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 چکیده

عامل پژمردگی فوزاریومی، خسارت فراوانی را به   Fusarium oxysporum f.sp. dianthiمیخک از گیاهان زینتی مهم است و  

 Fusarium oxysporumآلوده به قارچ    خکیم  اهی واکنش گ کنونی بررسی  پژوهش    سازد. هدف ازدهندگان میخک وارد میپرورش

f.sp. dianthi  ی مرتبط با  میآنزهای فیزیولوژیک و برخی از شاخصدر )والد و جهش یافته(  کودرمایترقارچ شده با زنی مایهو

 F. oxysporum  جدایه  ها،آن  یی زایماریب   تایید  و  زایماریعامل ب  سازیو خالص  یپس از جداساز  .بود  بروز مقاومت به بیمارگر

N112  ی  پژوهشکده کشاورز ونی از کلکس )افتهیوالد و جهش( کودرمایتر هایجدایهانتخاب شد.  گرمار یب پرآزار هیبه عنوان سو

بررسی شد. میزان کاهش بروز  ای  درون شیشه  طیدر شرا  F. oxysporum N112  از رشد  جلوگیریقدرت  و    افت ای دریهسته

  a سبزینه، نیپروتئ میزان. در گلخانه بررسی شد ’White Liberty‘میخک  اهیگ یرو منتخب ی تریکودرما بیماری در اثر تیمار با 

 .اندازه گیری شد  21و    14،  7  یدر روزها  یبرگ   هاینمونه  دراکسیداز    فنولو پلی  دازیپراکس  یهامیآنز  ت یو فعال  دی، کارتنوئbو

های پراکسیداز و  افزایش آنزیم ، کاروتنوئید در گیاهان آلوده و  bو    a  سبزینهتولید پروتئین،  کاهش  از    نشانپژوهش  این  نتایج  

منجر به افزایش محتوی    تریکودرمابا    مایه زنیکه  . در حالیداشت های آزاد در بافت برگی  مع رادیکالجاکسیداز در اثر ت  فنولپلی

های رادیکال های آزاد و در نتیجه کاهش تجمع آنزیم  انباشت   و جلوگیری از  در برگکاروتنوئید    و  b  و  a  سبزینهپروتئین،  

گیاهان بر این، در    افزونشد.    Fusarium oxysporum f.sp. dianthiآلوده به قارچ    خکیم  اهیگ اکسیداز در    فنولپراکسیداز و پلی

با   برگ    سبزینه   انباشت   افزایش یافته  جهش  یتریکودرماتیمار شده  در  پروتئین  با جدایه  و  درمقایسه  بیماری  بروز  کاهش  و 

  ، از پیشرفت بیماری   گیریپیشدر   بیش از جدایه والدیافته  جهش  تیمار با تریکودرمای   ،. از سوی دیگرشد  دیده)والد(    کودرمایتر

هش اکسایش  کا  دریافته  جهش  یتریکودرمابه دلیل تاثیر تیمار با    ممکن است   تاثیر داشت که  بیمارگر  با  مایه زنی روز پس از    21

  ( آنتاگونیستیافزایی )همنابر قدرت  افزونی جهش یافته تریکودرمانتایج نشان داد که، در مجموع، د. در گیاه بیمار باش اییاخته

موثرتری در برنامه تلفیقی مبارزه با عامل    کنترل زیستیتواند عامل  می  اییاختهتاثیر بیشتر در تعادل اکسایش  راه  بالاتر از والد، از  

 پژمردگی فوزاریومی میخک باشد. 
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 ، پرتوتابی با پرتو گاما. کنترل زیستی، تریکودرما، Dianthus caryophyllus ،Fusarium oxysporum: های کلیدیواژه 

 مقدمه 

 ،هکتار سطح زیر کشت   38شهرستان محلات با    وتولید شده در ایران است    بریدنیهای زینتی  ترین گلجمله مهم  میخک از

گیری  همه. در سال های اخیر بروز  (Zaker Tavallaie et al., 2022)  است   کشوردر    بریدنیمرکز پرورش این گل  بزرگترین  

یکی از    این محصول وارد کرده است.گان  دکننهای فوزاریومی در این شهرستان خسارت بزرگی را به تولید  ناشی از آلودگی

بیماریمهم قارچترین  آن  که عامل  فوزاریومی است  پژمردگی  پرورش میخک  در   .Fusarium oxysporum f.spزاد  خاک   ها 

dianthi   است  (Santos-Rodríguez et al., 2021)که با  در شهرستان محلات  های دو ساله و سه ساله  گلخانهدر   . این بیماری

  Fusarium oxysporum f.sp. dianthi  قارچ  .وردآهستند خسارت بیشتری را وارد می  رورویهطغیان و تجمع جمعیت بیمارگر  

که منجر   باشدرا دارا می 2هایی مانند بیکاورینبیوتیک، مهارکنندگان فرار و آنتی1تولید کلامیدوسپورهای به شدت مقاوم توانایی

شیمیایی همیشه همراه با   هایسمبا استفاده از مرسوم مبارزه .  (Rana et al., 2017) شود می بیماریشدن مدیریت این  دشواربه 

 Nicolopoulou-Stamati et)   است   بیمارگر  های مفید و ایجاد مقاومت درمحیطی، مرگ میکروارگانیسمآلودگی زیست ایجاد  

al., 2016)  .  دلیل کاهش کیفیت سموم موجود در بازار )ارائه زیستی، به  خطرهایبر    افزونهای شیمیایی  قارچکشاستفاده از

در کشور بر مشکلات تولید کنندگان میخک   یارز  هایسموم تاریخ مصرف گذشته و تقلبی( و افزایش قیمت ناشی از تغییر

کنترل شیمیایی     ه جایتواند جایگزین مناسبی بمی  ( تریکودرما)از جمله    کنترل زیستیهای  استفاده از روش  بنابراینافزوده است.   

برابر  بیمارگر کاهش دهد  کشقارچها باشد و خطر بروز مقاومت در  در و    (Sundaramoorthy & Balabaskar, 2013)ها را 

زاد بوده  قارچ خاک   تریکودرما  باشد.  موثر   ها بسیار  افزایش تولید میخک و کاهش هزینه کنترل بیماری و تداوم استفاده از گلخانه

کاهش جمعیت فعال بیمارگر در خاک و منجر به    (3)مایکوپارازیتیسم، رقابت و آنتی بیوز  چندگانههای  مکانیسمو با استفاده از  

گیاه  انگیزش به  ضدقارچی  (Khan et al., 2020)  شودمیهدف    مقاومت  فعالیت  هیدرولازهای تریکودرما  .  تولید  از  ناشی 

 & Ros) شودکه به ترتیب باعث تجزیه کیتین و پلیمرهای گلوکان میاست  گلوکانازها    -β -3،1گلیکوزیل همچون کیتینازها و  

Pascual, 2011)  ،دیگر  ها و رقابت باقارچ  گر ید  یشدن رو  یانگل  ها،کیوتی بیآنت  دیتول  ییقارچ به علت توانا   نیا. همچنین  

 سم ی هر مکان  ت یفعال.  (Howell, 2006) قرار گرفته است  پژوهش    به طور گسترده مورد  اهانی گ   ی مضر برا  یهاسمیکروارگانیم

کربن  ،  هاکیوتی بیآنت  وفورها،ردیس  ک،یتیدرولیه  یهام یرشد، آنز  یهاالقاکنندهمانند  ویژه    یهات ی و متابول  هاب ی ترک   دیمنجر به تول

   .(Ros & Pascual, 2011) دهدیم شیافزا را را در خاک  اهانیرشد گ  شده و از این رو تروژنیو ن

 De)اکسیدازهاست    فنولهای دفاعی همچون پراکسیدازها و پلیهمراه با تغییر در برخی از آنزیمبیمارگر    - برهمکنش میزبان

Gara et al., 2003)بیوسنتز لگینین و  ها و  فنولبرهمکش با راه  از    بیمارگر  توسط   جلوگیری از کلونیزه شدنها باعث  آنزیم  . این

ها منجر بیان شده است که سطوح بالای این آنزیم   هاپژوهشدر برخی از  .  (Santos-Rodríguez et al., 2021)د  نشو سوبرین می

های آنتی بر افزایش تجمع آنزیم  توانایی این را دارد که  تریکودرما.  (Lavania et al., 2006 )گردد  می  بیمارگر   به مقاومت گیاه به

 .Fusarium oxysporum f.spمقاومت به بیمارگر کمک نموده و در بیمارگرهای خاکبردی مانند    انگیزشاکسیدانی در میزبان و  

 

1- Highly Resistant Chlamydospores                                         2- Bikaverin                                              3- Antibiosis   
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dianthi  این بیماری روی    کنترل زیستیبسیار کارایی دارد. برای افزایش کارایی    راهبردهای چند ساله مانند میخک این  و میزبان

ی بومی ایران با استفاده از پرتوتابی با پرتو گاما استفاده  تریکودرمامقاومت در قارچ    انگیزشاز روش    حاضرپژوهش    درمیخک،  

آلوده    خک یم  اهیواکنش گ ،  های رشدو شاخص  بر بررسی میزان بروز بیماری  افزون  ،تریکودرمای نحوه اثر  سبرر  برای شده است.  

در والد و جهش یافته    یکودرمایتر  یستیعامل آنتاگون  شده بامایه زنی  و    Fusarium oxysporum f.sp. dianthiشده به قارچ  

 . گرفت قرار   یمورد بررسنیز  یمیآنزهای فیزیولوژیک و برخی از شاخصسطح 

 ها روشمواد و 

 جداسازی و خالص سازی عامل بیمارگر از میخک

های آلوده واقع در  گلخانهاز    ،’White Liberty‘های گیاه میخک رقم  های بیمارگر مورد استفاده در این پژوهش، از نمونهقارچ

ها به آزمایشگاه  آن  ریزوسفرهای گیاهان بیمار و نمونه های خاک همراه  شهرستان محلات، شهرک گل، جداسازی شدند. نمونه 

ای منتقل شدند. پژوهشگاه علوم و فنون هسته  -ای کرجگروه گیاهپزشکی پژوهشکده کشاورزی هسته  -بیماری شناسی گیاهی

حاشیه سالم و بیمار هایی از  سپس، بخش   .آب شستشو داده شد  با  طوقه گیاهان بیمار  ،برای جداسازی بیمارگر از بافت گیاهی

ضدعفونی سطحی    (کلر فعال  یک درصد)دارای  و با محلول وایتکس  جداشده    های آلوده هطوقیک تا دو میلی متر از    اندازهبه  

در تاریکی و در دمای  آگار(    –دکستروز    –)عصاره سیب زمینی    PDAآگار( و  –)برگ میخک   CLA  روی محیط کشت و    ندشد

  کردن ریسهها با استفاده از روش نوک جدایهکشت خالص  شدند.    گذاریگرمخانه ، برای چهار تا پنج روز،  سلسیوسدرجه    2±28

 . انجام شددندان، چوبی خلال هایهقطعروی ها تهیه شد. نگهداری جدایه PDAروی محیط کشت 

 زایی عوامل بیمارگر جداسازی شده بررسی قدرت بیماری 

  مارگر یب  یهاهیسوسپانسیونی از اسپورهای جدا  شد.  تهیهی  ی زابیماریقارچ بیمارگر برای اثبات    یهاه یزادمایه از جدادر آغاز  

آب مقطر استریل و با استفاده از    لیتر آب مقطر استریل به وسیله لام گلبول شمار تهیهاسپور در هر میلی  510( با غلظت ومی )فوزرا

  4در مرحله    ’White Liberty‘  میخکبه طوقه گیاه    مایه زنیاز این سوسپانسیون اسپور برای  رسانده شد.  میلی لیتر    50  به حجم

تکرار انجام شد. خاک    کی سه تکرار و هر گلدان )بوته( به عنوان    دراین آزمایش    .(Lori et al.,  2004) استفاده شد  برگی  5تا  

های  مرطوب کردن آن درون کیسه  ازپس    مخلوط و  به طور کامل  1:1:1:1کشت حاوی پرلایت و کوکوپیت، شن و ماسه به نسبت  

نوبت هر بار    دو  در  سفرفشار یک اتم   و   سلسیوسدرجه    121پلاستیکی دو جداره قرار داده شد و داخل اتوکلاو در حرارت  

سه هفته قرار داده شده    برای  سلسیوس درجه   25در اتاق کشت در دمای    هاگلداناستریل گردید و   کامل به طور  ساعت   2  برای

. قارچ عامل بیماری از گیاهانی که علائم آلودگی را نشان داده بودند، آب پاشی دستی انجام شدراه  از    سه بار درهفته  و آبیاری

  با استفاده از کلید شناسایی ها  آن  تبارشناسی  همانندیهای جدا شده قبلی مقایسه و  جداسازی شد و مشخصات این نمونه با نمونه

 .  (Shahbazi et al., 2021) مورد بررسی قرار گرفت ، (Leslie & Summerell, 2008)و سامرل  یلزل

 ef1  یمرهایبا استفاده از پرا  TEF-1αژن    هیناح  ریتکثفوزاریوم شناسایی شده با استفاده از    های جدایهکلیه    شناسایی مولکولی

 Fusarium IDداده    گاهیدر پا  یدینوکلئوت  هایتوالیشدند و    یابی  یو توال  یشده خالص ساز  ریتکث  هایه قطعانجام شد.    ef2و  

 N112 . بر این اساس شناسایی شد  میترس  زین  کیلوژنتیدرخت فو    یمعرف  TEF-1αها بر اساس ژن  هیجدا  یولکولم  ییشناسا  یبرا

 . (Shahbazi et al., 2021تایید گردید ) F. oxysporum  نهگو به عنوان جدایه متعلق به   
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میخک داشت و به    هایقلمهرا روی    ی بیماریهانشانهبالاترین شدت    F. oxysporum N112پس از انجام آزمون بیماریزائی،   

برای     و بیمارگر انتخاب شد.  تریکودرماای و بررسی واکنش میخک به  های گلخانهعنوان جدایه پرآزار بیمارگر برای ارزیابی

، Falatبر روی سه گیاه )گوجه فرنگی رقم    مایه زنی  ،رانابا استفاده از روش لوری و همک   f. sp. dianthiفرم ویژه  شناسایی  

از  (، درمرحله گیاهچهOscarل رقم  و و گلای  1F1دورگه  خیاربذر   با استفاده    ه یاسپورهای جدا  سوسپانسیونهای شش برگی، 

N112 شد انجاملیتر آب اسپور در میلی 510با غلظت ومیفوزرا (2004 et al.,Lori ) . 

 تریکودرما یافته جهش   والد و هایانتخاب جدایه برایغربالگری کلکسیون تریکودرما   

غربالگری   عوامل    هایگونهبرای  کلکسیون  از  والد  زیستیتریکودرمای  شناسی  کنترل  بیماری  آزمایشگاه  در  گروه    -موجود 

  با استفاده از روش   تریکودرماهای  آنتاگونیستی گونه  میزان قدرتآزمون ارزیابی  ای،  پژوهشکده کشاورزی هسته  -گیاهپزشکی

جدایه بیمارگر    14شعاعی میسلیومی    از رشد  جلوگیریاز نظر    هیجدا  نیبهتر  انجام شد تا  با عوامل بیمارگر  هاآن  کشت متقابل 

 .T)ای والد  هتریکودرمای منتخب شامل جدایه  هایگونه  گونه والد تریکودرما،   79از بین    د. و ش   انتخابخالص سازی شده  

harzianum NAS110, T. viride NAS106, T. atroviride NAS112, T. koningii NAS107 and T. virens NAS114)     ندبود  

 .که بالاترین قدرت آنتاگونیستی را نشان دادند

 انگیزشبهینه  دامنه دزبه طور جداگانه در  تریکودرما سوسپانسیون اسپور هر گونه رویبرجهش با استفاده از پرتوتابی  انگیزش

انجام   ثانیه  در گری0/ 18 دز نرخ و کوری2500 اکتیویته –60با چشمه کبالت  2دستگاه گاماسلگری( با استفاده از   250جهش )

جدایه  و ثبت شده برای هر    شناسیریخت   اتتغییرپایداری  و اطمینان از    هایافته. پس از هفت بار واکشت هر یک از جهششد

از    هاآن بودن  یافته  جهش  اثبات  ،یافتهجهش استفاده  و  نشانگربا  مولکولی  پروتئینی    یهاپژوهشهای  پروفایل  و  آنتاگونیستی 

( انجام  Abbasi et al., 2016; Soufi et al., 2021و عوامل بیمارگر گیاهی )  تریکودرماهای دخیل در مایکوپارازیتیسم بین آنزیم 

 نگهداری شدند.   گروه گیاهپزشکی  -زمایشگاه بیماری شناسی گیاهی آدر    تریکودرمایافته  جهشجدایه    7000شد و در کلکسیون  

. ندانتخاب شد  شانوالدجدایه  با سرعت رشد بالاتر از  یافته  جهشجدایه    20  ،کلکسیوناین  از  های برتر  جهش یافته  برای انتخاب

در   N112 ی جدایه پرآزارمیسلیوم از رشد  جلوگیریقدرت که دارای بالاترین یافته جهشجدایه  یک ،منتخب از هر گونه سپس 

-NAS110-M8, NAS106  های جدایهشامل  برتر  یافته  جهش  هایجدایه  .گردید  انتخاب   ،دبو   PDAمحیط کشت    کشت متقابل در

M21, NAS112-M25, NAS107-M1    وNAS114-M12    ندداشتاز والد خود    از رشد بیمارگر بالاتر  جلوگیریکه قدرت  بودند  . 

 در آزمایشگاه  بیمارگر از رشد  جلوگیریارزیابی قدرت 

برداشته و در یک تشتک    تریکودرما  هایجدایهمیلیمتر از کشت سه روزه    5دیسکی به قطر    در آغازدر این روش  برای غربالگری  

در  با فاصله یک سانتیمتر از لبه تشتک قرار داده شد )هر جدایه در یک تشتک پتری جداگانه و PDA حاوی محیط کشت  پتری

برداشته و    PDA   جدایه برتر قارچ فوزاریوم روی محیط کشت همان اندازه از کشت سه روزه   سه تکرار(. همزمان با این کار، به

و در مقابل آن   کشت سه روزه فوزاریوم  تنهاشد. در تیمارهای شاهد    در همان تشتک گذاشته  تریکودرمادر طرف مقابل قارچ  

نگهداری شدند و   سلسیوس  درجه  25های پتری در دمای  گذاشته شد. تشتک PDA میلیمتر از محیط کشت  5دیسکی به قطر  

 

1- INCI F1 (ENZA-ZADEN)                                                           2-  Gamma cell -220 irradiator( Nordion-Canada) 
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  ساعته مورد  96درصد بازدارندگی فاصله زمانی و شد   گیریساعت اندازه  96و  72ای هدر کشت  تریکودرماهای رشد و جدایه

 گرفت.    محاسبه قرار

در  ومیفوزار( / قطر رشد کودرمایتردر کشت متقابل با  ومیفوزار قطر رشد -در شاهد ومیفوزار= )قطر رشد یدرصد بازدارنگ

 100 ×شاهد 

 میخک به عوامل آنتاگونیست و بیمارگر ایییشیمزیستهای ارزیابی واکنش

های میخک در گلخانه قلمه  رویرا    هانشانه که بالاترین شدت    F. oxysporum N112های بیمارگر، جدایه پرآزار  بر اساس داده

های  جدایه   همهرا در برابر    ریسهاز رشد    جلوگیریبالاترین توانایی    هک   NAS114و    NAS106 ی والد  هانشان داده بود و جدایه

 انتخاب شدند.   ،زا نشان دادندبیماری فوزاریومی

فعال عامل بیمارگر منتخب    زادمایه ابتدا گیاهان توسط    به بیمارگر و آنتاگونیست و تعامل این دو،  برای بررسی واکنش گیاه میخک

اعمال گردید. در    تریکودرما، تیمار با  زنیبعد از مایهروز  7،در گیاهان کنترل منفی  هانشانهبروز    آغاز  سازی شدند و پس از  آلوده

  NAS114و    NAS106های والد  جدایهسوسپانسیون اسپور  از    )مخلوط مساوی  تیمار والد  دو تیمار اصلی شامل  ،تریکودرماتیمار با  

  NAS114-M12و    NAS106-M21ت منتخب  نمخلوطی از دو جدایه موتا)یافته  جهش  و تیمار  (عنوان تیمار تریکودرمای والد  به

گیاهان کنترل مثبت و منفی    .اضافه شدندبه خاک گیاهان تحت تیمار با بیمارگر    (ی موتانت تریکودرما عنوان تیمار    بهمربوط  

گیاهان تیمار  و    آلوده به بیمارگر بودند(نشده بود و کنترل منفی که گیاهان میخک  زنی  مایهگیاهان شاهدی که بیمارگر به آنها  )

درهزار برای  2ایران(، طبق غلظت توصیه شده شرکت سازنده با غلظت  -قارچکش شیمیایی کاربندازیم)شرکت سمیران باشده 

این   .و شرایط مشابه نگهداری شدندبازه زمانی    نیز دری والد و موتانت با روش شیمیایی  تریکودرمامقایسه کارایی تیمارهای  

روشنایی روز  و  سلسیوس درجه  25دمای ای با ی هستهزپژوهشکده کشاور - در گلخانه تحقیقاتی گروه گیاهپزشکی هاآزمایش

بلوک کامل تصادفی انجام شد.  با چهار تکرار و در قالب طرحشاهد  تیمارها و  همه  انجام شد.    % 85-80  نسبی  و شب و رطوبت 

برای .  کشت و تیمار و نگهداری شد  گلدان برای هر تیمار(  15  حداقلگلدان )  5و در هر تکرار  تکرار  چهار  برای هر تیمار  

( در سه دوره جهش یافتهحضور عامل آنتاگونیست )والد و    نبودو میخک در حضور و    فوزاریومبررسی تعاملات پاتوسیستم  

های آنتی  شامل پروتئین کل محلول، آنزیم  ایییشیمزیست های  شاخص،  با تریکودرمازنی  مایهروز پس از    21و    14و    7زمانی  

مورد    و  های برگی تازه استخراج  از نمونهو کارتنوئید(    a , b  سبزینهها )اکسیداز و پراکسیداز و رنگدانه   فنولاکسیدانی پلی  

  ارزیابی قرار گرفتند

 گلخانههای میخک در  منتخب و بیمارگر به قلمه زیستیعوامل زنی  مایه

گردید.  زنی مایهتهیه و به گیاهان  تریکودرما بیمارگر و  زادمایه در آغاز با بیمارگر و آنتاگونیست در گلخانه،زنی مایهانجام  برای

به قطر  یهایبرای این آزمایش گلدان بودند. عمر چهار هفته با ’White Liberty‘نشاهای سالم و هم اندازه میخک  ،گیاهان همه

  همه در پایان میزان کاهش بروز بیماری در  .کاشته شدیک نشا سالم شد و در هر گلدان  سانتیمتر در نظر گرفته 23و ارتفاع  17

 تیمارها محاسبه گردید. 
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 ایهای گلخانههیه زادمایه قارچ عامل بیماری برای انجام آزمایشت

  شد اتوکلاو  دوبار دقیقه 30 برای سلسیوسدرجـه 120سبوس در دمای  در آغازد. ش تهیه از سبوس گندم فعال بیمارگر زادمایه

  زنی مایه گندزدایی شده اسپور در هر میلی لیتر آب مقطر  10 5 با غلظت   N112F. oxysporumسوسپانسیونی از اسپورهای   با و

برای جلوگیری از چسبیدن اینوکولوم  داری شد و  هروز نگ  7  برایدر انکوباتور تاریک    سلسیوسدرجه    25و در دمای    گردید

 . ندشده با بیمارگر به شدت تکان داده شدزنی  مایههر روز دوبار، بسترهای 

 ای گلخانه هایبرای ارزیابیهای آنتاگونیست هتکثیر جدای 

روی    های منتخب از مرحله قبلهای والد و موتانت جدایههای هفت روزه  نیو از کل ،آنتاگونیست های  قارچزادمایه  برای تهیه   

  شده   فزودها  گندزدایی شدهگندم دوبار  گرم سبوس    150های حاوی  درون ارلنمتر مربع  میلی  5هایی به ابعاد  پلاک    PDA محیط

در    تریکودرما. در این مدت قارچ  ندشد  نگهداری  %70و در رطوبت   سلسیوس درجه    27روز در انکوبارتور با دمای    25  برایو  

 گرم از این اینوکولوم برای هر گلدان استفاده شد.     5کرده و های سبوس اسپورزایی قسمت  همه

 ارزیابی میزان کنترل بیماری توسط تریکودرما در گلخانه 

های آلوده به بیماری  و درصد کاهش بوته  بر بروز بیماری  تریکودرماقارچ    هایجدایهسازی تیمارهای بررسی تاثیر    رای آمادهب

خاک پاستوریزه شده پر شد و پس از آن زادمایه جدایه قارچ عامل  با   ها گلدان ابتدا دو سوم حجم پایینی  ،فوزاریومیپژمردگی 

  بالایی حجم    1/ 3گرم خاک( شد و به    900گرم زادمایه +  100با خاک پاستوریزه گلدانی مخلوط )  % 10به نسبت وزنی  یبیمار

به خوبی    ریومفوزاروز در گلخانه نگهداری و هر سه روز یک بار آبیاری صورت گرفت تا قارچ    25  برای  شد و  افزوده  هاگلدان

  ها که آلوده ها به ازای هر قلمه با خاک قسمت بالای گلدانآنتاگونیست گرم سبوس از زادمایه   10ادامه    در  .شوددر خاک مستقر  

بیماری قارچ  بود،  به  آمادهگردید.    آمیختهزا  بیماریبرای  احتمال  بررسی  تیمارهای  بودنسازی  روی    تریکودرما  هایجدایه  زا 

ها خاک  ابتـدا در گلـدان  ،بیماری  قارچ عامل های میخک بدون حضور ها بر رشد بوتهمیخک و همچنین بررسی تاثیر این جدایه

در .  شد های آنتاگونیست به تنهایی روی آن تکثیر شده بود اضافهجدایه  گرم از سبوسی که  200پاستـوریزه ریختـه شد و سپس  

گرفته    در نظر  فوزاریومیتعیین مناسب بودن شرایط آزمایش و گلخانه برای بروز بیماری پژمردگی    برایشاهد آلوده که    تیمار

شاهد سالم که   شد. در تیمار  افزوده  فوزاریوم گرم زادمایه جدایه قارچ  30ها مقدار  شده بود، به خاک پاستوریزه داخل گلدان

تا    1به بیماری در تیمارهای    های آلودهآلودگی خاک پاستوریزه مورد استفاده و همچنین تعیین درصد بوته  نبوداطمینان از    برای

  سانتی گراد درجه   28تا    25دمای    ها در گلخانه با ها ریخته شد. گلدانگلدان  در   در نظر گرفته شده بود فقط خاک پاستوریزه  10

کنترل بیماری  بر  تریکودرماقارچ    های جدایه  شش هفته نگهداری شدند و هر روز یک بار آبیاری شدند. برای بررسی تاثیر   برای

بروز بیماری و حداکثر شدت   نبودعدد یک به معنای  که در آن    استفاده شد (Younesi et al., 2013) ایدرجه  5از شاخص  

 : شد برای محاسبه این شاخص از رابطه زیر استفادهمی باشد.  5بیماری عدد 

شاهد الوده به  لمه قتعداد قلمه آلوده در هر تیمار( / تعداد  -فوزاریومبه لوده آشاهد لمه قبیماری = )تعداد  درصد شدت

 100*فوزاریوم
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 زیستی میخک به عوامل  هایقلمهبررسی واکنش فیزیولوژیک 

انجام    زیستیبا عوامل کنترل    ماریت  کاربردساعت پس از    48  میخک،  اهانیگ   یهاهای چهارم تا ششم قلمهاز برگ  یبردارنمونه

از بافر    متریلیم  کی.  شدند  ابی آس  ینیدر هاون چ  عیما  تروژنیها در حضور نبرگ  ها،م یآنز  ی ری گ استخراج و اندازه  برایشد.  

در   قهیهزار دور در دق 14با  قهیدق 15 برایشده اضافه شد و سپس  ابیگرم از برگ آس 0/ 5( به pH=7) مولار یلیم 50فسفات 

از  شدند  وژیف یسانتر  ،سلسیوسدرجه    4  یدما از اشدبرداشته    ییعصاره رو  وژی فیسانترپایان  . پس  برا  نی.  سنجش   یعصاره 

 استفاده شد.  اکسیداز فنولپراکسیداز و پلی یهام یآنز

 سنجش پروتئین کل

لیتر عصاره پروتئینی،  میلی  1/0  بـــه.  (Bradford, 1976)  اســـتفاده شـــد برادفورد    برای سنجش مقدار پروتئین کل از روش

دقیقــه بــا دســتگاه اســپکتروفتومتردر طول   5-10هـا پـس از  جذب نمونـه  و  شد  لیتـر معـرف اضافه و ورتکسمیلـی  5

بر حسب    سپس.  شد  خواندهنـانومتر    595مـوج   گاوی محاسبه و  آلبومین  از منحنـی اسـتاندارد  با اسـتفاده  غلظت پروتئین 

بـر گـرم وزن تر محاسبه با  پس    روز  20ها  گیریاندازه  همه شد.  میلیگرم  با فاصله هفت روز  تلقیح، در سه هفته متوالی  از 

های آنتی اکسیدانی و تغییرات پروفایل پروتئینی گیاه )به عنوان تغییرات  گیری از برگ انجام شد تا سیر تغییرات آنزیمنمونه

 پروفایل پروتئین در طول دوره زمانی( مشخص شود. 

 و کاروتنوئید  سبزینهگیری اندازه

  24  برایگیری و سپس  عصاره  %80لیتر استون  میلی  20گرم برگ در هاون با    1و کاروتنوئید    سبزینهگیری میزان  اندازه  برای

و میزان جذب با دستگاه    شد  برداری)قسمت شناور( عصاره به دست آمده نمونه ن  ساعت در یخچال نگهداری شد. از بخش رویی

برای کاروتنوئید آنگستروم    470و طول موج    سبزینهبرای    آنگستروم  663و  آنگستروم    645های  اسپکتروفتومتر در طول موج

 . (Lu et al., 2009) های زیر محاسبه شد فرمول بر اساس سبزینهو میزان شد  خوانده

)645A×(0/00269 –) 663A×(0/0127=سبزینه a گرمگرم وزن تازه/ میلی 

) 663A×(0/00468 –) 645A×(0/0229=سبزینه b گرمگرم وزن تازه/ میلی 

 )663(0/00802×A –) 645= (0/0202×Aسبزینه a+b گرم گرم وزن تازه/ میلی 

 فعالیت پراکسیداز 

ول تشـکیل شـده در نتیجـه  ک دازه گیـری میـزان جذب تتراگایـا سـنجش فعالیـت آنـزیم پراکسیداز با استفاده از گایاکول و ان

میلـی    50واکنش شـامل بـافر فسـفات    . مخلـوط(Mika & Luthje, 2003)  گرفـت   نـانومتر انجـام  470فعالیـت پراکسـیداز، در  

میکرولیتر عصـاره آنزیمـی بـود. میـزان جـذب   20و  (  درصـد  1درصد( و گایاکول )  0/ 3، پراکسیدهیدروژن )pH=7مـولار  

نانومتر در لحظه شروع واکنش پس از اضـافه نمـودن عصاره آنزیمی و    470تتراگایاکول )حاصل از اکسید شدن گایاکول( در  

 1یک دقیقه، ضریب خاموشی تتراگایـاکول   براینـانومتر    470پس از یک دقیقـه خوانـده شـد. بـا استفاده از تغییرات جـذب در  

مقدار تتراگایاکول تشکیل شده محاسـبه شد. این مقدار از تتراگایاکول معادل فعالیت یک واحد (، مترمولار بر سانتیمیلی 5/ 25)

 

1- 1-mM cm 5.25  
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میکرولیتـر    20گـرم( موجـود در  کـل )میلـی فعالیت آنزیم بر حسب واحد آنزیم در مقدار پـروتئین  .باشـد آنـزیم پراکسـیداز مـی 

 .  شد عصـاره گزارش

 اکسیداز فنول فعالیت پلی 

میکرولیتر عصاره   100مولار تریس بود. واکنش با افزودن    0/ 2  با pH=7.6 وپیروگالول    0  مولار  / 20مخلوط واکنش شامل بـافر   

پلـی   آنـزیم  حضـور  در  شـد.  شـروع  بـــه    فنولآنزیمـی  واکـــنش،  مخلـــوط  در  موجـــود  پیروگـــالول  اکسـیداز، 

درجه   25دقیقـه در دمـای    5نانومتر، پس از    420شــود. کــاهش در جــذب پیروگالول در    پورپوروگــالین تبــدیل مــی

به زمـان شـروع واکـنش، محاسبه  سلسیوس تغییـرات جـذب  شد  نسبت  از ضریب    1  برای.  با استفاده  دقیقـه محاسبه شد. 

آید. یـک  مقدار برجای مانـده پیروگـالول در مخلوط واکنش به دست میمتر(  مولار بر سانتیمیلی  2/ 6)  خاموشی پیروگالول

فعالیت آنزیمی  .  شـودپوروگالین تبدیل مـی  دقیقه به  1  برایاکسیداز شامل مقدار پیروگالولی اسـت کـه    فنول  واحـد آنزیمـی پلی

و در  بر حسب  گـرم( موجـود  )میلـی  کـل  پروتئین  مقدار  در  آنزیم   & Dogan)  میکرولیتر عصاره محاسبه گردید 100احد 

Dogan, 2004) . 

 آماری واکاوی

استفاده شد.   GraphPad Prism V.8افزار  با استفاده از نرم  (Two Way ANOVA)  طرفهها از آنالیز واریانس دوداده  واکاویبرای  

ها میانگینی از سه تکرار  داده  همهانحراف معیار بیان شد و   ±صورت میانگینها به  در نظر گرفته شد. داده  %5  داریسطح معنی

 صورت گرفت.  %5در سطح احتمال  LSDآزمون   باها  مقایسه میانگین است.

 نتایج

 خکیاز م مارگریعامل ب یجداساز

  14جدایه خالص سازی شده،    27از    ند.شد  یی ، شناسایپس از خالص ساز  مار،یب  اهانیشده از گ  ی جداساز  یقارچ  هایهیجدا

و   یلزل  ییشناسا   دیبا کلکه  تعلق داشتند    Fusarium oxysporumجدایه به گونه    4جدایه به جنس فوزاریوم تعلق داشتند و  

  یرو  Fusarium oxysporumجدایه متعلق به گونه    4  پرگنه  هایویژگیشناسایی شدند.    (Leslie & Summerell, 2008)سامرل  

  ل یمتما  یصورت ایکم رنگ و  یهارنگدانه  جیبه تدر دیبه رنگ سف  ییهوا ومیلیسیم دیپس از تولبه این ترتیب بود.  PDA طیمح

  ی کاذب و رو  یبه صورت سرها هایدیکروکنی. مدمآقرمز در  یبه رنگ صورت ینو کل نیریو سطح ز شد جادیبه قرمز در آگار ا

  ی که اندک   دهش  ل یتشک  یبه فراوان  CLA  ط یمح  یرو  هایدیماکروکن  ند،دشیم  لیمنشعب تشک   یکوتاه، ساده و گاه   یدهایالی مونوف

  ها یدیماکروکن ییانتها یاختهد. بودننازک  وارهی د ی، عمدتا کوتاه و دارایعرض وارهید 3تا  2 یشکل و اغلب دارا  یداس ده،یخم

با انجام .  بودند  یو اغلب کرو  لی تشک  یروز به فراوان  20تا    14پس از    دوسپورهایبه شکل پا است. کلام  هیپا  یاختهو    کیبار

  تعلق گرفتند  Fusarium oxysporum f.sp. dianthiبه    یهمگ(  لو گلایدامنه میزبانی )گوجه فرنگی، خیار و  شناسایی  های  شآزمای

 (. 1)شکل 
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Figure 1. Morphological differences of purified colonies from infected carnation plants (1), images related 

to morphological identification of F. oxysporum species: (2) morphology of the F. oxysporum colony on 

PDA medium, (3) sickle-shaped macroconidia, (4) false head macroconidia and microconidia and 

monophialides. 

 .Fگونه  کیمورفولوژ یی مربوط به شناسا ریتصاو(، 1)  آلوده خکیمگیاهان شده از  یخالص ساز  یهای کلن  کیفولوژرمو یهاتفاوت -1شکل 

oxysporum( :2 )پرگنه  یمورفولوژF. oxysporum  کشت  طیمح یروPDA  ،(3) و  یدی( ماکروکن4شکل، ) ی داس  یدیماکروکن

 .دی الیسر کاذب و مونوف یهایدیکروکنیم

 

 شده  یجداساز مارگریعوامل ب ییزا یماریقدرت ب یبررس

 F. oxysporum  هیجدا  ،ییزا یماریقدرت ب  یهایابیشده، در ارز  یو خالص ساز  ییمختلف شناسافوزاریوم    هیجدا  14  نیاز ب

N112  و    یاگلخانه  یهایابیارز  ی برا  مارگریپرآزار ب  هیداشت و به عنوان جدا  خکیم  های قلمه  رویرا    هانشانهشدت    نیبالاتر

 شد.  خابانت مارگریو ب کودرمایبه تر خکیواکنش م یبررس

 موتانت یهاهیانتخاب جدا برای کودرمای تر ونیکلکس یغربالگر

 های والد وای جدایهموجود در کلکسیون، ابتدا ارزیابی درون شیشهیافته  جهش  تریکودرمای والد و  هایجدایهبرای انتخاب  

جدایه فوزاریوم شناسایی شده انجام شد. نتایج نشان داد که    14از رشد بیمارگر هریک از    جلوگیریتریکودرما بر  یافته  جهش

ها و  فوزاریوم را دارا می باشند اما این میزان در گونه  هایجدایهوم  ل میساز رشد شعاعی    جلوگیریتریکودرما توانایی    هایگونه

 T. viride  یهاهیجدانتایج حاکی از این بود که   (.2)شکل  بود دارای تفاوت معنی داری  %5ها متفاوت بود و در سطح موتانت 

NAS106  وT. virens NAS114   یافته  جهش  و  والدNAS106-M21    وNAS114-M12  رشد   جلوگیری  ییتوانا  نیبالاتر از 

ریسه برابر    شعاعی  داشتندزا  یماریب  یومیفوزار  هایجدایه  همهدر  مرحله  بنابراین.  را  برای  قلمهزنی  مایه،  در با  میخک  های 

 ای انتخاب شدند. های گلخانهارزیابی
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Figure 2. Differences between the radial growth inhabitation of mycelium of F. oxysporum N112 and the 

Trichoderma isolates of the parent and mutant: (1) T. koningii NAS107 wild type isolate, (2) mutant isolate 

of NAS107-M1, (3) T. atroviride NAS112 wild type isolate, (4) mutant isolate NAS112-M25, (5) 

T.harzianum NAS106 wild type isolate, (6) mutant NAS110-M8, (7) T. virens NAS114 wild type isolate, (8) 

mutant isolate NAS114-M12, (9) T. viride NAS106 wild type isolate and (10)  mutant isolate NAS106-M21. 
تریکودرمای والد و   هایجدایه  و  F. oxysporum N112از رشد شعاعی میسلیوم جدایه پرآزار  جلوگیریتفاوت موجود بین توانایی   -2شکل 

و   T. atroviride NAS112جدایه والد NAS107-M1 ، (3)یافته  جهش  جدایه ( 2و ) T. koningii NAS107جدایه والد (  1)موتانت: 

جدایه  NAS110-M8( ،7 )یافته جهش  ( جدایه 6و ) T.harzianum NAS106( جدایه والد 5) ،NAS112-M25یافته جهش ( جدایه 4)

یافته جهش ( جدایه 10و )T. viride NAS106 ( جدایه والد9)،  NAS114-M12یافته جهش جدایه ( 8و )T. virens (NAS114)والد 

NAS106-M21   

 

 تریکودرما در گلخانهکنترل بیماری توسط 

نشان داد که بین گیاهان شاهد )بدون تیمار با    گلخانهدر  ی منتخب  تریکودرمایافته  جهش  والد وهای  جدایهبررسی میزان کارایی  

 .F  فوزاریومیهمچنین عامل قارچ  داری وجود دارد.  تفاوت معنی  %5در سطح    تریکودرما( و تیمارهای انجام شده با  فوزاریوم

oxysporum N112  فوزاریوممیزبان نشان داد که از فعال بودن و پرآزار بودن   رویکامل بیماری را   هاینشانهپس از هفت روز 

استفاده از قارچکش  کارایی    داد،که نتایج نشان  همانطور  (.  3شکل  میزبان حکایت دارد )    روی  پژوهشمورد استفاده در این  

کنترل  ( در کنترل بیمارگر در گلخانه به طور معنی داری کمتر از عامل  ایران  -شرکت سمیران  -درهزار  2کاربندازیم  شیمیایی )

 .T  و  T. viride NAS106    پژوهشدر این    انتخاب شده  کنترل زیستیکارایی عامل    .بود    پژوهششده در این  غربالگری    زیستی

virens NAS114   همچنین با گذشت زمان میزان تاثیر قارچکش  (3بود )شکل   از سایر تیمارها  به طور معنی داری بالاتروالد .

جهش یافته، میزان کنترل بیماری با گذر زمان کاهش نیافت و    کنترل زیستی . در عوامل  شد  شیمیایی بر کاهش بیماری کاسته  

معنی داری    طوربهاما در هفته دوم از پیشرفت بیماری    (،3)شکل    داشتندد خود در هفته اول نهرچند تفاوت معنی داری با وال

   موثر بوده است. کنترل زیستیجهش در بهبود کارایی عامل   انگیزشدهد که نشان می نمودند جلوگیری
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Figure 3. Comparison of Fusarium disease severity on Liberty White carnation in greenhouse conditions 

in different treatments: Control: control (without pathogen), F.o. 112 (7): disease severity on 7th day, F.o. 

112 (14): disease severity on 14th day, F.o. 112 (21): disease severity on 21st day, Chemical (7): disease 

severity with chemical treatment on 7th day, Chemical (14) : disease severity with chemical treatment on 

14th day, Chemical (21) : disease severity with chemical treatment on 21st day, NAS114 (7): disease severity 

with wild type NAS114 treatment on 7th day, NAS114 (14) : disease severity with wild type NAS114 

treatment on 14th day, NAS114 (21): disease severity with wild type NAS114 treatment on 21st day, 

NAS114-M12 (7): disease severity with mutant isolate NAS114-M12 treatment on 7th day, NAS114-M12 

(14): disease severity with mutant isolate NAS114-M12 treatment on 14th day,NAS114-M12 (21): disease 

severity with mutant isolate NAS114-M12 treatment on 21st day, NAS106 (7): disease severity with wild 

type NAS106 treatment on 7th day, NAS106 (14): disease severity with wild type NAS106 treatment on 14th 

day, NAS106 (21): disease severity with wild type NAS106 treatment on 21st day, NAS106-M21 (7): disease 

severity with mutant isolate NAS106-M21 treatment on 7th day, NAS106-M21 (14): disease severity with 

mutant isolate NAS106-M21 treatment on 14th day, NAS106-M21 (21): disease severity with mutant isolate 

NAS106-M21 treatment on 21st day. 

در شرایط گلخانه ای در تیمارهای مختلف:  ’White Liberty‘میخک  رویفوزاریوم فعالیت بیماری ناشی از شدت  یسه مقا -3 شکل

Control ،)شاهد ) بدون بیمارگر :: F.o. 112 (7) ، شدت بیماری در روز هفتمF.o. 112 (14) :، شدت بیماری در روز چهاردهم :F.o. 

شدت   Chemical (14) :با کنترل شیمیایی در روز هفتم  شدت بیماری Chemical (7): شدت بیماری در روز بیست و یکم،(21) 112

  TNAS114 (7): با کنترل شیمیایی در روز بیست و یکم ، شدت بیماری Chemical (21):چهاردهم با کنترل شیمیایی در روز  بیماری

در روز چهاردهم  NAS114شدت بیماری با تریکودرمای والد  NAS114 (14) : در روز هفتم ،NAS114شدت بیماری با تریکودرمای والد 

، T. virens (NAS114) :(21)  شدت بیماری با تریکودرمای والدNAS114، در روز بیست و یکم :NAS114-M12 (7)  شدت بیماری

-NAS114یافته جهش  شدت بیماری با تریکودرمای NAS114-M12 (14) :در روز هفتم ،NAS114-M12یافته جهش  با تریکودرمای

M12، در روز چهاردهم: NAS114-M12 (21) یافته جهش شدت بیماری با تریکودرمای NAS114-M12، در روز بیست و یکم 

NAS106 (7):  شدت بیماری با تریکودرمای والدNAS106، در روز هفتم: NAS106 )(14)   شدت بیماری با تریکودرمای والد

NAS106، در روز چهاردهم: NAS106 (21)  شدت بیماری با تریکودرمای والدNAS106، در روز بیست و یکم: NAS106-M21(7)  

یافته  جهش شدت بیماری با تریکودرمای :NAS106-M21(14) در روز هفتم ،NAS106-M21یافته جهش  شدت بیماری با تریکودرمای

NAS106-M21، در روز چهاردهم NAS106-M21(21)  :یافته جهش  شدت بیماری با تریکودرمایNAS106-M21  در روز بیست و

 .یکم
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 زیستی میخک به عوامل  هایقلمهبررسی واکنش فیزیولوژیک 

های گل میخک آلوده شده به عامل قارچ فوزاریومی  برگ  کل دار در محتوی پروتئین  کنونی حاکی از تغییر معنیپژوهش    نتایج

F. oxysporum N112    یهاهیجداشده با  زنی مایهو  T. viride NAS106    وT. virens NAS114   یافته  جهش  والد وNAS106-

M21    وNAS114-M12    های آلوده شده با  ها وابسته به زمان بود و با گذشت زمان در برگبرگ  کلبود. تغییر محتوی پروتئین

با  زنی  مایهعامل قارچ و   و    NAS106-M21 یافته  جهش  والد و   T. virens NAS114و  T. viride NAS106  یهاهیجداشده 

NAS114-M12   های میخک آلوده  در برگ  کل(. بالاترین محتوی پروتئین 4شکل مشاهده شد ) کل افزایش در محتوی پروتئین

ترین  مشاهده شد. پایین  21در روز  والد     T. virens NAS114  و  T. viride NAS106های  شده با ترکیبی از جدایهزنی  مایهشده و  

های تریکودرما  نشده با سویهزنی  مایه و    F. oxysporum N112در گیاهان آلوده شده با عامل قارچ فوزاریومی    کلمیزان پروتئین  

   یافته و جهش  والد  T. virens NAS114  و  T. viride NAS106  یها هیاز جدا  ی بیترک رسد که  مشاهده شد. از این رو، به نظر می

NAS106-M21    وNAS114-M12    در میخک آلوده شده به عامل قارچ فوزاریومی    هابرگ  کل در افزایش محتوی پروتئینF. 

oxysporum N112  .مؤثر است 

 
Figure 4. The soluble protein content (mg of protein per gram of plant fresh weight) in carnation leaves 

treated with various bio-control agents: C1,2,3 control plants on days 7, 14 and 21 respectively; W1, 2, 3 + 

P: carnation plants infected with F. oxysporum N112 and inoculated with a combination of NAS106 and 

NAS114 wild type on days 7, 14 and 21 respectively; M1,2,3 + P: carnation plants infected with F. 

oxysporum N112 and inoculated with a combination of NAS106-M21 and NAS114-M12 mutant isolates on 

days 7, 14 and 21 respectively; P1,2,3: plants infected with F. oxysporum N112 on days 7, 14 and 21 

respectively. 

 کنترل زیستی با عوامل مختلف  مارشدهیت خکی( در برگ ماهی هر گرم وزن تر گ یبه ازا نیگرم پروتئ  ی لیمحلول )م نیپروتئ ریمقاد. 4شکل 

C1,2,3  ؛ 21و  14، 7به ترتیب گیاهان کنترل در روزهایW1, 2, 3+P  ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ببه ترتیب گیاهان میخک  F. 

oxysporum N112   یهاه یجدا ترکیبی از شده بازنی  مایه و NAS106 و NAS114  ؛ 21و   14، 7در روزهای والدM1, 2, 3+P  به ترتیب :

و   NAS106-M21 یها ه یجداترکیبی از شده با زنی  مایه و  F. oxysporum N112 ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ب گیاهان میخک 

NAS114-M12؛ 21و  14، 7در روزهای   یافته جهشP1, 2, 3  ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ببه ترتیب به ترتیب گیاهان F. 

oxysporum N112 21و  14، 7روزهای در. 
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 سبزینه

  F. oxysporum N112 یوم ی عامل قارچ فوزار ابهای میخک پس از آلوده شدن برگ کلو  a ،b سبزینهکاهش شدید در محتوی 

 T. virens NAS114  و  T. viride NAS106  یها هیجدا  هر دو  از  ی بیترک مشاهده شد. با این وجود، تلقیج گیاهان آلوده شده با  

زنی مایههای  شد، بلکه در برگ  کلو    a  ،b  سبزینهنه تنها منجر به حفظ    NAS114-M12و    NAS106-M21  افتهیجهشوالد و  

 21در روز    کلو    a  ،b  سبزینهوالد بیشترین محتوی     T. virens NAS114  و  T. viride NAS106  یهاهیجداشده با ترکیبی از  

 وری آنها گردد. منجر به بهبود عملکرد گیاهان میخک و افزایش بهره پایانتواند در (. این امر می5شکل مشاهده شد )پژوهش 

 

 
Figure 5. Content of chlorophyll a and chlorophyll b in carnation leaves infected with F. oxysporum and 

inoculated with Trichoderma species: C1,2,3: control plants on days 7, 14 and 21 respectively; W1,2,3 + P: 

Carnation plants infected with F. oxysporum N112 and inoculated with combination of wild type NAS106 

and NAS114 isolates on days 7, 14 and 21 respectively; M1,2,3 + P: Carnation plants infected with F. 

oxysporum N112 and inoculated with a combination of NAS106-M21 and NAS114-M12 mutants isolates 

on days 7, 14 and 21 respectively; P1,2,3: plants infected with F. oxysporum N112 on days 7, 14 and 21 

respectively. 

  : های تریکودرماشده با گونه زنی مایه و  F. oxysporum N112های میخک آلوده شده با  ب در برگ سبزینه  وآ سبزینه ی امحتو .5شکل 

C1,2,3:    ؛ 21و  14، 7به ترتیب گیاهان کنترل در روزهایW1,2,3+P :  ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ب به ترتیب گیاهان میخک F. 

oxysporum N112   یهاه یجدابا ترکیبی از و  NAS106  و NAS114؛ 21و  14، 7در روزهای  والدM1, 2, 3+P به ترتیب گیاهان :

-NAS114و  NAS106-M21 یهاه یجداترکیبی از  شده با زنی مایه و  F. oxysporum N112 ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده بمیخک 

M12؛ 21و   14، 7در روزهای  یافته جهشP1, 2, 3 :  ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ببه ترتیب به ترتیب گیاهان F. oxysporum 

N112 21و  14، 7در روزهای. 
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 تنوئید کار

با گذشت زماتنوئید برگمحتوی کار تیمارهای مختلف  تأثیر  بیشترین محتوی کارها تحت  ها در تنوئید برگن قرار گرفت و 

 T. viride  یهاهیجدا  هر دو  از  یبی ترک شده با  زنی  مایهو    F. oxysporum N112  یومیعامل قارچ فوزار  اب ه  شدگیاهان آلوده  

NAS106  و  T. virens NAS114   با این وجود، کمترین محتوی  (6شکل  مشاهده شد )پژوهش    21در روز    افتهیجهشوالد و .

دهد بیماری پژمردگی فوزاریومی منجر به کاهش شدید در محتوی ها در گیاهان آلوده مشاهده شد که نشان میتنوئید برگکار

یافته اثرات محافظتی در برابر کاهش  های تریکودرمای والد و جهشگردد. با این وجود، گونهها در میخک میکارتنوئید برگ

 دارند.  F. oxysporum N112 یومیعامل قارچ فوزارکارتنوئید برگ به واسطه 

 
Figure 6. Carotenoids in carnation leaves infected with F. oxysporum N112 and inoculated with a 

combination of wild type isolates NAS106 and NAS114 and mutant NAS106-M21 and NAS114-M12: 

C1,2,3: control plants on days 7, 14 and 21 respectively; W1,2,3 + P: Carnation plants infected with F. 

oxysporum N112 and inoculated with a combination of wild type isolates NAS106 and NAS114 on days 7, 

14 and 21 respectively; M1,2,3 + P: Carnation plants infected with F. oxysporum N112 and inoculated 

with a combination of NAS106-M21 and NAS114-M12 mutant isolates on days 7, 14 and 21 respectively; 

P1,2,3: plants infected with F. oxysporum N112 on days 7, 14 and 21 respectively. 
  یهاه ی جداشده با ترکیبی از زنی مایه و  F. oxysporum N112 ی ومیعامل قارچ فوزارکارتنوئید برگ گیاهان میخک آلوده شده با . 6شکل 

NAS106  و NAS114یافته والد و جهش NAS106-M21  وNAS114-M12: C1,2,3 ؛ 21و  14، 7: به ترتیب گیاهان کنترل در روزهای

W1,2,3+P  ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ب : به ترتیب گیاهان میخک  F. oxysporum N112  یها ه یجدا  ترکیبی از شده بازنی مایه و 

NAS106  و NAS114؛ 21و  14، 7در روزهای  والدM1,2,3+P ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ب: به ترتیب گیاهان میخک F. 

oxysporum N112   یهاه یجداترکیبی از شده با زنی  مایه و NAS106-M21  وNAS114-M12؛  21و  14، 7در روزهای   یافته جهش

P1,2,3  ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ب: به ترتیب به ترتیب گیاهان F. oxysporum N112 21و  14، 7در روزهای. 

 

 اکسیدانتی های آنتیآنزیم

با عامل   آنزیم  F. oxysporum N112  ی ومیقارچ فوزارآلوده شدن گیاهان میخک  بیشترین فعالیت  به  پراکسیداز و  منجر  های 

باشد. با این وجود، می  F. oxysporum N112  بیمارگر   اکسیداز شد و این امر نشان دهنده پاسخ دفاعی گیاه در برابر  فنولپلی
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-NAS110و    NAS107-M1 یافته والد و جهش T. virens NAS114  و  T. viride NAS106  یها هیجداگیاهان با ترکیبی از    حتلقی

M8  به نظر می  فنولهای پراکسیداز و پلیسطح فعالیت آنزیم با گیاهان شاهد را نشان داد که    از استفاده  رسد  اکسیداز مشابه 

اینوکولوم    کاهشو    گیاهان میخک  رویفعال    F. oxysporum N112  ی ومیقارچ فوزار   کنترلراه  از    در تیمارها های تریکودرما  گونه

که با بروز فعالیت    شده   در گیاه  کاهش تنش  فعال بیمارگر که اختلال در عملکرد این آنزیم ها در میخک ایجاد می کند موجب

 (. 7شکل است ) مشاهده شده گیاه  فیزیولوژیکی در شاخص های تعادل بازگشت به آنزیمی مشابه با گیاه سالم این

 

 
Figure 7. Peroxidase enzyme activity (A) and polyphenol oxidase enzyme activity (B) in the leaves of 

carnation plants infected with F. oxysporum N112 and inoculated with a combination of NAS106 and 

NAS114 wild type and NAS106-M21 and NAS114-M12 mutant isolates: C1,2,3 :control plants on days 7, 

14 and 21 respectively; W1,2,3 + P :carnation plants infected with F. oxysporum N112 and inoculated with 

a combination of NAS106 and NAS114 wild type isolates on days 7, 14 and 21 respectively; M1,2,3 + P: 

Carnation plants infected with F. oxysporum N112 and inoculated with a combination of NAS106-M21 

and NAS114-M12 mutant isolates on days 7, 14 and 21 respectively; P1,2,3: Carnation plants infected with 

F. oxysporum N112 on days 7, 14 and 21 respectively. 

 .F ی ومیعامل قارچ فوزاراکسیداز )ب( در برگ گیاهان میخک آلوده شده با  فنولهای پراکسیداز )الف( و پلی فعالیت آنزیم .7شکل 

oxysporum N112   والد یهاه یجداشده با ترکیبی از زنی  مایه و NAS106  وNAS114  یافته جهشی هاه یجداو NAS106-M21  و

NAS114-M12: C1,2,3:  ؛ 21و  14، 7به ترتیب گیاهان کنترل در روزهایW1,2,3+P عامل قارچ   اآلوده شده ب: به ترتیب گیاهان میخک

؛ 21و  14، 7در روزهای  NAS114و  NAS106 والد ی هاه یجدا ترکیبی از شده بازنی مایه و   F. oxysporum N112 ی ومیفوزار

M1,2,3+P ی ومیعامل قارچ فوزار اآلوده شده ب : به ترتیب گیاهان میخک F. oxysporum N112  یهاه ی جداترکیبی از شده با زنی مایه و 

NAS106-M21  وNAS114-M12؛ 21و  14، 7در روزهای  یافته جهشP1, 2, 3  عامل قارچ   اآلوده شده ببه ترتیب به ترتیب گیاهان

 .21و  14، 7روزهای در F. oxysporum N112 ی ومیفوزار
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 بحث

را دربر    یاهیگ  یهااز گونه  یاری بس  یپژمردگعامل    یهاهیسو   ای ازدامنه گسترده  کهاست    مهم  بردخاک   هایبیمارگر  از  فوزاریوم

ب(Dean et al., 2012)  گیردمی آس  F. oxysporumاز    یناش  یهایماری.  تول  یجد  ب یباعث  مختلف   دیدر طول  محصولات 

تواند  یم  زیستیکه در آن کنترل  تلفیقی    کردیروراه  تنها از    ی ماریب  ت ی ریو مد  بیمارگر  کنترل.  (Gullino et al., 2015)شوند  یم

های  کنونی اثرات مهارکنندگی جدایهپژوهش  از این رو، در .(Dean et al., 2012) خواهد شدکند، حاصل  فایرا امحوری نقش 

T. harzianum, T. viride, T. virens, T. koningii, T. atroviride  قارچ عامل پژمردگی    رویهای حاصل از آنها  یافتهو جهش

نتایج نشان داد که    .قرار گرفت پژوهش    مورد  یاشهیش  برون  و  دروندر شرایط    F. oxysporum f.sp. dianthi  فوزاریومی میخک

 ییتوانا  نیبالاتر  NAS110-M8و    NAS107-M1 یافته  جهش  والد و T. virens NAS114 و  T. viride NAS106  یهاهیجدا

میخک در گلخانه نشان داده    هایقلمه  رویرا    هانشانه که بالاترین شدت    F. oxysporum N112جدایه پرآزار  از رشد    جلوگیری

و کاروتنوئید برگ گیاهان    b  سبزینه،  a  سبزینه، محتوی  کلهای فیزیولوژیکی همچون محتوی پروتئین  بود، دارند. بررسی شاخص

با قارچ   آلوده شده  از    F. oxysporum N112میخک  با مخلوطی  تیمار شده   T. virens  و  T. viride NAS106  یهاهیجداو 

NAS114   یافته  جهش  ووالدNAS106-M21    وNAS114-M12  ها در مقایسه با گیاهان  حاکی از افزایش محتوی این شاخص

ی پراکسیداز  اکسیدانهای آنتیآنزیمر فعالیت  دچار پژمردگی فوزاریومی )کنترل مثبت( با گذشت زمان بود. از سوی دیگر، کاهش د

و  یافته  جهش  ووالد   T. virens NAS114  و  T. viride NAS106  هایجدایهاکسیداز در گیاهان میخک تیمار شده با    فنولو پلی

 T. virideهای  جدایه  کنترل کنندگیاز اثرات    ممکن استمشاهده شد که    F. oxysporum N112قارچ  همچنین آلوده شده با  

NAS106  و  T. virens NAS114 یافته  جهش  و  والدNAS106-M21    وNAS114-M12  پژمردگی فوزاریومی میخک  عامل  در برابر

 باشد. 

کنترل  در  و    هستند  اکبردخ  یهااز قارچ  یناش  یاهیگ   یهایمار یدر برابر ب  زیستیعوامل موثر کنترل    تریکودرما  قارچ  هایگونه

اند  فوزاریوم دامنه وسیعی از بیمارگرهای گیاهی به ویژه انواع    زیستی   . در (Rini & Sulochana, 2008)  ها موفق عمل کرده 

و  های جدایهحاضر،  پژوهش   کدام  یافته  جهش  والد  هر   ,T.harzianum, T.viride, T.virens, T.koningii  هایگونهاز 

T.atroviride  در برابر  یضد قارچ  ت یاز نظر فعال  F. oxysporum f. sp. dianthi    قرار گرفتند. درجات مختلف    شیمورد آزما

، شیمورد آزما   هایجدایه  نیا  ن یشد. در ب  مشاهدهکشت دوگانه    آزموندر  بیمارگر  ها در برابر  هیجدا  نیتوسط ا   سمیآنتاگون

  پس   و  کرد  اعمال  کنترل  بر  ٪74  زانیرا به م  ومیسل یدرصد مهار م  نیبالاتر  یبه طور قابل توجه  T. koningii NAS107  هایجدایه

 .F. oxysporum f  برابر  در ودرما  کتری  هایی ازکاربرد مخلوط گونه  هاییابی ارز  .داشت قرار    % 53با    T. viride NAS106  آن  از

sp ciceri  مثبت   یتجمع  اثر   که  ه بودنشان داد  T. viride و T. harzianum و T.hamatum    بیمارگر وجود دارد   قارچ  مهار   درصدبا  

(Nikam et al., 2007)  .اثر  نیهمچن  T. harzianum  علیه  F. oxysporum f. sp. dianthi     شده است   گزارشقبلا  نیز(Pratibha, 

2000)  . 

آن را کاهش    نمو   جهیعمل کرده و در نت  F. oxysporum  هی عل  میرمستقیغ   ای  میمستقاز جمله تریکودرما    ست یآنتاگون  هایقارچ

  ی دفاع یهاواکنش جادیو ا یکیاکولوژ  یهاپردازه ای یمواد مغذ ی، رقابت براسمیتزی کوپارایشامل ما مکانیسم عمل آندهند. یم

ویژه    یهااندام  گسترشامر با    ن یشود. ایم  فیتعر  گریقارچ د  توسطقارچ    شدن  یبه عنوان انگل  سمیت زیکوپارایما  است.   اهانیگ 
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زا یماریاز قارچ ب یاجازه جذب مواد مغذ پایانشود تا در ی انجام م هیثانو یهات ی متابول ایها میآنز ساخت و  1ا یهاستور همچون

   F. oxysporum  ی هیفآنها رو  یتیکوپارازیما  ییتوانا  لیبه دل  کودرمایتر  یها  هیاز سو   ی. برخ( Daguerre et al., 2014)را بدهد  

 T. virideهای  های عامل پژمردگی فوزاریومی توسط جدایهبنابراین، کاهش رشد قارچ  .(John et al., 2010)معروف هستند  

NAS106  و  T. virens NAS114 یافته  جهش  و  والدNAS106-M21    وNAS114-M12  قارچ  می مایکوپارازیتیسم  به  تواند 

 ما نسبت داده شود.  درتریکو 

اکسیداز    فنولهای پراکسیداز و پلیهمچون فعالیت آنزیم  اکسایشیتنش    شیماییزیست کنونی، پارامترهای مختلف  پژوهش    در

و نتایج حاکی از افزایش فعالیت هر دو آنزیم در    گرفت قرار  پژوهش    یاه موردگ - تریکودرما-بیمارگر  های مختلفطی برهمکنش

 T. virens NAS114  و  T. viride NAS106شرایط آلودگی میخک به قارچ عامل پژمردگی فوزاریومی بود. با این وجود، تیمار  

ها در هفته سوم  منجر به کاهش فعالیت این آنزیمبدون جضور بیمارگر  یافته  جهش   NAS114-M12و    NAS106-M21و  والد  

 F. oxysporumقارچ  القا شده توسط    اکسایشی تواند حاکی از شرایط تنش  ها مینمونه برداری بود. افزایش فعالیت این آنزیم

N112  که    توان نتیجه گرفت  میدهد. بنابراین،  اکسیدانتی را افزایش میهای آنتیفعالیت آنزیم  ،باشد که گیاه برای مبارزه با آن

کند. گیاهان در پاسخ به  اکسیدانتی ایجاد میگیاه میخک در پاسخ به عفونت فوزاریومی تغییرات فابل توجهی را در وضعیت آنتی

این پاسخ دفاع گیاه در  .  (Rana et al., 2017 )دهند  می( را افزایش  ROSهای اکسیژن فعال ) ّتولید گونهفوزاریوم    بیمارگر  تهاجم

سمی   بیمارگرشود و برای  ها میایجاد اتصال عرضی لگنین با پروتئین راه  از    اییاختهکه باعث تقویت دیواره    است   بیمارگر  برابر

 Santos-Rodríguez شود  می  بیمارگرو مرگ    در میزبانهای فوق حساسیت و مقاومت اکتسابی سیستماتیک  بوده و باعث واکنش

et al., 2021)آنزیم فعالیت  افزایش  آنتی.  آنزیم های  تولید  و  شده  محسوب  سازگار  واکنش  نوعی  همچون  اکسیدانتی  هایی 

های آزاد تولید شده  زدایی رادیکالها در سمکند و این آنزیماکسیداز و سوپراکسیددیسموتاز افزایش پیدا می  فنولپراکسیداز، پلی

  . با این وجود، زمانی که در (Sundaramoorthy& Balabaskar, 2013)  کنندرا ایفا می  پاتوژن نقش مهمی-توسط برهمکنش گیاه

 T. virens NAS114  و  T. viride NAS106های  با قارچ  F. oxysporum N112شده با  زنی  مایهکنونی گیاهان میخک  پژوهش  

ناشی از مهار رشد  ممکن است ها با گذشت زمان مشاهده شد که کاهش در فعالیت این آنزیم   ،شدندزنی مایهیافته جهش و والد

و    NAS106-M21و    والد T. virens NAS114  و  T. viride NAS106یافته  جهش  هایتوسط جدایه  F. oxysporum N112قارچ  

NAS114-M12  اکسیدانتی شده  های آنتیو در نتیجه کاهش فعالیت این آنزیم  اکسایشیموتانت باشد که منجر به کاهش تنش

نتایج و  بیمارگر بازنی  مایهاز  پس    های گیاه میخک سه هفتهبرگ  کلافزایش محتوی پروتئین    از  کنونی حاکیپژوهش    است. 

های  بود. القاء پاسخNAS114-M12و    NAS106-M21یافته  جهش  ووالد   T. virens NAS114  و  T. viride NAS106  یهاهیجدا

ها در افزایش سطح پروتئین کل  شود و اینگونه پاسخبا تنظیم ترارسانی مسیرهای پیچیده تنظیم می   بیمارگر  گیاهی در برابر حمله

 .T و T. viride NAS106 یهاهیجدارسد که . به نظر می (Lavania et al., 2006)های دفاعی ارتباط دارد با فعال شدن مکانیسم 

virens NAS114   یافته  جهش  ووالدNAS106-M21    و  NAS114-M12  ثرات آنتاگونیستی در برابر  با اF. oxysporum N112  

آنابولیستی و کاتابولیستی شده و این منجر به کاهش سطح نشاسته در اثر هیدرولیز و  منجر به فعال شدن مسیرهای مختلف 
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ها متراکم اندامکهای ضروری متابولیسمی را در پروتوپلاسم در داخل  افزایش میزان ساکاروز گردد و احتمالا یک سری آنزیم

در در سطوح  پژوهش    کند.  کاهش  از  نتایج حاکی  برگ  کل،  a  ،b  سبزینهکنونی  کارتنوئید  با  زنی  مایهاز  پس    هاو   .Fگیاه 

oxysporum N112    دیگر گزارش شده است    هاپژوهش بود. نتایج مشابهی در ارتباط با تنش زیستی در(Garavaglia et al., 

زنی مایهنسبت داده شود. با این وجود، بیمارگرزدایی ترکیبات حاصل ازتواند به فرایند سممی  سبزینه. کاهش در محتوی (2010

یافته  جهش  ووالد   T. virens NAS114  و  T. viride NAS106یافته  جهش  یهاه یجدابا    F. oxysporum N112گیاهان آلوده شده به  

NAS106-M21    وNAS114-M12  تواند منجر به افزایش  ها شد. این امر میو کاروتنوئید در برگ  سبزینهمنجر به افزایش سطوح

 فتوسنتز در این گیاه منجر گردد. 

 گیرینتیجه 

 نیبالاتریافته  جهش  NAS114-M12و    NAS106-M21و  والد   T. virens NAS114  و  T. viride NAS106یافته  جهش  یهاهیجدا

میخک    هایقلمه  رویرا    هانشانه که بالاترین شدت    F. oxysporum N112جدایه پرآزار    یاز رشد کل  جلوگیریبالایی در    ییتوانا

های فیزیولوژیک  توانایی ایجاد تغییرات در شاخص  زیستیرسد که این عوامل کنترل در گلخانه نشان داده بود، دارند. به نظر می 

ها، افزایش  بر قارچ عامل پژمردگی فوزاریومی در گیاه میخک را دارند. تغییرات در محتوی و نوع پروتئین  چیرگیگیاه برای  

اکسیداز در میخک از    فنولاکسیدانتی همچون پراکسیداز و پلی های آنتی ، کاروتنوئید و کاهش در سطوح آنزیم سبزینهسطوح  

شده توسط قارچ عامل پژمردگی فوزاریومی در میخک است. از این رو،    انگیختههای عمل این قارچ در کاهش تنش  مکانیسم

یافته  جهش   NAS114-M12و    NAS106-M21و  والد     T. virens NAS114  و  T. viride NAS106یافته  جهش  هایجدایهکاربرد  

 شود. های مبارزه با قارچ عامل پژمردگی فوزاریومی در میخک توصیه میدر برنامه

 سپاسگزاری

کنترل "تحت عنوان    PRI-A3-98-002مصوب پژوهشگاه علوم و فنون هسته ای با کد    پژوهشیاین مقاله حاصل از اجرای پروژه  

بوده است و نویسندگان از همکاری  "در گلخانه  زیستیبا استفاده از قارچ کش    خکیم  یومیفوزار  یپژمردگ   یها  یماریخسارت ب

پژوهشکده کشاورزی هسته ای و اعضای گروه بیوتکنولوژی کشاورزی دانشگاه    -ایو حمایت پژوهشگاه علوم و فنون هسته  

 پیام نور در اجرای این پروژه سپاسگزاری می نمایند. 
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Abstract 

Carnation is an important ornamental plant and Fusarium oxysporum f.sp. dianthi is the causal agent of 

Fusarium wilt of carnation, causes a lot of damage to carnation growers. The aim of the present study 

was to investigate the response of carnation plants infected with F. oxysporum  f.sp. dianthi and 

inoculated with Trichoderma (wild and mutant) on some physiological and enzymatic parameters 

related to resistance against pathogen. After isolating and identification of the pathogens and studying 

their pathogenicity, F. oxysporum N112 was selected as the virulent strain. Trichoderma isolates were 

prepared from the fungal collection of the Nuclear Agriculture Research Institute and their in vitro 

ability to inhibit growth against F. oxysporum N112 was studied. The reduction of disease incidence due 

to treatment with selected Trichoderma on carnation ‘ White Liberty’ in the greenhouse condition was 

investigated. The content of total protein, chlorophyll a and b, carotenoids as well as the activity of 

peroxidase and polyphenol oxidase enzymes in leaf samples were studied on days 7, 14 and 21. The 

results showed a decrease in the production of total protein, chlorophyll (a, b) and carotenoids in infected 

plants and an increase in the activity of peroxidase and polyphenol oxidase enzymes led to accumulation 

of free radicals in leaf tissue. While the plants inoculated with Trichoderma led to increase the content 

of total protein, chlorophyll (a, b) and carotenoids and prevented the accumulation of free radicals, it 

may related to reducing the accumulation of peroxidase and polyphenol oxidase enzymes in the 

carnation plant infected with Fusarum fusarum. f.sp. dianthi. On the other hand, treatment with mutant 

Trichoderma (NAS106-M21  and  NAS114-M12) had more influence on the progression of the disease 

than wild isolates 21 days after disease infection, which was due to the effect of treatment with mutant 

Trichoderma in reducing cellular oxidation in the infected plant. The results showed that NAS106-M21  
and  NAS114-M12, in addition to higher antagonistic activity than the wild isolates (T. viride NAS106  
and  T. virens (NAS114)), through a greater effect on the cellular oxidation balance could be a more 

effective biocontrol agent in the integrated program to combat carnation Fusarium wilt. 
Keywords: Dianthus caryophyllus, Fusarium  oxysporum, Trichoderma, Biocontrol, Gamma 

irradiation. 
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