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دهیچک

رشد و  يکل رویمختلف عناصر مس، منگنز و ن ياثر غلظت ها یابیبه منظور ارز

.Tشامل  Trichodermaيگونه ها ییاسپورزا harzianum،T. longibrachiatumوT.

tomentosum 2يدر دما یشیآزما±oC25 ط کشت عصاره خاك آگار با پنج تکرار یمح يرو

مار یساعت ت 72ش نشان داد که پس از یج آزمایانجام گرفت. نتا یشگاهیط آزمایدر شرا

.Tن سه گونه فوق گونه یشاهد در ب longibrachiatum زان (ین مقدار رشد به میشتریب

mm78/47 .ن غلظت خود یکل در کمتریساعت پس از کشت، عنصر ن 72) را داشت

)ppm20گونه   يرو ی) نه تنها اثر بازدارندگT. longibrachiatum  نداشت، بلکه سبب

براي عناصر  (IC50)%50یازدارندگبن آزمایش غلظت یز شد. در ای% آن ن7يش رشدیافزا

.Tمس و نیکل در مورد گونه  tomentosum  ساعت برابر  96پس ازppm22/32 ن شد. ییتع

اك ط کشت عصاره خیمح يدر رو یشیآزما يگونه ها یین عناصر بر اسپورزایر ایتاث یبررس

ش اسپورزایی گونه یمختلف باعث افزا يکل در غلظت هاینشان داد که حضور مس، منگنز و ن

شود. همچنین مقایسه میزان جذب فلزات سنگین نشان داد که این  یم Trichodermaيها

ن یشتریپارامتر نه تنها به گونه قارچی بلکه به نوع فلز و حتی غلظت آن نیز بستگی دارد و ب

.Tله گونه یمنگنز و بوس ppm1000مار یا در تزان جذب آنهیم tomentosum روز 7پس از

صورت گرفت.

ن، ی، فلزات سنگيدرصد 50ی، غلظت بازدارندگیست توده قارچی: زواژه هاي کلیدي

زان رشدیم

مقدمه

ده است، یچیط پیک محییکیولوژیخاك از نظر ب

سم ها در آن یکروارگانیاز م یمیکه حجم عظ یطیمح

ت یتوان از آن صرف نظر کرد. اهم یوجود دارد و نم

ل یآنها در تبد ییسم ها، وابسته به توانایکروارگانیم

بات ساده تر است که یبه ترک یوانیو ح یاهیگ يایبقا

ن یشود. علاوه برا یستم وارد میمجدداً به چرخه اکوس

و١یستیز رشکلییتغ يندهایاساساً آنها مسئول فرا

 يفلز ينده هایا آلایو  ٢ها يزمغذیر یستیتجمع ز

Giovanna)باشند  یموجود در خاك م et al., 2002).

 يست هایآنتاگون Trichodermaجنس  يها گونه

 يه قارچ هایهستند و برعل یاهیگمارگریب يها مهم قارچ

مثل  يخاکز يسم هایکروارگانیمارگر و میب

1. Bio-transformation
2. Bio-accumulation of micronutrient
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Rhizoctonia solani Kühnاهچه یگ یکه عامل پژمردگ

,Agrios)ند ینما یباشد، عمل م یاه مین گیدر چند

2005; Apablaza, Trichodermaي. گونه ها(2000

ق رقابت یرا از طر یاهیمارگر گیب يها توانند قارچ یم

ا یس و یوزیب  یق آنتیا از طریفضا و غذا و  يبرا

داده ر ییط خاك را تغیقابل انتشار که شرا يت هایمتابول

 یم یاهیدفاع گ يها سمیک مکانیو باعث رشد و تحر

توانند  یم یها حت ن، آنیند. علاوه برایشوند، کنترل نما

اهان داشته باشند یرشد گ يد کننده رویاثر تشد

(Naseby et al., ن به یجه حضور فلزات سنگی. نت(2000

مورد  Trichodermaيگونه ها يعنوان فاکتور تنش رو

Kredics)است  فتهش قرار گریآزما et al., 2001).

،(BCAs١)یکیولوژیهمانند اغلب عوامل کنترل ب

 يدیتوانند به صورت کن یم Trichodermaيگونه ها

ن قارچ ها یا يرا اسپورهایرند، زیمورد استفاده قرار گ

ها به عنوان  وم آنیسلیدوسپور و میبرعکس کلام

 يریارگون و بکیفرمولاس یدر ط یکروبیم يپروپاگول ها

زان یاز م یطیط مختلف محدر برابر شرایدر مزرعه 

Amsellem)برخوردار هستند  يتحمل بالاتر et al.,

د یبه علت تول Trichodermaيها ن گونهی. همچن(1999

داز و لاکاز یپراکس يها میاز آنز یکه غن ییت هایمتابول

شوند  یح داده میترج ییست پالایهستند، در ز

(Katamaya & Matsumura, 1991; Karam & Nicell,

دهند که  یر نشان میقات اخیتحق ی. در حالت کل(1997

غالباً به عنوان عوامل قارچ کش  Trichodermaيها گونه

ن گزارش یاول .اند ک مورد استفاده قرار گرفتهیولوژیب يها

Coley-Smith)ن مورد توسط یدر ا et al., بود که  (1974

نشان دادند که  یکروتومیم يها با استفاده از برش

Sclerotiumيآلوده اسکلروت ها يمدولا dolphin

Welch ف یدوسپور و هیتوسط کلامT. hamatum Rifai

Henis)ن ین شده است. همچنیگزیکاملاً جا et al.,

يها ) گونهيت بودن (نفوذ و آلوده سازیکوپارازیما (1982

Trichoderma ه یبرعلS. rolfsii Sacc  را گزارش

 يماریدر کنترل ب Trichodermaيگونه هااند.کرده

ت یوکنترل موفق از اهمیخاکزاد به عنوان عوامل ب يها

نکه در همه جا یل ایبرخوردارند و به دل یقابل توجه

1. Biological Control Agents

مطالعه  يک مدل خوب برایحضور دارند، به عنوان 

و کشت آن  يمطرح بوده اند، جداساز یکیولوژیکنترل ب

 یاز بسترها رشد م یلیخ يعاً رویها راحت تر بوده و سر

 یاهیگ يمارگرهایاز ب یعیف وسیط ين رویکنند، همچن

ن قارچ ین ایکنند، همچن یت عمل میکوپارازیبعنوان ما

 یجاد عارضه کرده و بخوبیا یاهان عالیگ يها بندرت رو

 ین قارچ ها انواع آنتیکنند. ا یغذا و فضا رقابت م يبرا

 یم یمیستم آنزیس يدارا د نموده ویک ها را تولیوتیب

 يمارگرهایاز ب یعیف وسیط يباشند که قادرند رو

Islam)ند یاثر نما یاهیگ et al., 2008).

 يخاك ها ٢ییست پالایز يقارچ ها برا يریبکارگ

است. بعنوان  یمیک روش نسبتاً قدینده ها یآلوده با آلا

مختلف  ياز مشارکت گونه ها یمثال مدارك فراوان

Trichoderma ک یآرومات يدروکربن هایه هیدر تجز

Azcbn-Aguilar)وجود دارد  ٣(PAHs)يحلقو &

Barea, ن امروزه یخاك ها به فلزات سنگ یآلودگ.(1997

خاك ها  ین نوع آلودگیار متداول شده است، ایبس

ر قرار داده و در یسم ها را تحت تاثیکروارگانیعملکرد م

 یوجود مرا ب یین هایگزیآن ها جا یتیساختار جمع

تحمل  يرشته ا يآورد. برابر گزارشات موجود قارچ ها

سم ها یکروارگانیر میرا نسبت به سا يقابل ملاحظه تر

از  یدر بعض ین نشان داده اند و حتیدر برابر فلزات سنگ

 يسم هاین به ارگانیآلوده به فلزات سنگ يستگاه هایز

Martino)ل گشته اند یج تبدیرا et al.,  نی. همچن(2000

فلزات  يع کنندگان سطوح بالایاز قارچ ها بعنوان تجم

Morely)نام برده شده است  & Gadd, ن ی. ا(1995

آلوده  يستگاه هایسم ها بتوانند در زیکه ارگان یژگیو

ن در یبا فلزات سنگ یاحتمال يوندهایرشد نموده و پ

ند و آنها را از فاضلاب ها یبرقرار نما یعیطب يط هایمح

دارد  يادیت زیند، اهمیخارج نما یآب ير بسترهایو سا

(Gadd,  یعیطب يستم های. در اکوس(1989

ن یک نوع فلز بلکه با چندیسم ها غالباً نه با یکروارگانیم

ن تحمل در برابر یشوند، بنابرا ین مواجه میفلز سنگ

ز کاربرد آن یقارچ ها و ن يبقا ياز فلزات برا یبیترک

سم ها یکروارگانیم ییدارد. توانا يادیت زیدرصنعت اهم

2. Bioremediation
3. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
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ها در تعامل با فلزات از  يمخصوصاً قارچ ها و باکتر

,Gadd)شناخته شده است یده جذب بخوبیق پدیطر

1989 & 1993; Roggio et al., 1996; Sanna et al.,

ج یار رایعت بسین در طبیحضور فلزات سنگ.(1997

عت حضور یطب يکل در همه جایاست، به عنوان مثال ن

Byle)دارد & Robinson,  یعین فلز بطور طبی. ا(1988

و  یآتشفشان ي، خاکسترهاییایدر يدر خاك، نمک ها

دها یجنگل به شکل سولف يها يذرات دود آتش سوز

(Sulfides)دها ی، آرسن(Arsenides)ت ها یمونی، آنت

(Antimonides) دها یو اکس(Oxides) شود  یده مید

(Tripathi & Srivastava, کل از ین یسم . سطوح(2007

RNA(Puckettن و یق کاهش سنتز پروتئیطر et al.,

 يرشته ا يقارچ ها یمانع رشد و اسپورده (1979

Babich)مختلف و مخمرها  & Stotzky,  یم (1982

 يسم ها برایکروارگانیم یین حال بعضاً توانایشود. با ا

,Gadd)ز ثابت شده است یجذب فلزات ن 1993 ;

Preetha & Viruthagiri, مختلف  يسم های. ارگان(2005

Kogei)ر قارچ ها ینظ & Pavko, در برابر فلزات  (2001

ط جذب و ین متحمل بوده و قادرند آنها را از محیسنگ

سم یق مکانیند. به عنوان مثال قارچ ها از طریخارج نما

ا خارج ی، رسوب داخل یتیمختلف مانند انتقال ظرف يها

ن فلزات یع کنندگان او جذب فعال بعنوان تجم یسلول

 یت سمین موجودات قادرند خاصیشناخته شده اند. ا

در  ییت سم زدایا خاصین برده و ین را از بیفلزات سنگ

Birch)آلوده داشته باشند  يخاك ها & Bachofen,

1990; Joho et al., ت ین مطالعه قابلی. در چند(1995

مختلف از جمله  ين توسط قارچ هایجذب فلزات سنگ

Mucor rouxii Calm(Yan & Viraraghavan, 2000)

Aspergillusو niger Tiegh(Tereshina et al., 1999)

ق قرار گرفته است، اما متاسفانه هنوز داده یمورد تحق

ت جذب فلزات یو قابل دسترس در مورد ظرف یکاف يها

.Tن توسط یسنگ harzianum .افزودن فلزات وجود ندارد

١یکیاکولوژ یالعات سم شناسن به خاك در مطیسنگ

و  یکروبیست توده میباعث کاهش مقدار ز یشگاهیآزما

Zelles)شود  یم یتیر ساختار جمعییتغ et al., 1994).

از کاهش  یحاک یامروزه شواهد مستند قابل توجه

 یطولان يریخاك در اثر قرارگ یکروبیست توده میز

1. Ecotoxicological

از  ین ناشیفلزات سنگ یمدت در معرض آلودگ

ل یه و تحلیتجز .لجن فاضلاب ها وجود دارد يریبکارگ

ر منابع یاز سا ین ناشیآلوده به فلزات سنگ يخاك ها

Zelles)مس  يحاو يرکاربرد قارچکش هاینظ یآلودگ

et al., زات یکه تجه ییمجاور مکان ها يو خاکها (1994

گردد  ین در آنها رها میآلوده به فلزات سنگ ینظام

(Kuperman & Carreiro, ست توده ی، کاهش ز(1997

کم تر ثابت کرده است  يدر غلظت ها یرا حت یکروبیم

(Dahlin et al., 1997).

خارج کردن  يکه عموماً برا یمرسوم يک هایتکن

رند، یگ ین از پساب ها مورد استفاده قرار میفلزات سنگ

کردن)  ی(رسوب دادن و خنث ییایمیش يشامل روش ها

ز و یالی، الکترودییغشا کی، تفکیونیر یی(تغ یکیزیو ف

Atkinson)باشند  یجذب کربن فعال) م et al., 1998;

Matheickal et al., ندها عموماً در خارج ین فرای. ا(1987

با غلظت متوسط و بالا کارآ  ییکردن فلزات از محلول ها

 ییایمیش يندهایاز فرا یهستند. اما روشن است که بعض

د نموده و وارد یولرا ت ياز رسوبات فلز يادیمقدار ز

 یار مشکل میافت آنها بسیکنند که باز یست میط زیمح

ط یمح یش آلودگیز باعث افراین سبب نیباشد، به هم

Guibal)گردند  یست میز et al., . با توجه به (1992

ن در اثر منابع یبه فلزات سنگ یش روزافزون آلودگیافزا

ز یانسان و ن ییره غذایمختلف و وارد شدن آنها در ج

در اکثر خاك ها و  Trichodermaيبعلت حضور گونه ها

ن فلزات، در یت آنها در جذب و خارج کردن ایقابل

ر چهار غلظت مختلف از سه عنصر یق حاضر تاثیتحق

سه گونه  ییرشد و اسپورزا يکل در رویمس، منگنز و ن

قرار گرفته است. یابیمورد ارز Trichodermaاز جنس 

مواد و روش ها

مختلف عناصر يغلظت هاه یته

) که 1عناصر از جدول ( یشین غلظت آزماییتع يبرا

عناصر مس،  ينشان دهنده حداقل و حداکثر غلظت ها

کل در خاك است، استفاده شد و سپس چهار یمنگنز و ن

کمتر از حداقل،  یهر کدام از عناصر (غلظت يغلظت برا

شتر از یب یحداقل غلظت، حداکثر غلظت و غلظت

 یشیآزما يت غلظت هاید. در نهایمشخص گردحداکثر) 

,CuCl2)به صورت، عنصر مس  2H2O)  محصول )
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و30،60،125يآلمان) و با غلظت ها Merckشرکت 

,MnCl2)ام، عنصر منگنز  یپ یپ 150 4H2O))

-Jمحصول شرکت  HD 1000يچین) و با غلظت ها،

,NiCl2)کل یام، عنصر ن یپ یپ 3500و  3000، 1500

6H2O)  محصول شرکت)Scharlau اسپانیا) و با

ام در  یپ یپ 150و  100، 50، 20ياـــت هـــغلظ 

د.ـــه شدنـــنظر گرفت

,Alloway)غلظت هاي عناصر سنگین در خاك ها  -1جدول  1995)

(mg/kg)*غلظت هاي بحرانی عناصر در خاك ها(mg/kg)دامنه معمولی عنصر در خاك ها عنصر
60-2125-250مس
1500-203000-10000منگنز
2100-750نیکل

غلظت هاي بحرانی عناصر در خاك مقادیري از عناصر هستند که بالاتر از آن مقادیر، امکان سمیت آنها وجود دارد. -*

شیمورد آزما یقارچ يه گونه هایته

.T)یقارچ يگونه ها harzianum Rafai, T.

longibrachiatum Rafai, T. tomentosum Bissett)

 یاهیگ يها يماریشگاه بیق از آزماین تحقیانجام ا يبرا

دانشگاه مراغه  يدانشکده کشاورز یاهپزشکیگروه گ

استان  ين گونه ها قبلاً از خاك هایه شدند. ایته

شده بودند. يمازندران جداساز

ط کشتیه محیته

ط یجاد حداکثر شباهت با شرایا يدر این آزمایش برا

ط کشت عصاره خاك یاز مح یعیط طبیمححاکم بر 

200ياستفاده گردید. براي این منظور رو (SEA١)آگار

گرم از خاك زراعی یک لیتر آب مقطر اضافه شد و پس 

ساعت سوسپانسیون حاصل با استفاده از  48از مدت 

یک پارچه ململ عصاره گیري و حجم محلول با استفاده 

 15سپس روي آن  از آب مقطر به یک لیتر رسانده شد و

گرم آگار اضافه گردید. محلول فوق بعد از افزودن غلظت 

يهاي مورد نظر از سه عنصر مس، منگنز و نیکل در دما

متر  یلوگرم بر سانتیک 5/1وس و فشار یدرجه سلس 121

مربع درون اتوکلاو سترون شده و در تشتک هاي 

پلاستیکی یکبار مصرف سترون ریخته شد. لازم به 

اثر غلظت عناصر روي  یاست که در بررس یادآوري

فاقد (SE)اسپورزایی از محیط کشت مایع عصاره خاك 

آگار استفاده شد.

طراحی آزمایش

این آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی و به صورت 

زیر اجرا گردید.

1. Soil Extract Agar

 ين بر رشد پرگنه گونه هایاثرغلظت فلزات سنگ

یقارچ

قارچی در در این آزمایش هر یک از گونه هاي 

تشتک هاي حاوي محیط کشت عصاره خاك آگار توام 

با غلظت هاي مختلف عناصر مورد آزمایش کشت شدند، 

بدین صورت که داخل هود سترون با استفاده از چوب 

سترون شده قرص هاي پنج میلی  ٢پنبه سوراخ کن

متري از کنار پرگنه هاي یک هفته اي از گونه هاي مورد 

ص ها با استفاده از سوزن سترون ه شد و قریش تهیآزما

در مرکز تشتک ها قرار داده شدند و در نهایت تشتک 

درجه  25±2ه شده درون انکوباتور با دماي یهاي ته

تیمار  42وس نگهداري گردیدند. این آزمایش با یسلس

، سه سطح عنصر، Trichoderma(شامل سه سطح قارچ 

اراي چهار سطح از هر عنصر، تیمار شاهد و یک سطح د

، منگنز با غلظت 125هر سه عنصر (مس با غلظت 

پی پی ام) و با پنج تکرار  100و نیکل با غلظت  3000

Trichodermaيگونه ها یانجام شد. رشد شعاع

ه با یساعت بعد از ته 120و  96، 72)یفی(گسترش ه

زان یمد.یو ثبت گرد يریاستفاده از خط کش اندازه گ

س قطر پرگنه و با استفاده براسا یممانعت از رشد شعاع

Sundarاز فرمول ارائه شده توسط  et al. مورد  (1995)

قرار گرفت. یابیارز

(درصد ممانعت از رشد) 

(برحسب  ین رشد شعاعیانگیبرابر م Xکه در آن 

 ین رشد شعاعیانگیم Yمتر) در تشتک شاهد و  یلیم

ن ییتع يبراباشد. یمارها میمتر) در ت یلی(برحسب م

2. Cork Borer
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در فواصل  Trichodermaجنس  يسرعت رشد گونه ها

ساعت اول و  24در  یساعت، تفاوت قطر کلن 24یزمان

م شد. یتقس 24دوم بر عدد 

ن روي اسپورزایی، جذب عناصر یاثر غلظت فلزات سنگ

وTrichodermaمس، منگنز و نیکل توسط گونه هاي 

ست توده قارچییتاثیر فلزات سنگین برروي ز

ن آزمون بدین شکل انجام گرفت که بعد از تهیه ای

و افزودن غلظت  (SE١)ع عصاره خاكیمحیط کشت ما

تر از یل یلیم 20هاي مورد نیاز از عناصر آزمایشی مقدار 

میلی لیتري  50ط فوق درون ظروف ارلن مایر یمح

5/1و فشار  oC121خته شده، سپس ارلن ها در دماي یر

دقیقه سترون  20به مدت کیلوگرم بر سانتی مترمربع 

ط کشت از حاشیه پرگنه یشدند، بعد از سرد شدن مح

يکه رو Trichodermaهاي یک هفته اي گونه هاي 

PDA یلیم 10کشت شده بودند، قرص هایی به قطر 

تر یل یلیم 20يحاو يرهایمتر برداشته شده و به ارلن ما

دند. یک قرص) منتقل گردیر ی(هر ارلن ما SEط یاز مح

يقه) در دمایدور در دق 100کر (یک شیيها روارلن 

شدند. این آزمایش در  يوس نگهداریدرجه سلس 2±25

اسپورزایی گونه هاي مختلف در سه تکرار انجام شد.

معرض غلظت هاي متفاوت فلزات مورد آزمایش هشت 

ن یروز پس از کشت با استفاده از لام هموسیتومتر بد

ک ید از قرار دادن صورت مورد شمارش قرار گرفت که بع

تومتر بعد از یقسمت مربوطه در لام هموس يلامل رو

کنواخت شدن آن)، یيع (برایط کشت مایبهم زدن مح

ق شده و سپس یک قطره از آن در محل مخصوص تزری

موجود در  يکروسکوپ تعداد اسپورهایبا استفاده از م

چهار گوشه و  يمربع مرکز لام (مربع ها 25پنج مربع از 

 ي) شمارش شده و در آخر مجموع اسپورهايمرکزمربع 

 ید تا تعداد کلیضرب گرد 50000شمارش شده در عدد 

د. یع بدست آیط مایتر از محیل یلیاسپور موجود در هر م

مار سه مرتبه انجام یهر ت يشمارش تعداد اسپورها برا

ن صورت عمل شد که با یبد IC50محاسبه  يبراشد.

مختلف هر عنصر،  يت هاغلظ یزان بازدارندگیتوجه م

نرم 1/9% آن عنصر با کمک نسخه 50یزان بازدارندگیم

د. یمحاسبه گرد SASافزار 

1. Soil Extract

جذب عناصر آزمایشی با استفاده از روش جذب اتمی 

ر اندازه گیري شدیبصورت ز

 يق محلول هایبعد از استاندارد کردن دستگاه با تزر

 يط هایمشخص از فلزات در آن، مح يغلظت ها يحاو

ق شده و سپس یقارچ، درون آن تزر يع حاویکشت ما

ط کشت مشخص شده و یمانده از فلز در محیمقدار باق

ه، مقدار جذب یبعد کسر عدد بدست آمده از غلظت اول

ست توده خشک قارچی یشده از عنصر بدست آمد.وزن ز

هشت روز پس از کشت بعد از صاف کردن محیط کشت 

خشک کردن محتواي  مایع با استفاده از کاغذ صافی و

درجه  70ساعت در دماي  24روي کاغذ صافی به مدت 

ن داده یانگین گردید.در هر دو آزمایش مییوس تعیسلس

توسط آزمون  (ANOVA)انس یز واریها با استفاده از آنال

در سطح احتمال پنج  (LSD٢)دار  یحداقل تفاوت معن

سه یمورد مقا SASنرم افزار  1/9درصد به کمک نسخه 

ار گرفت و ترسیم نمودارهاي مربوطه با استفاده از نرم قر

انجام گرفت. Excelافزار 

نتایج و بحث

 ين در رشد پرگنه گونه هایاثر غلظت فلزات سنگ

یقارچ

رشد  ين روینتایج آزمایش اثر غلظت فلزات سنگ

ي) و نمودارها2-4در جداول ( یقارچ يپرگنه گونه ها

 يمارهایست که فقط ت) آمده است (لازم به ذکر ا4-1(

) 2ج آورده شده اند). براساس جدول (یرشد در نتا يدارا

.Tگونه  longibrachiatum  در بین سه گونه مورد

ساعت اول  72بوده و در  يش داراي رشد سریع تریآزما

) در این mm48,78پس ازکشت بیشترین قطر پرگنه (

.Tگونه ثبت شد، در حالی که در همین مدت گونه 

harzianum  در بین سه گونه مذکور از کمترین قطر

) ثبت شده برخوردار بود. مطابق mm10,06پرگنه (

ساعت اول پس از کشت، گونه هاي  72جدول فوق در 

تیمار  42فقط در هشت تیمار از  Trichodermaجنس 

غیر از تیمارهاي شاهد، رشد کردند. در بین ه آزمایشی، ب

گردید، غلظت تیمارهایی که رشد قارچی مشاهده 

ppm20 قطر پرگنه نیکل کمترین اثر بازدارندگی)mm

2. Least Significant Difference
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.T) را در روي گونه 46/45 longibrachiatum  داشته و

مس بیشترین بازدارندگی (قطر  ppm30غلظت 

.T) را روي گونه mm16/5پرگنه harzianum  .داشت

 72) مشاهده می شود در 2همانطوري که در جدول (

مه تیمارهاي حاوي عنصر ساعت اول پس از کشت ه

نموده و هیچکدام از  يریمنگنز از رشد قارچی جلوگ

گونه هاي مورد آزمایش در محیط هاي کشت حاوي 

عنصر منگنز رشدي را از خود نشان ندادند. برهمین 

اساس در مورد دو عنصر دیگر هم فقط پائین ترین 

درppm20در مورد عنصر مس و  ppm30غلظت آنها (

صر نیکل) به گونه هاي قارچی اجازه رشد ارتباط با عن

مس و  ppm60دادند، به استثناي اینکه غلظت هاي 

ppm50  نیکل هم از رشد گونهT. longibrachiatum

ممانعت بعمل نیاوردند.

درجه 25در دماي  Trichodermaمقایسه اثر بازدارندگی سطوح مختلف مس، منگنز و نیکل روي رشد سه گونه از قارچ  -2جدول 

ساعت پس از کشت 72، سلسیوس
(mm)قطر پرگنه میانگینتیمار(mm)قطر پرگنه میانگینتیمار

T. longibrachyatum
*a78/48T. har. + Ni20

f60/10

T. lon. +Ni 20
b**45/46T. harzianum

fg06/10

T. tomentosum
c22/19T. lon. + Ni50

gh88/8

T. lon. + Cu30
d92/16T. lon. + Cu60

h64/8

T. tom. + Ni20
e44/13T. har. + Cu30

i16/5

T. tom. + Cu30
f19/11

LSD (0.05)38/1

% اختلاف معنی دار ندارند.5اعداد داراي حروف مشابه در سطح احتمال  -**تکرار 5میانگین  -*

) مشاهده می شود در 1همانطوري که در نمودار (

نیکل نه تنها داراي  ppm20لظت اولین اندازه گیري، غ

.Tاثر بازدارندگی روي گونه  harzianum نبوده بلکه

باعث افزایش هفت درصدي رشد آن نیز گردید و در بین 

تیمارهایی که امکان رشد قارچی در آنها فراهم شده بود، 

%) و مربوط به غلظت 82بیشترین درصد بازدارندگی (

ppm60  مس روي گونهT. longibrachiatum  بود

)، در حالی که در تیمارهایی که رشد گونه ها 2(نمودار 

% برآورد 100در آن ها میسر نبود، میزان بازدارندگی 

ساعت پس از کشت  96در ).2و  1شد (نمودارهاي 

پی پی ام منگنز نیز امکان  1500و  1000غلظت هاي 

.Tرشد را براي گونه tomentosum   فراهم نمودند

). در بین تیمارهاي داراي رشد 3و نمودار 3(جدول

میلی متر بر  664/0قارچی بیشترین سرعت رشد (

.Tساعت) براي گونه  tomentosum  در محیط حاوي

ppm1000 ) میلی  054/0از عنصر منگنز و کمترین آن

.Tمتر بر ساعت) براي گونه  longybrachyatumدر

از عنصر مس به ثبت رسید. مشابه  ppm60تیمار حاوي 

) 2007فته هاي این تحقیق جاورسکا و دلونیوسکا (یا

نشان دادند که تاثیر منگنز روي رشد خطی گونه هاي 

Trichoderma  به غلظت عنصر و گونه قارچی بستگی

.Tدارد، بطوري که  harzianum حساس ترین گونه ها

بوده، در حالی که برعکس گونه اخیر، هیچکدام از غلظت 

وانستند از رشد گونه هاي منگنز مورد آزمایش نت

T. viridae  ممانعت نمایند، بطوري که حتی بالاترین

) فقط باعث تضعیف جوانه زنی ppm800غلظت منگنز (

.Tکنیدي هاي گونه هاي  viridaeوT. harzianum

شد. 

ساعت  s ،72درصد بازدارندگی غلظت هاي مختلف عنصر نیکل روي رشد گونه هاي  -1نمودار 
پس از کشت
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درصد بازدارندگی غلظت هاي مختلف عنصر مس روي رشد گونه هاي  -2نمودار 
Trichoderma ،72 ساعت پس از کشت

Kredics et al. (2001a & b)  نیز دریافتند که یون

هاي فلزي از جمله منگنز اثر بازدارندگی مهمی روي 

.Tرشد میسلیومی گونه هاي  aureoviridae, T.

harzianumوT. viridae .همانطوري که اشاره دارند

) نیکل در کمترین غلظت مورد 1شد مطابق نمودار (

) نه تنها اثر بازدارندگی روي گونه ppm20آزمایش (

T. harzianum نداشته بلکه باعث افزایش هفت درصدي

رشد آن نیز شده است. همچنین این عنصر با غلظت 

.Tفوق داراي بیشترین اثر بازدارندگی روي گونه 

tomentosum بود. از نگاه دیگر عنصر نیکل در سایر

% 100غلظت هاي مورد آزمایش داراي اثر بازدارندگی 

که  ppm50روي هر سه گونه قارچی (به غیر از غلظت 

.Tدر آن گونه  longibrachiatum 19امکان رشد 

Sarkarدرصدي داشت.) بود.  et al. نیز نشان  (2010)

.Tنیکل باعث کاهش رشد گونه دادند که افزایش غلظت 

harzianumی غلظت ــشده و حتppm200 دـآن از رش

گونه فوق ممانعت بعمل می آورد. ایشان خاطر نشان 

.Tکردند که گونه  harzianum  ًنسبت به نیکل نسبتا

متحمل است، همانطوري که در کمترین غلظت مورد 

) در این تحقیق نیز مشاهده شد ppm20آزمایش (

Levinskaite).1ار(نمود .Tنشان داد که گونه  (2001)

viridae 11S ،متحمل ترین گونه قارچی در برابر نیکل

کادمیوم، کروم و مخلوط آنها بود. او همچنین نشان داد 

کاهش  K2Cr2O7میلی مول  1-2که در غلظت هاي 

شدید رشد اتفاق افتاده و در سه میلی مول هیچ رشدي 

یک میلی مول عناصر نیکل، مشاهده نگردید و مخلوط 

.Tکادمیوم و کروم از رشد  viridae 11S ،ممانعت نمود

در حالیکه در بالاترین غلظت تک تک عناصر رشد 

قارچی قابل مشاهده بود.

بنابراین اثرات توام فلزات سنگین بر روي رشد قارچ  

ها از اثرات تک تک هرکدام از فلزات سنگین شدیدتر 

است.

25در دماي  Trichodermaرشد سه گونه از قارچ سرعت ه اثر بازدارندگی سطوح مختلف مس، منگنز و نیکل روي مقایس-3جدول 

پس از کشت 96تا  72در ساعات بین درجه سلسیوس، 

تیمار
میانگین سرعت رشد 

(mm/h)
تیمار

میانگین سرعت رشد 

(mm/h)

T. tom. + Mn1000*a664/0T. tom. + Cu30def174/0

T. harzianumb**386/0T. har. + Cu30defg160/0

T. tom. + Mn1500b330/0T. lon. +Ni 20efg154/0

T. tomentosumc250/0T. har. + Ni20fg122/0

T. lon. + Cu30cd214/0T. lon. + Ni50gh104/0

T. tom. + Ni20cde210/0T. lon. + Cu60hi054/0

T. longibrachyatumcde198/0

LSD (0.05)0595/0

% اختلاف معنی دار ندارند.5اعداد داراي حروف مشابه در سطح احتمال  -**تکرار  5میانگین  -*
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ساعت پس از کشت در تیمارهاي مختلف 96درجه سلسیوس  25در دماي  Trichodermaقطر پرگنه گونه هاي  -3نمودار 

می شود،  ) مشاهده2همانطوري که در نمودار (

درصد بازدارندگی ترکیبات حاوي مس روي رشد گونه 

نه تنها به غلظت عنصر مس در  Trichodermaهاي 

محیط کشت بلکه به گونه قارچی نیز بستگی دارد. 

بعنوان مثال مطابق نمودار فوق با مقایسه میزان 

بازدارندگی عنصر مس روي گونه هاي مورد آزمایش می 

مس، داراي بیشترین  ppm30توان دریافت که غلظت 

.T%) روي گونه 06/65بازدارندگی ( longibrachiatum

داراي کمترین  ppm60بود، در حالیکه در غلظت 

%) روي گونه مزبور در بین گونه هاي 82/23بازدارندگی (

Yapمورد آزمایش بود.  et al. گزارش کردند که  (2011)

ر در محیط کشت جامد داراي عنصر مس با غلظت بالات

.T،گونه  ppm600از atroviride  قادر به رشد بوده

Anandاست،  et al. ثابت کردند که روي محیط  (2006)

تا  1000کشت آگاردار، عنصر مس درغلظت هاي بین

.Tرويپی پی ام 5000 viridae  .سمی بوده است

Errasquinهمچنین  & Vazquez دریافتند که  (2003)

T. atroviridae  300غلظت هاي صفر تا قادر است در 

پی پی ام مس رشد نماید، در حالی که در غلظت 

ppm350  کاهش شدیدي در رشد آن مشاهده شده و در

از رشد قارچ ممانعت بعمل آمد.  ppm400غلظت 

Hajieghrari نشان داد که عناصر روي، مس،  (2010)

Trichodermaمنگنز، آهن و کبالت از رشد گونه هاي 

ه ولی ازت، منیزیوم و کلسیم داراي ممانعت بعمل آورد

نبوده و مس  Trichodermaاثر سمی روي گونه هاي 

داراي شدیدترین اثر بازدارندگی روي توسعه میسلیوم 

در آزمایش حاضر در بین تیمارهاي قارچی بوده است.

رشدي که امکان رشد آنها فراهم بوده است، غلظت 

ppm3000 ا روي منگنز بیشترین مقدار بازدارندگی ر

.Tگونه  harzianum  ساعت پس از  120نشان داد، زیرا

میلی متر) براي گونه  3/11کشت کمترین قطر پرگنه (

).4مذکور به ثبت رسید (نمودار 

.Tقطر پرگنه گونه هاي  -4نمودار  harzianumوT. tomentosum درجه سلسیوس  25در دماي

ساعت پس از کشت در تیمارهاي مختلف120

مطابق نمودار فوق در همین مدت کمترین اثر 

میلی متر) در  1/28بازدارندگی با بیشترین قطر پرگنه (

.Tنیکل روي گونه ppm20تیمار  tomentosum مشاهده

گردید.
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ترکیبات  (IC50)%50مقایسه غلظت بازدارندگی 

حاوي مس، منگنز و نیکل براي گونه هاي مورد آزمایش 

نشان می دهد که کمترین )4در این تحقیق (جدول

) براي عنصر مس روي ppm63/25مقدار این پارامتر (

.Tگونه  longibrachiatum  و بالاترین مقدار آن

)ppm63/1292 براي عنصر منگنز روي (T.

tomentosum  بوده است. همچنین از جدول فوق

استنباط می شود که در بین سه گونه مورد آزمایش 

براي عنصر نیکل و  IC50کمترین تفاوت در مقدار 

بیشترین آن براي عنصر مس بوده است، هرچند که در 

.Tعنصر منگنز روي دو گونه  IC50مورد  harzianumو

T. longibrachiatum  بعلت اینکه حتی کمترین غلظت

% 100بکار رفته در این آزمایش داراي اثر بازدارندگی 

نمود. روي این دو گونه بوده است، نمی توان اظهار نظر 

Kredics)یافته هاي مشابه این تحقیق توسط  et al.,

2001a)  گزارش شده است، آنها مشاهده کردند که

در بین شش جدایه از  IC50کمترین تفاوت در مقدار 

Trichoderma  براي عناصر نیکل و کبالت بوده است، در

که در مورد عنصر آهن تفاوت معنی دار بوده است. حالی

را براي مس و  IC50ترین مقدار آنها همچنین کم

بالاترین آن را براي آلومینیوم گزارش کردند.

Trichodermaدرصدي ترکیبات حاوي مس، منگنز و نیکل براي گونه هاي  50غلظت بازدارندگی  -4جدول 

ساعت پس از کشت) 96(

(پی پی ام) IC50گونهترکیب

CuCl2, 2H2O

T. harzianum94/26

T. longibrachyatum63/25

T. tomentosum22/32

MnCl2, 4H2OT. tomentosum63/1292

NiCl2, 6H2O

T. harzianum21/31

T. longibrachyatum69/27

T. tomentosum22/32

اثر غلظت فلزات سنگین روي اسپورزایی، جذب عناصر 

وTrichodermaمس، منگنز و نیکل توسط گونه هاي 

ت سنگین روي زیست توده قارچیتاثیر فلزا

مقایسه اثر فلزات سنگین روي اسپورزایی گونه هاي 

Trichoderma نشان 5هشت روز پس از کشت (نمودار (

می دهد که حضور فلزات سنگین در خاك داراي اثر 

محرك روي اسپورزایی بوده است و این اثر نه تنها به 

ستگی گونه قارچی بلکه به نوع فلز و غلظت آن نیز ب

دارد، بطوري که در تیمار شاهد گونه هاي 

Trichoderma اسپورزایی خیلی کمی داشته و حتی

.Tگونه  longibrachiatum اسپورزایی نداشت. همچنین

در تیمارهاي حاوي فلزات سنگین بیشترین مقدار 

اسپور در میلی لیتر محیط  13/15×106اسپورزایی (

.Tمنگنز در گونه ppm1500کشت) در غلظت 

tomentosum ) اسپور در میلی  72/3×106و کمترین آن

.Tمس در گونه  ppm30لیتر محیط کشت) در غلظت 

longibrachiatum  مشاهده گردید. از مقایسه نتایج

حاصل از این آزمایش در ارتباط با تاثیر فلزات سنگین 

روي اسپورزایی و میزان جذب عناصر توسط گونه هاي 

) همچنین استنباط می شود 6و 5قارچی (نمودارهاي 

که در زمین هاي آلوده به منگنز (بدون در نظر گرفتن 

.Tغلظت) گونه  tomentosum  می تواند کارآیی بهتري

در مبارزه بیولوژیک و همچنین در کاهش میزان این 

عنصر در خاك داشته باشد، زیرا علاوه براینکه این عنصر 

ه، میزان جذب باعث افزایش اسپورزایی گونه فوق گردید

آن نیز بوسیله گونه مذکور در مقایسه با سایر گونه ها در 

بیشترین مقدار ثبت شده بود. همچنین در خاك هاي 

.Tآلوده به نیکل، در غلظت هاي کمتر گونه  harzianum

.Tو در غلظت هاي بیشتر گونه  longibrachiatum

کارآیی بهتري داشتند.

1. Inhibitory Concentration
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) نتیجه دیگري نیز می توان گرفت و آن 5از نمودار (

اینکه وارد کردن دو عنصر مس و نیکل در تیمار 

آزمایشی باعث شد که اثر این تیمار روي اسپورزایی گونه 

T. longibrachiatum  از مجموع تاثیر جداگانه این دو

عنصر بیشتر باشد (داراي اثر تشدید کنندگی)، هرچند 

ز در تیمار آزمایشی نتیجه بازدارنده اي وارد شدن منگن

.Tرا روي اسپورزایی  tomentosum  داشته است. در این

تحقیق اثر فلزات سنگین بطور جداگانه مورد بررسی قرار 

گرفته است. بنابراین تعمیم نتایج آزمایشگاهی به شرایط 

حاکم بر محیط خاك مشکل است. در اکوسیستم 

ست نه تنها با یک طبیعی گونه هاي قارچی ممکن ا

ترکیب محلول و یا غیرمحلول حاوي فلز بلکه با چند 

ترکیب داراي فلز مواجه بوده و ممکن است واکنش گونه 

ها یا جدایه ها در برابر چند ترکیب بعلت اثر 

Kucukآنتاگونیستی یا سینرژیستی آنها متفاوت باشد  et

al., 2008; Errasquin & Vazquez, ). براین (2003

Errasquinس اسا & Vazquez ثابت کردند که  (2003)

.Tسمیت عنصر روي در ترکیب با کادمیوم روي 

atroviridae  بیشتر از مجموع اثرات بازدارندگی هریک

از این فلزات بود.

در محیط عصاره خاك آلوده به فلزات  Trichodermaمقایسه اسپورزایی گونه هاي مختلف  -5نمودار 

(هشت روز پس از کشت) درجه سلسیوس25سنگین در دماي 

( هفت روز پس  Trichodermaمقایسه درصد جذب فلزات سنگین بوسیله گونه هاي مختلف  -6نمودار 

از کشت)

به منظور ارزیابی درصد جذب فلزات سنگین توسط 

مقدار عناصر موجود در محیط  Trichodermaگونه هاي 

گیري گردید.  کشت مایع هفت روز پس از کشت اندازه

) نشان داد که میزان جذب فلزات 6نتایج حاصل (نمودار 

علاوه براینکه  Trichodermaسنگین توسط گونه هاي 

به گونه قارچی بستگی دارد، به نوع فلز و غلظت آن نیز 

بستگی دارد. بطوري که بیشترین میزان جذب 

.T%) توسط گونه67/48( tomentosum  و کمترین آن

.Tله گونه %) بوسی33/13( longibrachiatum  بوقوع

پیوست.
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) میزان زیست توده خشک میسلیومی 7نمودار (

ان ـگونه هاي تریکودرما را هشت روز پس از کشت نش

می دهد. از نمودار مزبور استنتاج می شود که بیشترین 

گرم) در تیمارهاي شاهد  0236/0زیست توده خشک (

.Tمربوط به گونه  tomentosum، رهاي حاوي در تیما

.Tمس مربوط به گونه  tomentosum  و در تیمارهاي

.Tحاوي نیکل مربوط به گونه  longibrachiatum  .بود

در اندازه گیري مقدار زیست توده نکته جالب توجه این 

گرم) در گونه  0245/0که بیشترین مقدار زیست توده (

T. tomentosum  و در تیماري که در آن هر سه عنصر

نز و نیکل حضور داشتند، ثبت گردید. این مس، منگ

افزایش شاید بدلیل تحریک اسپورزایی و افزایش تعداد 

اسپورهاي تولید شده فراهم شده باشد، کمااینکه ارزیابی 

تعداد اسپورهاي تولید شده در حضور سه عنصر فوق 

حاکی از افزایش تعداد اسپورها در واحد حجم بود 

).5(نمودار 

در محیط عصاره خاك آلوده  Trichodermaقایسه وزن زیست توده خشک گونه هاي مختلف م -7نمودار 

(هشت روز پس از کشت) درجه سلسیوسبه فلزات سنگین در دماي 

در سیستم هاي کشاورزي، آفتکش هاي حاوي 

فلزات و کودهاي شیمیایی بطور فزاینده اي مورد 

ر خاك استفاده قرار گرفته و نیز فاضلاب هاي صنعتی د

رها می شوند. بااین حال بعضی از مواد معدنی داراي 

نقش مهمی روي ارگانیسم ها و رشد و توسعه آنها بوده 

و ممکن است از طریق بلوکه کردن، تجزیه و غیرفعال 

سازي بعضی از مولکول هاي مهم بیولوژیکی مثل 

پروتئین ها و آنزیم ها مخصوصاً در مورد فلزاتی مثل 

لکرد بیولوژیکی هستند، باعث سمیت جیوه که بدون عم

,Ochia)در غلظت هاي بالاتر شوند  ، باتوجه به (1987

نقش فیزیولوژیکی و ساختاري فلزات در ثبات غشاي 

Errasquinسلولی  & Vazquez, ) و نقش بعضی (2003

از مواد معدنی در غلظت هاي بهینه روي رشد و توسعه 

ش هاي ناشی از گیاهان و واکنش دفاعی آنها در برابر تن

عوامل زنده و غیرزنده و نیز افزایش روزافزون فلزات 

سنگین در خاك ها مخصوصاً در خاك هاي کشاورزي 

مناطق صنعتی، نیاز بشر به مطالعه در مورد جایگزین 

بعنوان عوامل  Trichodermaهایی مثل گونه هاي 

و نیز  1بیوکنترل بیماري هاي گیاهی، کودهاي زیستی

 3و تجمع کنندگان زیستی 2ي زیستیجذب کننده ها

مواد زائد، افزایش می یابد. بعبارت دیگر بکارگیري 

Trichoderma  همراه با بعضی از آفتکش هاي حاوي

فلزات و یا کودهاي شیمیایی نیاز به مطالعات بیشتري 

,Hajieghrari)دارد 2010).

منابع موجود حاکی از عدم تاثیر فلزات سنگین (بجز 

نواع آنزیم ها بویژه آن دسته از آنزیم هایی جیوه) روي ا

Kredics)که در مایکوپارازیتیسم نقش دارند، می باشد 

1. Bio-fertilizer
2. Bio-sorbent
3. Bioaccumulation
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et al., 2001 & 2001a) به همین جهت استفاده از ،

که مقاوم به  Trichodermaجدایه هایی از گونه هاي 

فلزات سنگین هستند، در خاك هاي آلوده به فلزات 

هاي بیمارگر گیاهی خاك سنگین میتواند برعلیه قارچ 

Kredics)زي موثر واقع شود  et al., . با اینحال (2003

رشد عوامل بیوکنترل و ظرفیت بیوکنترلی آنها نه تنها 

به فاکتورهاي شیمیایی بلکه به فاکتورهاي دیگري مثل 

فاکتورهاي فیزیکی و بیولوژیکی محیط نیز بستگی دارد، 

ت درك بهتر اثر بنابراین آزمایشات آتی بایستی در جه

فاکتورهاي محیطی روي رشد و توسعه جدایه هاي 

بیوکنترلی در طبیعت متمرکز باشد، بویژه در مناطقی 

که در قالب مدیریت تلفیقی آفات، عوامل بیوکنترلی در 

ترکیب با آفتکش هاي حاوي فلزات و  کودهاي 

شیمیایی بکار برده می شوند.

سپاسگزاري

بر خود لازم می دانند از  بر حسب وظیفه نگارندگان

دکتر قره خانی، مهندس کریمی و آقایان جلیلی و سیفی 

به خاطر همکاري هاي شان در جهت انجام این آزمایش 

کمال تشکر و قدردانی را داشته باشند.
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