرعت پنج درجه بر دقيقه، بـه دمـاي   

دقيقـه، ثابـت نگـه     20گراد افزايش يافت و در اين دما به مدت تيسان
گراد و دماي درجه سانتي 250درجه حرارت محفظه تزريق . داشته شد

  . گراد تنظيم گرديددرجه سانتي 280ترانسفر لاين 
  :به شرح ذيل بود Headspaceبرنامه دمايي آون در تكنيك 

دت دو دقيقه ثابـت نگـه   گراد به مدرجه سانتي 40ابتدا در دماي  
درجـه   200درجه بر دقيقه، بـه دمـاي    10داشته شد سپس با سرعت 

 260درجه به دماي  25پس از آن با سرعت . گراد افزايش يافتسانتي
دقيقـه، ثابـت    25گراد افزايش يافته و در اين دما به مدت درجه سانتي

اد گـر درجـه سـانتي   250درجه حرارت محفظه تزريـق  . نگه داشته شد
ميكروليتـر،   2000، حجم بخار تزريق شده HS-Injدر . تنظيم گرديد

گـراد،  درجـه سـانتي   85، دماي سـرنگ  rpm 500 1همزدنسرعت به
 10آوري بخـارات  گـراد و زمـان جمـع   درجه سـانتي  90دماي محفظه 

ها به كمك بانك اطلاعات جرمـي، مطالعـه   شناسايي طيف. دقيقه بود
ي عصاره و بررسي الگوهاي شكسـت  هاي جرمي هريك از اجزاطيف

درصـد كمـي   . هاي استاندارد صورت گرفتآنها و مقايسه آنها با طيف
هـا  هر تركيب نيز بـا محاسـبه سـطوح زيـر منحنـي در كرومـاتوگرام      

 .محاسبه شد
  

  نتايج 
  آزمون كشت متقابل 

جدايه آنتاگونيست بعـد از   نتايج حاصل از اين آزمون نشان داد كه
                                                            
1- Agitator Temperature 

هاي بيمارگر، شروع به پيشروي و اسـپورزايي  د قارچمتوقف نمودن رش
كـه  طـوري ، بـه )1شـكل  (هاي بيمارگر نمـود  هاي قارچبر روي ريسه

ــدگي از رشــد ميســيليومي   .S و M. phaseolinaميــزان بازدارن

sclerotiorum      89و  16/84 چهـار روز پـس از كشـت، بـه ترتيـب  
 .درصد بود

  

جدايه تريكودرمـا بـر    هاي فرارنتايج بررسي اثر متابوليت
 هاي بيمارگررشد پرگنه قارچ

فرار جدايه آنتاگونيست، در كشـت   هايدرصد بازدارندگي متابوليت
 .Mقـــارچ بيمـــارگر  ســـاعته در برابـــر 72و  48، 24همزمـــان، 

phaseolina 1جـدول  (درصد  71/85و  90، 90، 57/48ترتيب، به (
، 33/33ترتيـب  ز بـه ني ـ S. sclerotiorumو در برابر قارچ بيمـارگر  

كـدام از تيمارهـا   در هـيچ  ).2جدول (درصد بوده است  90و  90، 100
  ).3و  2شكل (اسكلروت، مشاهده نشد  توليد

  

هاي غيرفـرار جدايـه تريكودرمـا بـر     بررسي اثر متابوليت
 هاي بيمارگررشد پرگنه قارچ

هاي غيرفرار جدايه آنتاگونيست بر هاي مختلف متابوليتاثر غلظت
در جدول  S. sclerotiorum و M. phaseolinaشد ميسيليومي ر
هـاي  ي غلظـت مطابق اين جداول، همـه . نشان داده شده است 4و  3

هاي بيمارگر جلوگيري مورد استفاده، توانستند از رشد ميسيليومي قارچ
بـا افـزايش   . متغير بـود   99/69تا  95/10درصد بازدارندگي از . نمايند

 تشتك، درصد بازدارنـدگي از رشـد پرگنـه قـارچ    غلظت عصاره در هر 
-بيمارگر نيز افزايش يافت و با توجه به كاهش رشد ميسيليومي قـارچ 

كـدام از  بيمارگر، ميزان توليد اسكلروت نيز كاهش يافت اما هيچ هاي
  .ها، نتوانستند مانع از تشكيل اسكلروت شوندغلظت

  

 ـ نتايج استخراج و شناسايي متابوليت ه جدايـه  هـاي ثانوي
 تريكودرما

اسـاس چهـار فراينـد    هاي ثانويه جدايه تريكودرما كه بـر متابوليت
ــلال   ــا ح ــتخراج ب ــي ان اس ــاي آل ــك   -ه ــانول؛ تكني ــزان و مت هگ

Headspace  و همچنــين اســتخراج از تــوده قــارچي، بــا اســتفاده از
. اندآمده 7دستگاه گاز كروماتوگرافي جرمي شناسايي شدند، در جدول 

 14هـا،  تركيب از آلكـان  21تركيب شناسايي شدند كه  61در مجموع 
تركيب از استرها، هشت تركيب از ترپنوئيدها، پنج تركيب از تركيبـات  

ها، چهار تركيب از اسـيدهاي آلـي، يـك    حلقوي، چهار تركيب از آلكن
تركيب از تركيبات آروماتيك و يـك تركيـب نيـز از تركيبـات حـاوي      

  .اندنيتروژن و گوگرد بوده
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 و) a  ديسك سمت چپ(S. sclerotiorum برابر در )c و a  ديسك سمت راست(تريكودرماجدايهكشت متقابل - 1شكل 

M. phaseolina )ديسك سمت چپ c(  در مقايسه با شاهد)b و d.( 

Figure 1- Dual culture of Trichoderma isolate (right disc in a and c) against S. sclerotiorum (left disc in a) and M. phaseolina 
(left disc in c) in comparison to control (b and d)  

  

  M. phaseolina ريكودرما در برابر رشد قارچساعته جدايه ت 72و  48، 24هاي فرار كشت همزمان، ميانگين درصد بازدارندگي متابوليت -1جدول 
Table 1- Mean inhibition percent of Trichoderma isolate volatile metabolites in 24, 48, 72 h and Co-cultures on M. phaseolina 

Std 
D

ساعته 72كشت    

72h culture 
Std 

ساعته48كشت  

48h culture 
Std ساعته24كشت 

24h culture 
Std كشت همزمان 

Co-culture 
 

0 85.71 a 0 90.00a 0 90.00a 8.78 48.57 b 
 تيمار

Treatment  
0 0 c 0 0 c 0 0 c 0 0 c 

 شاهد
Control 

 باشند نمي) P<0.01(دار  اعداد با حروف مشترك در هر ستون داراي اختلاف معني

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

         

 پرگنه و توليد اسكلروت ساعته، بر رشد )d( 72و )a(،24)b(، 48 )c(هاي فرار جدايه تريكودرما در كشت همزماناثر متابوليت  -2شكل

 M. phaseolina  در مقايسه با شاهد)e(  
Figure 2- Effect of Trichoderma isolate volatile metabolites in 24(b), 48 (c), 72 h (d) and Co-cultures (a) on M. phaseolina 

colony growth  and sclerotia production in comparison to control 
  

 

  تريكودرما در برابر رشد قارچ ساعته جدايه 72و  48، 24هاي فرار كشت همزمان، ي متابوليتميانگين درصد بازدارندگ -2جدول 
  S. sclerotiorum 

Table 2- Mean inhibition percent of Trichoderma isolate volatile metabolites in 24, 48, 72 h and Co-cultures on S. sclerotiorum 

Std   ساعته 72كشت  

72h culture 
Std 

ساعته48كشت  

48h culture 
Std ساعته24كشت 

24h culture 
Std كشت همزمان 

Co-culture 
 

0 90.00a 0 90.00a 0 100.00a 10.94 33.33 b 
 تيمار

Treatment  
0 0 c 0 0 c 0 0 c 0 0 c 

 شاهد
Control 

 باشند نمي) P<0.01(دار  اعداد با حروف مشترك در هر ستون داراي اختلاف معني

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

d c b a

d c b ae
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 .Sپرگنه و توليد اسكلروت  ساعته، بر رشد )d( 72و )a(،24)b(، 48)c(هاي فرار جدايه تريكودرما در كشت همزماناثر متابوليت-3شكل

sclerotiorum  در مقايسه با شاهد)e( 

Figure 3- Effect of Trichoderma isolate volatile in 24(b), 48 (c), 72 h (d) and Co-cultures (a) on  S. sclerotiorum colony 
growth  and sclerotia production in comparison to control  

  
 

  M. phaseolina هاي غيرفرار جدايه تريكودرما در برابر رشد قارچهاي مختلف متابوليتاثر غلظت -3جدول 
Table 3- Effect of different concentrations of Trichoderma isolate non volatile metabolites on  M. phaseolina 

Std 
 يميانگين درصد بازدارندگ

Mean of inhibition percent 
Std 

 )mm( ميانگين قطر  پرگنه
Mean of colony diameter (mm) 

 (%) غلظت عصاره در هر تشتك
Concentration of extract in each plate (%) 

3.59 10.95 b 2.52 62.33 a 10 

13.02 37.47 a  8.71 44.00 b 20 

5.15 48.57 a 3.60 36.00 b 30 

0 0 b 0 70 a  10 شاهد )(control  
0 0 b 0 70 a 20 شاهد )(control 

0 0 b 0 70 a  30 شاهد )(control 

 باشند نمي) P<0.01(دار  اعداد با حروف مشترك در هر ستون داراي اختلاف معني

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

  S. sclerotiorum هاي غيرفرار جدايه تريكودرما در برابر رشد قارچهاي مختلف متابوليتلظتاثر غ -4جدول 

Table 4- Effect of different concentrations of Trichoderma isolate non volatile metabolites on S. sclerotiorum 

Std 
 ميانگين درصد بازدارندگي

Mean of inhibition percent 
Std 

 )mm( ميانگين قطر  پرگنه
Mean of colony diameter (mm)

 (%) غلظت عصاره در هر تشتك
Concentration of extract in each plate (%) 

2.85 28.57 c 2 50.00 b 10 

4.59 48.09 b  3.21 36.33 c 20 

5.15 69.99 a 3.60 21.00 d 30 

0 0 d 0 70 a  10 شاهد )(control  
0 0 d 0 70 a 20 شاهد )(control 

0 0 d 0 70 a  30 شاهد )(control 

 باشند نمي) P<0.01(دار  اعداد با حروف مشترك در هر ستون داراي اختلاف معني

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

ن جداسازي شدند كه بيشتري Headspaceتركيب با تكنيك  11
 37/9(، پنتـانول  )درصد 71/10(الكل آميلترتيب شامل ايزومقادير به
) درصـد  52/5( سـمبرن  و) درصـد  65/7(ليمونن -ال-، دي)درصد

فراوانـي بيشـتر در هـر     شناسايي شده بـا  تركيبات). 7جدول ( باشدمي
: ها شـامل صورت پررنگ در جدول مشخص شده كه در آلكانگروه به

، )درصـد  47/23(پنتادكان -، ان)درصد 72/44( دكانتري-متيل-2
دكـان  آن-، ان)درصـد  46/13(، ايزودكـان  )درصد 55/16(دودكـان  

ــد 65/12( ــان -، ان)درص ــد 58/9(دك ــان ) درص  97/8(و هگزادك
 . باشدمي) درصد

هاي مختلف عصاره تـوده قـارچي حاصـل از سوكسـله     اثر غلظت

d c b ae
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ــيليومي     ــد ميس ــر رش ــت ب ــه آنتاگونيس   و M. phaseolinaجداي
 S. sclerotiorum  نشان داده شده است  6و  5در جدول. 

  

  M. phaseolinaهاي ثانويه استخراجي از توده قارچي جدايه تريكودرما در برابر هاي مختلف متابوليتاثر غلظت -5جدول 
Table 5- Effect of different concentrations of Trichoderma isolate secondary metabolites extracted from mycelial mass on  M. 

phaseolina 

Std 
 ميانگين درصد بازدارندگي

Mean of inhibition percent 
Std 

 )mm( ميانگين قطر  پرگنه
Mean of colony diameter (mm) 

 (%) غلظت عصاره در هر تشتك
Concentration of extract in each plate (%) 

13.02 59.52 b 5.02 28.33 b 5 

5.15 82.85 a  2.86 12.00 c 10 

3.59 87.62 a 2.18 8.67 c 15 

0 0 c 0 70 a  5 شاهد )(control  
0 0 c 0 70 a 10 شاهد )(control 

0 0 c 0 70 a  15شاهد )(control 

 باشند نمي) P<0.01(دار  اعداد با حروف مشترك در هر ستون داراي اختلاف معني

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

  S. sclerotiorum هاي ثانويه استخراجي از توده قارچي جدايه تريكودرما در برابرهاي مختلف متابوليتاثر غلظت -6جدول 
Table 6- Effect of different concentrations of Trichoderma isolate secondary metabolites extracted from mycelial mass on S. 

sclerotiorum 

Std 
 ميانگين درصد بازدارندگي

Mean of inhibition percent 
Std 

 )mm( ميانگين قطر  پرگنه
Mean of colony diameter (mm)

 (%) غلظت عصاره در هر تشتك
Concentration of extract in each plate (%) 

1.65 84.76 b 1.15 10.67 b 5 

0 100.00 a  0 0 c 10 

0 100.00 a 0 0 c 15 

0 0 c 0 70 a  5 شاهد )(control  
0 0 c 0 70 a 10 شاهد )(control 

0 0 c 0 70 a  15شاهد )(control 

 باشند نمي) P<0.01(دار  اعداد با حروف مشترك در هر ستون داراي اختلاف معني

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

  هـاي ثانويـه جدايـه   اثرات ضـدقارچي متابوليـت  در اين پژوهش، 
 (6022). atroviridae T ،بيمـارگر   هايبر رشد ميسيليومي قارچ

M. phaseolina و S. sclerotiorum  مورد بررسي قرار گرفت و
-بل، اثـر متابوليـت  هاي كشت متقامشخص شد، اين جدايه در آزمون

خـوبي توانسـت در شـرايط آزمايشـگاه رشـد      هاي فرار و غيرفرار، بـه 
اثـرات ضـدقارچي   . را كنتـرل نمايـد   هـاي بيمـارگر  ميسيليومي قـارچ 

بيمـارگر   هايهاي مختلف تريكودرما بر قارچهاي ثانويه گونهمتابوليت
 و 31 ،29، 8(گياهي، توسط محققان مختلف به اثبـات رسـيده اسـت    

36 .(  
 داد نشـان  اين تحقيـق  در قارچي ضد فرار مواد توليد آزمون نتايج

 توليد ميزان تريكودرما، پرگنه قارچ شدن تر مسن و زمان گذشت با كه

مطـابق  . بيشـتري مشـاهده شـد    بازدارندگي و افزايش هامتابوليت اين
. ساعت پس از كشت، بازدارندگي افزايش يافـت  24جدول يك و دو، 

 ـ ميزان درصـد  سـاعت پـس از كشـت، تفـاوت      72و  48، 24ازداري ب

بـا مطالعـات واصـبي و     ايـن نتـايج  . داري از نظر آماري نداشتندمعني
 ).35 و 30(خواني دارد همكاران هم

آلـي   هاي ثانويه جدايه تريكودرما بـا حـلال  در استخراج متابوليت
ــانول،  -ان ــزان و مت ــاز     19هگ ــتگاه گ ــتفاده از دس ــا اس ــب ب تركي

بيشـتر ايـن تركيبـات از گـروه     . رافي جرمي شناسايي شـدند كروماتوگ
 72/44(دكـان  تـري -متيـل  -2باشـند كـه در بـين آنهـا     ها ميآلكان
هـا  تعـداد زيـادي از ايـن آلكـان    . بيشترين فراواني را داراست) درصد

  .گزارش شده بود )28 و 27( كويي و همكارانديتوسط سي
  تركيبــات غيــر قطبــي  جــا كــه اكثــر تركيبــات آلــي فــرار ازاز آن

هـا  باشند، شناسايي تعداد زيادي از تركيبات غير قطبي، نظير آلكانمي
اينكه همچنين با توجه به). 28 و 18(باشد ها دور از انتظار نميو آلكن

در دستگاه گاز كروماتوگرافي جرمي از ستون ناقطبي استفاده شد، اين 
  . امر قابل توجيه است
 Headspace ،11تكنيــك  ده بــاشناســايي شــ در تركيبــات

  هـا  تركيب شناسايي شد كه اكثر ايـن تركيبـات از ترپنوئيـدها و الكـل    
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) درصـد  37/9(پنتانول -1، )درصد 71/10(ايزوآميل الكل . باشندمي
 ). 7جدول (ترتيب بيشترين فراواني را دارند به) درصد 65/7(و ليمونن 

گيبـرن بـا   ن و زيـن فلاندرن، ليمـون سسكوئي-كوركومن، بتا-گاما
هاي تريكودرمـا شناسـايي   همين روش توسط ساير محققين، در جدايه

لازم به ذكر است، كليه ترپنوئيـدهاي شناسـايي   ). 32 و 12،30(شدند 
  .مشاهده شدند Headspace تكنيك شده در اين تحقيق، فقط با

هاي ثانويه جداسـازي شـده از تـوده ميسـيليومي جدايـه      متابوليت
اكتيـل فتـالات   ان-شـود كـه دي  تركيب را شامل مـي  35 تريكودرما،

) درصـد  74/19(فتـالات  ) هگزيـل اتيل  -2(و بيس) درصد 74/78(
هـا خـواص ضـدقارچي    جا كه فتالاتاز آن. بيشترين فراواني را داشتند

ها در توده قارچي جدايـه تريكودرمـا،    ، فراواني بالاي فتالات)4(دارند 
توده قارچي حاصل از سوكسـله را توجيـه   اثر بالاي ضدقارچي عصاره 

  ).6و  5جدول (نمايد مي
هـا، فلاونوئيـدها،   نيز اعلام نمودنـد فنـل  ) 24(رامان و همكاران  

هـاي  هاي مختلف فعاليـت ها در برابر بيمارگرمشتقات الكلي و فتالات
هـاي شناسـايي شـده در ايـن     الكـل . ضدقارچي و ضدباكتريايي دارند

، توسـط  )هگزانـول -1-اتيـل -2ايزوآميل الكـل و   پنتانول،-1(تحقيق 
 و17 ، 16(هـاي تريكودرمـا گـزارش شـدند     محققين مختلف از جدايه

ــت ). 28 ــدقارچي متابوليـ ــرات ضـ ــذا اثـ ــه لـ ــه جدايـ ــاي ثانويـ   هـ
 (6022) T. atroviridae توانــد مربــوط بــه وجــود ســاختارمــي  
توسـط  هگزانول -1 -اتيل-2ضدقارچي  فعاليت. قارچي فوق باشدضد 

 .نيز به اثبات رسيد) 5(بيتاس و همكاران 
هاي ضدباكتريايي اسيدهاي چرب، اسيدهاي آلي هستند با فعاليت

ايـن  . هاسـت و ضدقارچي كه نقطه اثر آنها بر روي غشاي سلولي قارچ

مواد با آبگوني غشاي سلولي و درنتيجه، خروج تركيبات درون سلولي، 
تحقيـق حاضـر از اسـيدهاي    در ). 6(شـوند  مرگ سلول را موجب مـي 

بنـزن دي كربوكسـيليك اسـيد    -1،2-نيتـرو -3چرب و مشـتقات آن،  
و اسـتيريك اسـيد   ) درصـد  12/0(، پالميتيـك اسـيد   )درصد 77/7(
كـه پالميتيـك اسـيد سـابقا     ) 7جدول (شناسايي شدند ) درصد 04/0(

هـاي تريكودرمـا   از توده ميسيليومي جدايه) 8(توسط دابي و همكاران 
 .نيز گزارش شد) 28(كويي و همكاران ديشد و توسط سيجداسازي 

ــايع    ــت م ــتخراج متابولي ــم در اس ــات ه ــي از تركيب ــه(برخ  جداي
و همچنـين در عصـاره تـوده قـارچي      آلي متانول با حلال) تريكودرما

كه در هـر  باتوجه به اين). 7جدول (حاصل از سوكسله شناسايي شدند 
ده، تركيبات مشترك قابل توجيه دو روش، از حلال متانولي استفاده ش

  . است
ــه     ــم جداي ــر متابوليس ــب درك بهت ــژوهش موج ــن پ ــايج اي  نت

 T. atroviridae (6022) طور وسيعي در كنتـرل  خواهد شد كه به
با توجـه بـه   . گيردبيولوژيك بيمارگرهاي خاكزاد مورد استفاده قرار مي

شـكلات  كارآيي پايين سموم شيميايي جهت كنترل اين بيمارگرها و م
توان تركيبات مؤثر زيست محيطي ناشي از كاربرد سموم شيميايي، مي

هـاي ثانويـه تريكودرمـا را جداسـازي و بـه توليـد       موجود در متابوليت
  تجاري رساند تا در آينده بتوان جايگزين سموم شيميايي ن

در حــال حاضــر در برخــي كشــورها بطــور بســيار محــدود،  .مــود
هـاي ديگـر   و برخي از گونه T. harzianumهايي از بيوفرمولاسيون
هـاي  اين تحقيق موجب توليد بيوفرمولاسيون. رودكار ميتريكودرما به

  .مؤثرتر تريكودرما در آينده خواهد شد

 
 T. atroviridae(6022) هاي ثانويه جدايه هاي شناسايي شده در متابوليتتركيب -7جدول 

 Table 7- Identified compounds in secondary metabolites of T. atroviridae(6022)  
Category Volatile metabolites* RT(min) Area (%) 

Alcohols 
Iso Amyl Alcohol(HS) 7.171 10.71 

2-ethyl-1-Hexanol(mass) 18.145 0.20
1-Pentanol(HS) 10.113 9.37 

Alkanes 

n-Decane(N)  10.035 9.58 
 Isodecan(N) 10.307 13.46 

Docosane(mass) 46.265 0.02 
Dodecane(N) 16.802 16.55 

Eicosane(mass)  42.563 0.02 
Heptadecane(mass)  36.435 0.03 

2,6,10,14-tetramethyl- Heptadecane(mass) 30.851 0.01 
Hexadecane (M) 27.164 8.97 
Hexadecane(mass) 34.171 0.05 

2,6,10,14-tetramethyl- Hexadecane (M)  21.692 7.2 
2,6,10,14-tetramethyl- Hexadecane(mass) 38.803 0.01

Nonadecane(mass) 40.622 0.02 
Octadecane(mass) 38.584 0.04 

n-Pentadecane(M) 24.835 23.47 
n-Pentadecane(mass) 31.780 0.04 

2-methyl- Pentadecane(mass) 33.317 0.01 
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2,6,10,14-tetramethyl- Pentadecane(mass) 36.574 0.02 
Tetracosane(mass) 50.822 0.01 
n-Tetradecane(M)  24.092 4.92 

n-Tetradecane (mass) 29.245 0.02 
4-methyl-Tetradecane(N) 23.788 3.33 
3-methyl-Tetradecane(N)  24.092 1.67 

Tricosane(mass)   48.350 0.01 
2-methyl –Tridecane(M) 22.326 44.72 

n-Undecane(N) 23.865 12.65 

Alkenes 

5-Allyl-2-norbornene(N) 12.5 4.82 
2-Octene(mat) 43.891 0.01 

1-Tetradecene(mass) 35.939 0.04 
2-Tetradecene(mass) 40.669 0.01 

Aromatic compound Xylen(N)  6.594 0.86 

Organic  acids 

3-nitro-1,2-Benzenedicarboxylic acid (M) 44.778 7.77 
n-Hexadecanoic acid  or  palmitic acid (mass)  41.824 0.12 

Octadecanoic acid or stearic acid (mass) 45.543 0.04 
9- Octadecenoic acid  (mass) 45.150 0.01 

Esters 
 

1,2-Benzenedicarboxylic acid, butyl 2-methylpropyl 
ester(mass)  

42.026 0.01 

Benzoic acid, 2-ethylhexyl ester (mass) 36.892 0.02 
Dodecanoic acid, methyl ester (mass)  32.358 0.01 

Hexadecanoic  acid, methyl ester (mass) 41.136 0.04 
Methoxyacetic acid, 2-tetradecyl ester (mass)  33.496 0.01 

9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester (mass) 44.411 0.06 
Octadecanoic acid, methyl ester (mass) 44.919 0.01 

cis-13-Octadecenoic acid, methyl ester (mass) 44.498 0.03 
Bis(2-ethylhexyl) phthalate (mass) 54.229 19.74 

Di-n-octyl phthalate (mass) 57.532 78.74 
Phthalic acid, cyclohexylmethyl methyl ester (mass) 43.412 0.45 

Phthalic acid, 2-pentyl 2-propyl ester (mass) 44.833 0.01 
2-Propenoic acid, 1,7,7- exo-trimethylbicyclo[2.2.1]hept-2-yl 

ester(HS)
17.983 0.74 

Tetradecanoic acid, methyl ester (mass) 36.972 0.01 
Sulphur and nitrogen compound 2-methyl- Benzenesulfonamide (mass) 35.211 0.01 

Cyclic compounds 
 

Tricyclo[5.2.1. 02,6]dec-3-ene (N) 12.325 4.61
Bicyclopentane (N) 12.5 3.41 

decyl- Cyclopentane(N) 21.905 2.04 
Cyclotetradecane (N) 23.542 9.41 

Terpenoid 

(R)- (-) - Cembrene(HS) 24.031 5.52 
gamma.-curcumene(HS) 19.067 1.09 

Epizonarene(HS) 19.261 3.54 
italicene(HS) 21.130 0.25 

dl-Limonene(HS) 12.627 7.65 
Nerolidol(HS) 19.941 1.34 

.beta.-Sesquiphellandrene(HS) 19.648 2.58 
Zingiberene(HS) 19.319 1.08 

  "mass"و  "N"  ،"M"، "HS"ترتيب و همچنين از توده قارچي استخراج شده، به Headspaceهگزان و متانول؛ تكنيك -هاي آلي انبه انتهاي نام تركيبي كه با حلال *
 .ندصورت پررنگ مشخص شدبيشتر در هر گروه به شناسايي شده با فراواني تركيبات. اضافه شد

* To the end of  each compound was extracted Via n-hexane and methanol, headspace technique and also from mycelial  mass was 

added "N", "M", "HS" and "mass". Identified compounds with higher frequency are shown in bold face type. 
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