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چکیده
Fusarium oxysporumپژمردگـی فوزاریـومی ناشـی از    f.sp. phaseoli       یـک بیمـاري مهـم انـواع لوبیـا در جهـان اسـت .

سـپس بـراي یـافتن    .چشم بلبلی، قرمز و چیتی آزمایش شـد يسه نوع لوبیارويبیماریزایی دو جدایه بیمارگر از جنوب غرب ایران 
هــايروش مناســب مهارزیســتی بیمــاري، درصــد بازدارنــدگی از رشــد میســلیوم ایــن دو جدایــه بیمــارگر توســط عصــاره جدایــه   

harzianumTrichodermaعصـاره جدایـه برتـر    . در شرایط آزمایشگاهی بررسی شدT. harzianum     بـا روش مخلـوط کـردن بـا
سنجی نوري با اشعه ماوراءبنفش بررسی و تشکیل ذرات نانو با بررسی طیف جذبی آنها با طیفنقره به نانوذره تبدیل محلول نیترات

تأثیر بازدارندگی ده غلظت ایـن  .مول نیترات نقره مشاهده شدمیلی5نانومتر در غلظت 440حداکثر جذب نوري در طول موج . شد
همچنـین تـأثیر   . تعیین شدقسمت در میلیون650آن EC50غلظت ماده نانوذره بر رشد میسلیوم جدایه پرآزارتر بیمارگر آزمایش و

و محلول نیترات نقره، بر شدت بیماري در لوبیا چیتی و قرمز T. harzianumآن، عصاره خالص EC30 ،EC50 ،EC70هاي غلظت
ر دونوع لوبیا شـدند،  دار شاخص شدت بیماري در ههمه تیمارهاي این آزمایش باعث کاهش معنی. در شرایط گلخانه آزمایش شد

توانـایی  . شـدت بیمـاري را کـاهش دادنـد    T. harzianumهاي مـاده نـانو بیشـتر از نیتـرات نقـره و عصـاره خـالص        ولی همه غلظت
.شودبراي نخستین بار گزارش میT. harzianumمهارزیستی این بیماري با عصاره نانوذره 

بلبلی، نانوذرهلوبیاچیتی، لوبیاچشمبیماري گیاهی، پژمردگی، لوبیاقرمز، : کلیديکلمات

مقدمه
، چیتـی  (kidney bean)قرمـز  انواع لوبیـا شـامل لوبیـاي   

(pinto bean)بلبلی و چشم(cowpea)   20-25بـا دارا بـودن
. تـرین گیاهـان زراعـی ایـران هسـتند     ین از مهـم ئدرصد پروت

هکتـار بـا   110248سطح زیـر کشـت لوبیـا در ایـران معـادل      
کشـت  تـرین منـاطق  مهـم . تن اسـت 225720دل تولیدي معا

هاي فـارس، لرسـتان، مرکـزي، زنجـان و     لوبیا در ایران استان
Khaghaniوبختیاري هستند چهارمحال et al., 2012) .(

Fusarium oxysporumپژمردگی فوزاریومی ناشی از 

f.sp. phaseoli J.B. Kendr. & W.C. Snyder ــک ی
این .باشدنواع لوبیا در جهان میبیماري خاکزاد مهم و شایع ا

ها، پژمردگی و ریـزش  بیماري باعث کوتولگی، زردي برگ
هاي آوندي ساقه و در نهایـت از  اي شدن بافتها، قهوهبرگ

غلـب منـاطق   خسـارت بیمـاري در ا  . شودها میبین رفتن بوته

Schwartz(اسـت % 10طور متوسطکشت لوبیا در دنیا، به et

al., 2005 .(یماري در بیشتر مناطق کشت لوبیا در ایران این ب
شود و در برخـی از  موجب خسارت اقتصادي به محصول می

درصـد  70مناطق در شمال غرب کشور خسارت آن به بـیش از  
Saremi)رسدنیز می et al., 2011; Karimian et al., 2010).

هاي مدیریت بیماري، برقراري تناوب زراعـی، از  روش
با قـارچکش  ضدعفونی بذرهاي بیمار، ي بوتهبین بردن بقایا

قــارچکش کــاربردمناســب، شناســایی وکشــت رقــم مقــاوم، 
ها یا افزودن آن به آب آبیاري پـس از بـروز   جذبی پاي بوته

ــانه  ــین نش ــت    اول ــده اس ــوان ش ــه عن ــاري در مزرع ــاي بیم ه
(Schwartz et al., 2005) .  هـا بـراي   اسـتفاده از قـارچکش

کزاد موجـــب از بـــین رفـــتن هـــاي خـــامـــدیریت بیمـــاري
هم خوردن تعـادل اکولـوژیکی   ریزجانداران مفید خاك و به

گردد، بنابراین توجه روزافزونی به مبارزه زیسـتی بـا ایـن   می
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آنتاگونیستهاي هاي خاکزاد با استفاده از قارچگونه بیماري
هـاي گونـه . شـده اسـت  Trichodermaهاي مخصوصاً گونه
Trichodermaــ  ــل م ــارگر ؤاز عوام ــتی بیم ــاي ثر مهارزیس ه

ــه    ــه گون ــاکزاد از جمل ــاهی خ ــايگی ــتند Fusariumه هس
Hermosa et al., 2012) .(هاي از بین گونهTrichoderma ،

harzianumزيگونـه خـاك   RifaiTrichoderma  بـیش از
هـاي  سایرین براي مبارزه با بیمارگرهاي خاکزاد ماننـد گونـه  

Fusariumد را نشان داده اسـت استفاده شده و کارآیی خو
)Benitetz et al., 2004 .(هاي برخی گونهTrichoderma با

هـاي بیمـارگر را   هـایی رشـد میسـلیوم قـارچ    تولید متابولیـت 
هـا را  ي ریسـه آن هایی دیـواره محدود کرده و با تولید آنزیم

چنین سـازوکارهاي دفـاعی   همهااین قارچ.کنندتخریب می
ها باعـث  با تحریک تولید هورمونکنند وگیاه را تقویت می

آنهــا همچنــین بــا رقابــت . شــوندافــزایش رشــد گیاهــان مــی
اي قوي بـه راحتـی ریزوسـفر را تسـخیر کـرده و مـانع       تغذیه

John)شـوند  رسیدن بیمارگر به ریشه مـی  et al., 2010) .  بـر
خوبی شدت بیماري پژمردگی ها، این قارچ بهاساس گزارش

;Padmodaya & Reddy, 1996)فرنگـی  فوزاریومی گوجه

Osuinde et al., 2002)    و بیمـاري پوسـیدگی فوزاریـومی
ــا را کــاهش داده اســت   2009Akramiریشــه لوبی et al., .

هنگامی Trichodermaهاي مبارزه زیستی با استفاده از گونه
ــه صــورت تیمــارکــه  ــذر بکــار ب ــه کــاهش وقــوع  ب ــد ب رون

Carvalho)کندهاي فوزاریومی کمک میپژمردگی et al.,

2011).
بـرداري از مـوادي کـه    نانوتکنولوژي یعنی تولید و بهره

تولیـد زیسـتی اشـاره بـه     . نانومتر است1-100ها ي آناندازه
روندي دارد که توسـط یـک جانـدار، یـک نانومـاده تولیـد       

Zhang(شودمی et al., 2011 .(ثیر ، نانو نقره تـأ ازبین فلزات
نانوذرات نقره . ز خود نشان داده استضدمیکروبی بیشتري ا

هــاي هــاي ریســه قــارچباعــث متلاشــی شــدن دیــواره ســلول
Rhizoctonia solaniبیمارگر گیاهی Kohn،Sclerotinia

sclerotiorum(Lib.) de BaryوSclerotinia minor

Jaggerشده است(Min et al., 2009) .   همچنـین نـانوذرات
یلیـون بـا موفقیـت بـراي مهـار      قسـمت در م 10نقره با غلظت 
Pyricularia griseaگیـاهی زاي عوامل بیماري Cooke ex

Sacc. ،Botrytis cinerea Pers.،Cladosporium

cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries,وPythium

ultimum Trow   استفاده شـده اسـت(Park et al., 2006) .
ها براي تولید زیستی مواد نانو با اتم نقره بنابراین بیشتر تلاش

تولید مـواد  . (Seabra & Durán , 2015)متمرکز شده است
ورد تحقیـق قـرار گرفتـه اسـت و     ها م ـنانو در گیاهان و قارچ

در گیاهـان  نانوذرات نقره، نیکل، کبالت، روي و مسوجود
ــدي    ــردل هن ــابگردان، خ ــه، آفت ، (Indian mustard)یونج

شکل مواد ترپنوییدي، فلاونی، کتونی، آلدییـدي، آمیـدي   به
ــت    ــده اس ــخیص داده ش ــیلیک تش ــیدهاي کربوکس از . و اس

Fusarium oxysporumهــا، ماننــدعصــاره بعضــی قــارچ

Schltdl.ستانیز نانوذرات نقره تولید شده(Al-Samarrai,

.Tاز جملـه  Trichodermaجدایه پنج گونـه  75از .(2012

harzianum   براي تولید زیستی نانوذرات نقره اسـتفاده شـده
Devi)است et al., 2013).  اي از نانوذره نقـره ازجدایـهT.

harzianum   ثیر آن بـر قـارچ  تولیـد شـده و تـأSclerotinia

sclerotiorum  رار عامل کپک سفید سویا مـورد آزمـایش ق ـ
Guilger)گرفته است et al., 2017)  .   تأثیر عصـاره نـانوذره
ي مقـاوم  جدایـه پرگنـه اي از این قارچ نیزبر رشد نقره جدایه

آزمـایش شـده   Staphylococcus aureusبه داروي باکتري 
Gupta).اسـت   et al., 2017)    از نـانوذره نقـره تولیـد شـده

.Tاي از قــارچ عصــاره جدایــه harzianumنــد باعــث در ه
Shelar)آفتابگردان و سویا شـده اسـت  زنی بذر افزایش جوانه

and Chavan, 2015) .
هاي ایرانی این پژوهش با هدف تعیین اثر عصاره جدایه

T. harzianum     ــاري ــل بیم ــد عام ــدگی از رش ــر بازدارن ب
نـانوذره نقـره   پژمردگی لوبیا و امکـان مهـار ایـن بیمـاري بـا     

. ن جدایه این قارچ انجام شدثرتریتولیدي از عصاره مؤ

ها مواد و روش
برداري، جداسازي و شناسـایی قـارچ عامـل    نمونه

بیماري
از مزارع لوبیاي حومه شهرسـتان یاسـوج شـامل منـاطق     

هـاي دچـار زردي،   مختـار بازدیـد و از بوتـه   چنارستان و شـاه 
عمـل  بـرداري بـه  ي شدن آوند سـاقه نمونـه  اپژمردگی و قهوه
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ا در کیسه پلاستیکی به آزمایشگاه منتقل و پـس  هنمونه. آمد
از شستشوي بافت بیمار با آب و ضدعفونی سطحی با محلول 

ــت ســدیم  ــدهیپوکلری ــیم درص ــی روي محــیط ســیبن زمین
و به روش تک جداسازي، بیمارگر،(PDA)دکستروز آگار 

بـا مطالعـه   بیمـارگر شناسـایی قـارچ   . سازي شداسپور خالص
Saremi)صـورت گرفـت  آن شناسی خصوصیات ریخت et

al., 2011; Karimian et al., 2010; Leslie &
Summerell, 2006).

هاي بیمارگرزایی جدایهاثبات بیماري
زایی دو جدایـه بیمـارگر روي سـه نـوع لوبیـاي      بیماري

بـراي ایـن منظـور،   . چیتی، قرمز و چشم بلبلی اثبات گردیـد 
از چهـارده روز  پـس . ها کشت شـدند ابتدا گیاهان در گلدان

هـا  درجه سلسیوس، گیاهچه25نگهداري در گلخانه با دماي 
لیتر سوسپانسـیون بـه   میلی4اي، با تزریق در مرحله دوبرگچه

لیتر آب مقطر سـترون  اسپور قارچ در هر میلی3×106غلظت 
هـاي بیمـاري   نشانه. زنی شدندبه پایین ساقه هر بوته لوبیا مایه

بلبلـی و  ی در لوبیاهاي قرمـز و چشـم  زنهفت روز پس از مایه
شـاخص  . پس از چهارده روز روي لوبیا چیتی مشاهده شدند

هاي زرد و پژمرده شـده  شدت بیماري بر اساس درصد برگ
Karimian)شـد  روز یادداشـت بـرداري   52پـس از   et al.,

هـاي بیمـار روي محـیط    قارچ بیمارگر از بافت بوتـه . (2010
ــیب ــتروز آگـ ـ س ــی دکس ــیات  زمین ــازي و خصوص ار جداس
هـاي  داده. زنی شده مقایسه شدرچ مایهشناسی آن با قاریخت

صـورت آزمـایش   بـه SPSS20دسـت آمـده بـا نـرم افـزار      به
فاکتوریل و در قالب طرح کاملاً تصادفی با چهار تکرار و بـا  

5اي دانکـن در سـطح احتمـال    استفاده از آزمون چنـد دامنـه  
. انجام شددرصد

.Tهاي جدایهاثر عصاره harzianum بر رشد پرگنه
هاي بیمارگر در شرایط آزمایشگاهجدایه

، 36ي عصاره پرگنه کشت هفـت روزه چهـار جدایـه   
39 ،42 ،43T. harzianumدکستروز-زمینیدر محیط سیب

ــار   مــایع پــس از گذرانــدن از کاغــذ صــافی ســترون و ســه ب
و ) قیقـــهد10مـــدت دور در دقیقـــه بـــه6000(انتریفیوژ ســـ

22/0قطــر از فیلتــر میکروبیولــوژي ســترون بــه   گذرانــدن
ــه شــد  ــ. (Shelar & Chavan, 2015)میکرومتــر تهی ثیر أت

از (Fop1بازدارندگی از رشد میسلیومی دو جدایـه بیمـارگر  
با قرار دادن پرگنـه قـارچ   ) مختاراز شاه(Fop2و ) چنارستان

، 5زمینی دکستروز آگار حاوي شش رقت روي محیط سیب
.Tعصاره  هر جدایـه  % 35و 25، 20، 15، 10 harzianumو

گیـري قطـر   لسـیوس و انـدازه  درجه س25دماي درنگهداري
میـزان رشـد پرگنـه    . ها پس از هفت روز تعیین شدپرگنه آن

هـاي حـاوي و فاقـد عصـاره     هـاي بیمـارگر در محـیط   جدایه
هــاي مختلــف عصــاره محاســبه و درصــد بازدارنــدگی رقــت

.Tیه چهارجدا harzianumاین آزمـایش . تعیین شدمذکور
صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طـرح کـاملاً تصـادفی    به

تجزیه و SPSS20دست آمده با نرم افزار هاي بههانجام و داد
با استفاده از آزمون توکی در سـطح  تحلیل و مقایسه میانگین

.انجام شد% 5احتمال 
.Tی تولید نانوذره از عصاره میسلیوم harzianum

، 18، 15، 12، 10، 8، 5هاي نیتـرات نقـره شـامل    غلظت
مولار به نسبت مساوي با عصاره میسـلیومی  میلی30، 25، 20

عصاره قارچ مخلـوط و در آب  T42جدایه برتر % 35غلظت 
هـاي نیتـرات نقـره بـه     ایـن غلظـت  . دو بار تقطیر تهیـه شـدند  

ر تـاریکی در  هاي مساوي با عصاره قـارچ مخلـوط و د  نسبت
براي نمونه شـاهد  . درجه سلسیوس نگهداري شدند27دماي 

72پـس از  . از عصاره قارچ بدون نیتـرات نقـره اسـتفاده شـد    
هـا بـا   ساعت تشکیل ذرات نانو با بررسی طیف جذبی نمونـه 

-700سنجی نوري با اشعه ماوراءبنفش در طـول مـوج   طیف
ا پـس از مشـخص شـدن غلظـت ب ـ    . نانومتر بررسـی شـد  400

ــو    ــر در میکروتی ــورد نظ ــول م ــالاتر محل ــذب ب ــاي بج 2ه
دور در 12000دقیقه بـا  10مدت لیتري ریخته شده و بهمیلی

درجـه سلسـیوس سـانتریفیوژ شـد و سـپس      25دقیقه و دماي 
منظـور  هـا بـه  ر ریخته شد و بـه میکروتیـوب  محلول رویی دو

نشین شـده آب دیـونیزه دو   شست و شو و جداشدن ذرات ته
سـپس  . طیر اضافه شد و سه بار دیگر سانتریفیوژ شـدند بار تق

نشین شـده درون شیشـه سـاعت در شـرایط کـاملاً     رسوب ته
ساعت نگهداري 12سترون زیر هود میکروبیولوژي به مدت 

وسیله اسکالپل شد تا خشک شد، آنگاه نانوذره تولید شده به
Vahabi( پودر شـد   et al., 2011 .(    از پـودر نـانو ذره تولیـد
، 1500، 1300، 1000، 900، 700، 500، 300هـاي  شده رقت
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قسمت در میلیون تهیـه و هـر کـدام از    2000و 1900، 1700
لیتـر  میلـی 19لیتر محلول نانوذره با میلی1ها شده با این رقت

آگـار مخلـوط و   -دکسـتروز -زمینـی از محیط کشت سـیب 
در شـاهد  . متري ریخته شدسانتی8سپس درون تشتک پتري 

هـا از  پـس از انعقـاد محـیط   . از آب مقطر سترون استفاده شد
ــه     ــک پرگن ــارگر ی ــارچ بیم ــت روزه ق ــت هف ــیه کش 5حاش

. متري برداشته و در وسط هر تشتک پتري قرار داده شدمیلی
کـه پرگنـه قـارچ بیمـارگر تشـتک      پس از هفت روز، زمـانی 

هـا انـدازه گرفتـه شـد و     شاهد را پر کـرد، قطـر پرگنـه   پتري
ــد  ــد  بدرص ــبه ش ــدگی محاس ــه . ازدارن ــایش ب ــورت آزم ص

تصـادفی بـا چهـار    اکتوریـل در قالـب طـرح آمـاري کـاملاً     ف
ــه. تکــرار انجــام شــد  ــاري دادهتجزی ــزار  ي آم ــرم اف ــا ن ــا ب ه

SPSS20  هـا بــا آزمـون دانکـن در ســطح    و مقایسـه میـانگین
EC30،EC50هاي معادل غلظت. صورت گرفت% 5احتمال 

،EC70  2730، 1/650، 155رتیـب معـادل   تبـه این ماده نـانو
ــون   ــمت در میلی ــورد   قس ــه م ــایش گلخان ــبه و در آزم محاس
.استفاده قرار گرفتند

بـر شـدت بیمـاري   T. harzianumثیر عصاره نانو أت
درگلخانه

بذرهاي ضدعفونی شده دو لوبیاي چیتی و قرمـز کـه از   
تر به بیماري شـناخته شـدند،   آزمون اثبات بیماریزایی حساس

بـار آبیـاري شـدند و پـس از     شدند و هر دو روز یـک کاشته
ها با محلول اي گیاهچهگذشت ده روز، در مرحله دو برگچه

، محلول نیترات EC30،EC50،EC70نانوذره در سه غلظت 
صـورت جداگانـه   بـه T42نقره و عصاره خالص جدایـه برتـر  

هـاي شـاهد بـاآب مقطـر سـترون تیمـار       گیاهچه. تیمار شدند
ساعت مایه تلقیح جدایه پرآزارتـر  24ز گذشت پس ا. شدند

لیتـر از سوسپانسـیون  قارچ بیمـارگر تهیـه شـد و چهـار میلـی     
لیتر آب مقطر سترون در پایین اسپور آن در هر میلی3×106

این آزمـایش  . ها تزریق شدساقه در نزدیکی طوقه به گیاهچه
ی تصافصورت طرح فاکتوریل در قالب طرح آماري کاملاًبه

آزمایش با ده تیمار شامل محلول نیترات نقره پـنج  . انجام شد
ــی ــولمیلـــــ ــالص -مـــــ ــاره خـــــ ــارگر، عصـــــ بیمـــــ

T. harzianum- ــادل ــارگر، غلظـــت معـ ــانوEC30بیمـ نـ
بیمارگر، غلظت -نانوذرهEC50بیمارگر، غلظت معادل-ذره

EC30بیمـــارگر، غلظـــت معـــادل -نـــانوذرهEC70معـــادل

–EC50معـادل نـانوذره  بـدون بیمـارگر، غلظــت   –نـانوذره 

بدون بیمـارگر،  -نانوذرهEC70بدون بیمارگر، غلظت معادل
بـدون  -بیمارگر، شـاهد بـدون نـانوذره   -شاهد بدون نانوذره

. بیمارگر، با چهار تکرار براي هر تیمار در گلخانه انجام شـد 
زنی بیمـارگر، شـدت بیمـاري بـر     پنجاه و دو روز پس از مایه
زرد شـده و طـولی از سـاقه    هاياساس شاخص درصد برگ

-داده. گیري شـد اي شده بودند، اندازهکه آوندهاي آن قهوه
بـا طـرح کـاملاً    SPSS 20افـزار  آوري شده با نـرم هاي جمع

هـا بـا   تصادفی در چهار تکرار تجزیه و تحلیل و میانگین داده
.اي دانکن مقایسه شدآزمون چند دامنه

نتایج 
زایـی  بـات بیمـاري  شناسایی بیمـارگر و آزمـون اث  

هاي آنجدایه
دار بـا سـطحی سـفیدرنگ و    اي کـرك قارچی با پرگنه

هـاي قـایقی   پشت آن به رنگ بنفش روشن با ماکروکنیدیوم
هـاي یـک   شکل چهار سلولی نسبتا باریـک، میکروکنیـدیوم  

اي اي شـکل و کلامیدوسـپورهاي قهـوه   سلولی بیضی یا قلوه
ولی، کروي شـکل بـا   رنگ، تکی یا جفت، انتهایی یا بین سل

دیواره صاف تا کمی زبر و دیواره ضخیم از بافت بیمار لوبیا 
ــان    ــوع میزب ــی و ن ــن صــفات ریخت جداســازي و براســاس ای

Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli تشخیص داده شـد
(Leslie & Summerell, 2006).

از لحـاظ تـوان بیمـاریزایی اخـتلاف     بیمارگردو جدایه 
همچنـین، شـدت بیمـاري بـین     . م نشان ندادندداري با همعنی

دار درصد داراي اختلاف معنی5انواع لوبیا در سطح احتمال 
بود و لوبیاي چشم بلبلی با کمترین شـدت شـاخص بیمـاري    

. نسبت به لوبیاهاي چیتی و قرمز، حساسیت کمتري نشـان داد 
شدت بیماري در دو نوع لوبیاي چیتی و قرمز به یـک انـدازه   

).1شکل (تر از لوبیا چشم بلبلی بود ولی بیش
بـر رشـد   T. harzianumهـاي  ثیر عصـاره جدایـه  تأ

هاي بیمارگرپرگنه جدایه
از لحاظ بازدارندگی T. harzianumهاي جدایهعصاره

. داري با هـم نداشـتند  بر هر دو جدایه بیمارگر اختلاف معنی
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هـا  بنابراین واکـنش هـر دو جدایـه بیمـارگر بـه ایـن عصـاره       
ــود ــان ب ــف    . یکس ــاي مختل ــه ه ــاره جدای ــال عص ــن ح ــا ای ب

و عصاره جدایه اختلاف معنی داري با هم داشتند تریکودرما
ترین اثر بازدارندگی از رشـد پرگنـه بیمـارگر نشـان     بیش42

ــه     ــه قطــر پرگن ــن جدای ــت عصــاره ای ــزایش غلظ ــا اف داد و ب
پرگنـه افـزایش   بیمارگرکاهش و میـزان بـازدارنگی از رشـد   

43و 39، 42، 36هــاي ترتیــب جدایــهپــس از آن بــه.یافــت

سـه  یمقا. دار رشـد پرگنـه بیمـارگر شـدند    باعث کاهش معنی
قطر پرگنه رشد کرده با قطـر پرگنـه شـاهد نشـان داد کـه بـا       

.Tافزایش غلظت عصاره harzianum  قطر پرگنه کـاهش و
بازدارنـدگی از رشـد پرگنـه بیمـارگر افـزایش یافتـه اسـت        میزان 

.)2شکل (
.Tثیر نانوذره نقـره  تأ harzianum    بـر رشـد پرگنـه

بیمارگر در شرایط آزمایشگاهی
هـاي مختلـف نیتـرات نقـره بـا عصـاره       با افزودن غلظت

.Tخالص جدایه  harzianum تغییـر رنـگ محلـول از زرد    ، 42

.ي تولید نانو ذرات نقره بـود دهندهاي مشاهده شد که نشانبه قهوه
400- 700شـده در محـدوده طـول مـوج     جذب نـانوذرات تولیـد  

. نـانومتر ثبـت شــد  440مـوج  نـانومتر بـا حـداکثر جـذب در طـول     

واکنش سه نوع لوبیا به بیماري پژمردگـی فوزاریـومی   - 1شکل 
Fusarium oxysporum.ناشی از  f.sp. phaseoli

Fig. 1. Reactions of three kinds of beans to Fusarium
wilt caused by Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli.

Fusarium oxysporumر رشد میسلیوم قارچبTrichoderma harzianumچهار جدایه هاي مختلف عصاره ثیر غلظتتأ-2شکل 

f.sp. phaseoliعامل پژمردگی فوزاریومی لوبیا.
Fig. 2. Diffferent concentrations of Trichoderma harzianum isolates’ mycelium extracts on mycelial growth of

Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli.
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طیف جذبی مربوط به تشکیل نـانوذرات نقـره بـا اسـتفاده از     
5ي قــارچ، بهتــرین و پایــدارترین جــذب بــا غلظــتعصــاره

، که )3شکل (ساعت داشت72مول نیترات نقره پس از میلی
. اي استفاده شدخانهاز همین رقت براي آزمایش گل

هـاي  بین درصد بازدارنـدگی از رشـد میسـلیوم غلظـت    
درصد 5مختلف محلول نانوذره تولید شده در سطح احتمال 

دار وجود داشت و با افزایش غلظت نانوذرات، اختلاف معنی
میزان بازدارندگی از رشد قارچ بیمـارگر در محـیط افـزایش    

انوذرات بـا شـاهد   هاي ن ـدرصد بازدارندگی همه رقت. یافت
دار داشــتند و بــا افــزایش غلظــت مــاده نــانو، اخــتلاف معنــی

). 4شـکل  (بازدارندگی از رشد قارچ بیمارگر افزایش یافـت 
قسـمت در میلیـون   650بنابراین ماده نانو تولید شده در رقت 

درصـدي از رشـد پرگنـه ایـن قـارچ      50توانایی بازدارندگی 
.بیمارگر را دارا بود

هاي مختلف نانوذره نقـره سـنتز   یف جذبی غلظتط-3شکل
Trichoderma harzianumشـده از عصـاره میسـلیوم قـارچ     

.سنجی نوري با اشعه ماوراءبنفشدست آمده از طیف، به42
Fig. 3. Absorption spectra of various concentrations of
silver nanoparticles synthesized from Trichoderma

harzianum 42 mycelium extract, from UV visible
spectroscopy.

ــکل  ــأ-4ش ــتت ــره   ثیر غلظ ــانو نق ــاره ن ــف عص ــاي مختل ه
Trichoderma harzianum42ر رشــد میســلیوم قــارچ  بــ

Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli   عامـل پژمردگـی
.فوزاریومی لوبیا

Fig. 4. Impact of different concentrations of silver
nano-particle of Trichoderma harzianum mycelium
extract on mycelium growth of Fusarium

oxysporum f.sp. phaseoli.

بـر شـدت بیمـاري   T. harzianumثیر عصاره نانو تأ
درگلخانه

ــوه   ــا و قه ــاري شــامل زردي برگه ــم بیم ــدن علای اي ش
بی در همــه خــوروز پــس از تلقــیح بیمــارگر بــه52، آونــدها

ثیر تیمارها بین دو رقم لوبیا أت). 5شکل (تیمارها مشاهده شد 
دار هـر  داري نبود ولی همه تیمارها باعث کاهش معنـی معنی

تیماري کـه اثـر بـالاتري را در    . دو شاخص شدت بیماري شدند
نـانوذرات  EC70کاهش میزان پژمردگی آوندي داشت  غلظت 

ــا EC50از آن و پــسT42نقــره تولیــد شــده از عصــاره  ، کــه ب
EC30دار نداشـت ولـی بـا عصـاره خـالص      اختلاف معنیT42

نیتــرات نقــره اثــر کمتــري در کــاهش میــزان  . اخــتلاف داشــت
آلودگی داشت که با تیمار شاهد مثبت و بقیـه تیمارهـا اخـتلاف    

ن تیمارهـا همـه   بنـابراین در بـین ای ـ  ). 6شـکل  (معنی دار داشـت  
روه آمـاري قـرار گرفتنـد، اثـر     که در یـک گ ـ غلظتهاي ماده نانو

بالاتري در کاهش شدت بیماري داشتند و پـس از آنهـا عصـاره    
.و سرانجام محلول نیترات نقره قرار داشتندT42خالص 
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ــکل ــانه-5شــ ــا       نشــ ــده بــ ــیح شــ ــالم و تلقــ ــاهد ســ ــاي شــ ــا در تیمارهــ ــومی لوبیــ ــی فوزاریــ ــاري پژمردگــ ــاي بیمــ هــ
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli در گلخانـه :A-   راسـت (و بوتـه بـا برگهـاي زردشـده بیمـار     ) چـپ (بوتـه سـالم( ،

B- ،مقطع عرضی ساقه بوته سالمC-مقطع عرضی ساقه بوته تلقیح شده.
Fig. 5. Symptoms of Fusarium wilt disease of bean in healthy and inoculated plants with Fusarium oxysporum

f.sp. phaseoli in greenhouse: A- Healthy plant (left) and diseased plant with yellowish leaves (right), B-
Stem cross section of healthy plant, C- Stem cross section of diseased plant.

.T، عصاره خـالص  T. harzianum42از عصارههاي مختلف نانوذره نقرهتاثیر غلظت-6شکل  harzianum42    و نیتـرات نقـره بـر
Fusarium oxysporumلوبیا ناشی ازمیزان پژمردگی آوندي  f.sp. phaseoli.

Fig. 6. Impact of different concentrations of silver nanoparticles from extract of T. harzianum42, pure extract of
T. harzianum42 and silver-nitrate on vascular wilt of bean caused by Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli.

B CA
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بحث 
زایـی نشـان داد کـه هـر دو     نتایج آزمون اثبات بیماري

.Fي قارچ جدایه oxysporum f.sp. phaseoli ،از این استان
-زایـی، مـی  دار در قدرت بیماريبدون داشتن اختلاف معنی

ري کنند و شدت بیماري در توانند در سه نوع لوبیا ایجاد بیما
بلبلی کمتر از لوبیاهاي قرمز و چیتی بود، که نشـان  لوبیا چشم

همچنـین نتیجـه   . دهنده حساسیت کمتر آن به بیمـاري اسـت  
ــوان از عصــاره میســلیوم ایــن پــژوهش نشــان داد، کــه مــی  ت

ــه ــارچ جدایــــــ ــد قــــــ ــی کارآمــــــ ــاي ایرانــــــ هــــــ
T. harzianumشـدت  اي تولید کـرد، کـه   ماده نانوذره نقره

ثیر تأ. داري کاهش دهدزاد را به نحو معنیاین بیماري خاك
بیشتر ماده نانوي تولیدي در کاهش شدت بیماري از عصـاره  

دهـد،  و محلول نیترات نقره نشان مـی T. harzianumخالص 
کشی این مـاده نسـبت   که با تشکیل ذرات نانو خاصیت قارچ

حـاوي  رنـگ مخلـوط  . به مواداولیه آن افـزایش یافتـه اسـت   
سـاعت، از زرد کـم  24هاي نقره پـس از  عصاره قارچ و یون

ي تشــکیل دهنــدهاي تغییــر یافــت کــه نشــانرنــگ بــه قهــوه
هـــاياز جدایـــه. نـــانوذرات نقـــره از عصـــاره قـــارچ بـــود 

T. harzianum  در کشور هند نیز براي تولید نانوذرات نقـره
Devati)بــا موفقیــت اســتفاده شــده اســت et al., 2013) .

.Tاي از انوذره نقـــره تولیـــد شـــده از عصـــاره جدایـــهنـــ

harzianum هـا و رشـد   زدن سـختینه بازدارندگی از جوانهتاثیر
عامـل کپـک سـفید    Sclerotinia sclerotiorumمیسلیوم قـارچ  

Guilger)سویا، بدون اثر نامطلوبی روي ریشه سویا، داشته است

et al., 2017) .اي ازدي از جدایهثیر بیشتر ماده نانوذره تولیتأT.

harzianum     در مقایسه با عصـاره خـالص آن و نیتـرات نقـره در
-زدارندگی از رشد جدایه مقاوم به داروي باکتري بیمـاري با

نیـز بـه اثبـات رسـیده     Staphylococcus aureusزاي انسـان  
Gupta).است et al., 2017) در این پژوهش با سنتز نانوذره

.42Tایـه وسـیله عصـاره جد  نقـره بـه   harzianum  و کنتـرل
بیماري پژمردگی آوندي لوبیا در آزمایشگاه و گلخانه نشـان  

تواند تاثیر مثبتـی در کنتـرل ایـن    داده شد که این نانوذره می
.بیماري داشته باشد
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Abstract

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli is an important worldwide disease of beans.

The pathogenicity of two isolates from the southwest of Iran was tested on cowpea, red bean, and kidney bean.

To find the appropriate method for biological control of the disease, the inhibition of mycelial growth of fungal

isolates by silver nanoparticle extract of Trichoderma harzianum was investigated in vitro. The extract of

superior isolate of T. harzianum was converted into nanoparticles by mixing with silver-nitrate solution, and the

formation of nanoparticles was proved by ultraviolet light spectroscopy. The maximum absorption was at 440

nm in a concentration of 5 Mm of silver-nitrate. The inhibitory effect of 10 concentrations of this nanoparticle on

the mycelial growth of hyper-virulent isolate of the pathogen examined and the concentration of EC50 = 650

ppm was determined. The effect of EC30, EC50, EC70 concentrations of this synthesized nanoparticles solution,

pure T. harzianum extract and silver-nitrate solution on the severity of the disease in kidney and red beans was

tested in greenhouse conditions. All treatments significantly reduced the severity of the disease in beans, but

their efficacy was lower than those of silver-nitrate and pure extract of T. harzianum. The biological control

potential of Fusarium wilt by silver nanoparticle extract of T. harzianum is being reported for the first time.
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