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چکیده
صـورت بهکرماناستان، در مناطق مختلف پستههاي باغخاكاز1391–1389يهاسالی طي بردارنمونهکودرما،یري تهاگونهیی شناسامنظوربه
) pHوEC(خاك به آزمایشگاه منتقل و اسیدیته و شوري خاك نمونه194تعداد . شدانجامزوسفریري هیناحوي متریسانت40تاصفرعمقازی تصادف
در pHمقـدار  يمحـدوده . دی ـگردي جداسـاز کودرمـا یتري هی ـجدا117، در مجمـوع تعـداد   TSMکشت انتخابی گیري شد و با استفاده از محیطاندازه
اسـاس بـر هـا  شناسـی جدایـه  شناسـایی شـکل  . شدیريگاندازهزیمنس بر متر دسی3/12تا EC5/1و براي مقدار 3/8تا 7یش،مورد آزمايهاخاك

 ـوجودپرگنه،شکلورشدي نحوهاز قبیل کیمورفولوژي ماکروهایژگیو ي هـا یژگ ـیوي اسـپورزایی و  نحـوه ورنگدانـه ، تولیـد  جـوش وجـود عـدم ای
 ـCMDو PDAي هـا کشـت طیمح ـي رودوسپوریکلاموومیدیکند،یالیفاندازهوشکلفور،یدیکنانشعابي نحوهوشکلمانندی کیکرومورفولوژیم اب

ریبوزومی DNAاز ITSي ا استفاده از تکثیر و ترادف نوکلئوتیدي ناحیههاي مولکولی بي مشخصهپایهشناسایی بر. انجام شدمعتبري دهایکلازاستفاده
ي و برنامـه NCBIها با اسـتفاده از پایگـاه بانـک ژن    انجام و جدایهITS1F-ITS4با استفاده از جفت آغازگرهاي ITS2و 5.8S، ژن ITS1شامل 

TrichOKEY 2.0ي هاي شناسایی شده متعلـق بـه چهـار گونـه    ولی جدایهشناسی و مولکهاي شکلاساس ویژگیبر. شناسایی شدندTrichoderma

harzianum ،T.virens ،brevicompactumT.وT. longibrachiatumيهـاي ایـن تحقیـق، بـه گونـه     درصـد جدایـه  50بـیش از  .باشـند میT.
harzianumي اسـاس آنـالیز رگرسـیونی، رابطـه    چه بـر اگر. رفی گردیدي استان کرمان معهاي پستهي غالب خاك باغعنوان گونهتعلق داشتند که به

,R2=0.25)ي ایـن منطقـه وجـود نداشـت    هـاي پسـته  در خـاك بـاغ  ECو pHداري بین فراوانی جمعیـت تریکودرمـا و مقـادیر    معنی Pr=0.74,
تعداد و کاهشیلاز دلایکیتواندمیخاكبودنیقلیایدارد، یشتريتنوع و گسترش بیدياسpHدر یکودرماترکهینبا توجه به ااما. (0.05<0.26

تنـوع بررسیو شناساییازگزارشاولینمطالعهینا،انجام شدهيهایاساس بررسبر. باشدیشخاك مورد آزماهاينمونهدرتریکودرماهايتنوع گونه
.باشدیپسته میزباندر میکودرماترايگونه

ریبوزومی، آنالیز رگرسیونیDNAناسی، شتریکودرما، شکل: کلیديه هايواژ

١مقدمه

1794جنس تریکودرما اولین بار در آلمان توسط پرسون در سـال  
جنس تریکودرما را با توجـه بـه خصوصـیات    ،)42(ریفایی . معرفی شد

بندي نمود و طبقهشناسی پرگنه، کنیدیوفور، کنیدیوم به نه گروهریخت
ت  . اد داده اسـت کلیدي براي شناسـایی آن پیشـنه   ) 8و7، 6، 5(بیسـ

، Trichoderma ،Pachybasiumبخــش 5جــنس تریکودرمــا را بــه 
Longibrachiatum ،Saturnisporum وHypocreanumــه -طبقـ

اذعان داشتند کـه تفکیـک دقیـق و    ) 9(بیست و همکاران . بندي نمود
هــاي هــاي تریکودرمــا، تنهــا از طریــق تلفیــق بررســیدرســت گونــه

تادیار گـروه  اس ـو شناسـی گیـاهی  بیمـاري کارشناسـی ارشـد  آموختـه  دانش-2و 1
رفسنجان ) عج(دانشکده کشاورزي، دانشگاه ولی عصرگیاهپزشکی،

)Email: Nasim_mirkhani@yahoo.com: نویسنده مسئول-*(
و مربـی بخـش گیاهپزشـکی، موسسـه تحقیقـات علـوم باغبـانی،        استادیار-4و 3

پژوهشکده پسته، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، رفسنجان، ایران

هاي مولکولی، با ظهور روش.پذیر استی و مولکولی امکانشناسشکل
میلادي براي ارزیابی مجـدد  90ي اي از اواسط دههتحقیقات گسترده
) 14(دروزینینا و همکـاران  . هاي تریکودرما شروع شدتاکسونومی گونه

ــد   ــتم بارکـ ــریع    DNAسیسـ ــق و سـ ــایی دقیـ ــراي شناسـ را بـ
Trichoderma/Hypocrea  در سطح جنس و گونه براسـاس تـوالی-

ــازي م ــههــاي ب ــوالی rDNA-ITSي شــخص در ناحی و براســاس ت
ي ایـن روش در قالـب برنامـه   . ابـداع کردنـد  tef1چهارمین اینتـرون  

TrichoKEY 2.0 وTrichoBLASTســایت مربــوط بــه   در وب
ــه ــونومی زیرکمیت از ) Hypocrea)ISTHو Trichodermaي تاکس

ونینـا دروزی. ها عرضه شده اسـت المللی تاکسونومی قارچي بینکمیته
ــک ــنس) 15(کوبیچ ــاج ــاسراتریکودرم ــببراس ــايروشترکی ه

در ســــه بخــــش ژنتیکــــیوفیزیولــــوژیکیشناســــی،شــــکل
PachybasiumA/Trichoderma،PachybasiumB و

Longibrachiatum بنـدي گونه بـود، طبقـه  88کلاد و 14که شامل
هـاي تریکودرمـا و   بسیاري از محققین بـراي شناسـایی جدایـه   . کردند

)علوم و صنایع کشاورزي(حفاظت گیاهان نشریه
82-92.ص،1395بهار، 1شماره ، 30جلد 
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ــه ــوالیمقایس ــواحی ي ت ــهtef1و ITSن و TrichoKEYي از برنام
TrichoBLASTدر ایران سیزده گونـه  ). 34و10، 3(استفاده کردند

هاي خاك سراسر کشـور توسـط ظفـري و    از جنس تریکودرما از نمونه
هـاي خـاك، چـوب و    ي جدید از نمونـه گونه6و ) 47و46(همکاران

ی دریاي خـزر توسـط نظمـی رودسـري و     مواد گیاهی در سواحل جنوب
، )38(نعیمی و همکاران . شناسایی و گزارش شده است) 39(همکاران 

هـاي  اسـاس ویژگـی  دست آمده از مـزارع بـرنج را بـر   ي بهجدایه202
بـا  rDNA-ITSي شناسـی و مولکـولی از طریـق تکثیـر ناحیـه     شکل

در . دنـد بررسی و شناسـایی کر 2.0TrichoKEYي استفاده از برنامه
هـاي جـنس تریکودرمـا    دنیا مطالعات زیـادي روي تاکسـونومی گونـه   

هاي انجام گرفته مربوط بـه  صورت گرفته ولی در ایران بیشتر پژوهش
هـاي تریکودرمـا بـوده و    هاي کنترل بیولـوژیکی برخـی از گونـه   جنبه

). 46(صورت محدود و مقطعی صورت گرفته است ها بهشناسایی گونه
هـاي بـا   هـا در آزمـایش  تعـداد زیـادي از آنتاگونیسـت   از طرفی اگرچه

مقیاس کوچک مؤثر هستند اما براي اثبات اثرشان در مقیاس تجـاري،  
مشکلات زیادي وجود دارد که درك کامل از نقش آنتاگونیستی قـارچ،  

). 24(شناسی قارچ در مزرعه نیاز دارد زیستتر محیطي بیشبه مطالعه
ث استفاده از عوامل آنتاگونیسـتی در کنتـرل   که در مبحبا توجه به این

ترین قدم بیولوژیک، بحث استقرار موفق عوامل بیوکنترل اولین و مهم
باشد، بنابراین شناسـایی عوامـل بیـوکنترل بـومی و مـؤثر، جهـت       می

-زاي گیاهی در یک منطقه از اهمیت قابلاستفاده علیه عوامل بیماري
بومیتریکودرمايهايتاکسونشناسایی). 33(توجهی برخوردار است 

کـاربردي وبـومی هـاي نـژاد انتخاببهمختلفهاياقلیموخاكدر
تنوعبررسیيزمینهدرزیاديیقاتتحق.)22(کردخواهدکمکمؤثر
از آندنیـا صـورت گرفتـه   مختلفمناطقخاكدرتریکودرماايگونه

،)29(قیشـر جنـوب آسـیاي درمطالعات انجام شدهتوان بهجمله می
ی، نـواح )37(ساردینیا، )48(ین، چ)14(یجنوبیکاي، آمر)45(استرالیا
، )23(کلمبیـا وبرزیـل پـرو، اکوادور،پاناما،یک،شامل مکزیريگرمس

ونیـز قربـاوي  هـاي قلیـایی  در مورد خـاك .اشاره نمود)10(لهستان
ــاران ــود) 22(همک ــطوج ــهدوفق .Hو T. harzianumي گون

orientalis تـاکنون . کردنـد گـزارش در مصـر  یـل رود ندر اطرافرا
و یـایی قليهـا در خـاك یکودرمـا تريهـا تنوع گونهتحقیقی در مورد

مطالعه حاضر .انجام نشده استو جهان یرانپسته در ايهاخشک باغ
يگونـه معرفـی وتریکودرمـا ايگونهتنوعبررسیبا هدف شناسایی،

هاي براساس ترکیب روشاستان کرمان،هاي پستهباغخاكدرغالب
.انجام شده استشناسی و مولکولیشناسایی شکل

و روش هامواد 
بردارينمونه

کـاري  ي خاك از مناطق مختلف پستهنمونه194در مجموع تعداد 

) رفسنجان، سیرجان، زرند، انار، راور و شهربابک (استان کرمان شامل 
40تـا صـفر عمـق ازفی تصـاد صورتبه1389-1391يهالساطی 
آوري و بـه  جمـع ) زوسـفر یر(ي فراریشـه  ي خـاك و ناحیـه  متـر یسانت

هاي تریکودرمـا  و بلافاصله براي جداسازي گونهشدآزمایشگاه منتقل 
. استفاده قرار گرفتمورد

هاي مورد استفادهخاكpHو ECتعیین 
بـا فراوانـی جمعیـت    pHو ECي بین مقـادیر  جهت تعیین رابطه

هــا هــایی کــه تریکودرمــا از آنخــاكpHو ECیکودرمــا، میــزان تر
pHها در گل اشباع با دسـتگاه  نمونهpH.جداسازي گردید، تعیین شد

زاده با استفاده از روش احیایی و بهبهانی) سوئد،Metrohm(744متر 
هـا نیـز، بـا روش    قابلیت هدایت الکتریکـی نمونـه  . تعیین گردید) 16(

ي گـل  در این روش عصاره). 16(اشباع  انجام شد لگیري از گعصاره
گیـر گرفتـه و از   ها با استفاده از دستگاه عصـاره اشباع هر یک از نمونه

محلـول حاصـل بـا اسـتفاده از     ECسـپس  . صافی عبور داده شدکاغذ
.تعیین گردید) ، آلمانWTW(3310سنج دستگاه هدایت

جداسازي قارچ تریکودرما از خاك
کشـت  خاك با روش سري رقـت تهیـه و روي محـیط   هاينمونه
Trichoderma Selective Medium+Captan (TSMC(انتخابی 

7H2o .گـرم 2/0ي ایـن محـیط   بـراي تهیـه  . )17(کشت داده شدند

Mgso4 ،9/0 گرمK2HPO4 ،15/0 گرمKCL ،1  گـرمNH4NO3 ،
گـرم آگـار در یـک لیتـر آب حـل شـده و پـس از       17گرم گلوکز و 3

ــوکلاو،   ــردن در ات ــترون ک ــی50س ــی میل ــر پن ــرم در لیت ــیلین و گ س
درصـد پـودر وتابـل،    50گرم در لیتر کاپتان میلی20استرپتومایسین و 

. اضـافه گردیـد  PCNBگرم در لیتر 2/0گرم در لیتر رزبنگال و 12/0
درصـد  1/0لیتـر آب آگـار   میلـی 450ي خاك به گرم از هر نمونه50

دقیقـه روي  45تـا  30اضافه شد و به مـدت  سترون) حجمی-جرمی(
-1هـاي براي تهیه رقت. دور در دقیقه قرار گرفت200شیکر با سرعت 

لیتـر  لیتر از سوسپانسیون حاصل به نه میلییک میلی10-3و 10،2-10
سـپس از هـر رقـت یـک     . درصد سترون اضـافه گردیـد  1/0آب آگار 

دید، که بـراي هـر   کشت انتخابی پخش گرلیتر روي سطح محیطمیلی
زنی شده ابتدا هاي مایهتشتک.)25(رقت پنج تکرار در نظر گرفته شد 

داري شـده و پـس از   ساعت در تاریکی نگه48در دماي اتاق به مدت 
)سـاعت 12/ 12(تـاریکی  /روز در تناوب روشنایی10تا 7آن به مدت 

کشـت  هاي تریکودرماي رشـد یافتـه در محـیط   جدایه. داري شدندنگه
ي حـاوي محـیط   هـا اسپور خالص شده و در لولهانتخابی، به روش تک

.داري شدندنگهو دماي چهار درجه سلسیوسPDAدار شیب

شناسیشناسایی شکل
ها در سطح بخش و سـپس  شناسی جدایهمنظور شناسایی شکلبه
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هـا و مشخصـات   گونه، میزان رشد، خصوصـیات ماکروسـکوپی پرگنـه   
PDAهــاي مختلــف کشــتا روي محــیطهــمیکرومورفولوژیــک آن

(Potato Dextrose Agar) وCMD (Corn Meal

Agar+Dextrose)   کشـت  محـیط . مورد مطالعـه قـرار گرفـتPDA

ي رشـد،  ها ماننـد نحـوه  براي بررسی خصوصیات ماکروسکوپی جدایه
وجـود  ، وجـود یـا عـدم   )خوابیده یا کرکـی بـودن  (رنگ و شکل پرگنه 

اي یا به صـورت  صورت جوش و دستهبه(یی زاي کنیدیومجوش، نحوه
پتـري اسـتفاده   وجود رنگدانه در پشـت تشـتک  و وجود یا عدم) پراکنده

ي براي بررسی خصوصیات میکروسـکوپی ماننـد شـکل و نحـوه    . شد
ي کنیـدي و  ي فیالید، شکل و انـدازه انشعاب کنیدیوفور، شکل و اندازه

. اسـتفاده شـد  CMDوجود کلامیدوسپور از محیط کشت وجود یا عدم
کشت مقدار پنج گرم در لیتر دکستروز به محـیط  براي تهیه این محیط

متـر  یک بلوك میسلیومی به ابعاد پنج میلی. افزوده گردیدCMAپایه 
منتقل گردیـد و  CMDپتري حاوي محیط هاي، به تشتکاز هر جدایه

-درجه سلسیوس به مدت پـنج روز نگـه  25پتري در دماي هايتشتک
شـاخه شـدن   در این مرحله از روي الگوي انشعاب و شاخه. ري شدنددا

کنیدیوفور و نیز از روي شکل و آرایش فیالیدها، تشخیص و شناسـایی  
هـا  شناسایی دقیق گونه. انجام شد) Section(ها در سطح بخش جدایه

و کلیـد موجـود در   ) 19(با استفاده از کلید شناسـایی گمـس و بیسـت    
ــایت تر ــا ســــ ــال یــــ ــا پورتــــ -http: //nt.ars(یکودرمــــ

grin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex.cfm (
.انجام شد

هاي نمایندهانتخاب جدایه
شناسـی پرگنـه روي   هاي تریکودرما براساس ظاهر و شـکل جدایه
و بررســی خصوصــیات  ) معیارهــاي ماکروســکوپی (PDAمحــیط 

هـاي مربـوط بـه    سپس تمامی جدایـه . بندي شدندمیکروسکوپی گروه
با اسـتفاده  ،DNAانگشتی هاي مختلف، براي بررسی الگوي اثربخش

ــانگر ــولاز نشـــ ــادف RAPDی مولکـــ ــازگر تصـــ -’5(ی و آغـــ
AGGGGTCTTG-3’(A-5)13(سـپس از هـر گـروه    . شدندیزآنال

نماینـده  16ینده و جمعا نمایک) یشناسی و مولکولشکلبنديگروه(
).1شکل ) (34(ولکولی انتخاب گردیدبراي انجام سایر آزمایشات م

rDNA-ITSو تکثیر و تعیین توالی ناحیه DNAاستخراج 

به روش علایی CTAB2%ژنومی با استفاده از DNAاستخراج 
-هستهrDNAمربوط به ITSي ناحیه. صورت گرفت) 2(و همکاران 

ITS1Fي نماینده با استفاده از آغازگرهـاي عمـومی   جدایه16اي در 

PCRي مخلـوط واکـنش در هـر لولـه    . تکثیر شد) 44(ITS4و ) 21(

-مـــولار تـــریسمیلـــی10(PCRشـــامل بـــافر ) میکرولیتـــر50(
مـولار  میلیpH 9( ،5/2مول کلرید پتاسیم میلی50اسیدکلریدریک و 

MgCl2 ،2/0مــولار میلــیdNTPs ،2/0 میکرومــولار از هــر یــک از

Taqواحد آنزیم 25/1آغازگرها و  DNA Polymeraseواکـنش  . بود
بـا  ) C-1000)Bio Radترموسـایکلر اي پلیمـراز در دسـتگاه   زنجیـره 

درجـه سلسـیوس و   95پنج دقیقه واسرشت اولیه در دماي : شرایط زیر
درجـه  45، )یـک دقیقـه  (درجـه سلسـیوس   95صـورت  چرخه بـه 40

و در نهایـت  ) یک دقیقـه (درجه سلسیوس 72، )یک دقیقه(سلسیوس 
. درجــه سلســیوس انجــام شــد72بســط نهــایی در دمــاي دقیقــه10

درصـد مـورد   5/1روي ژل آگـارز  PCRمحصول حاصـل از واکـنش   
.ارزیابی قرار گرفت

وRAPDبا استفاده از نشانگر DNAالگوي اثر انگشتی - 1شکل 
جهت تعیین (هاي مختلف تریکودرما در جدایهA-5آغازگر تصادفی 

) نماینده
Figure 1- RAPD PCR fingerprinting patterns from

genomic DNA of Trichoderma isolates generated with
primer A-5, M: 3kb ladder (VC 100bp Plus DNA Ladder,

Mass ruler Mix, 0.1-3kb)

ــولات  ــهPCRمحص ــت   جدای ــتفاده از کی ــا اس ــده ب ــاي نماین ه
Axyprep PCR Cleanup Kitي تعیـین  سـازي شـدند و بـرا   خالص

ي تکثیر شده، به انستیتوي ملـی بیوتکنولـوژي کشـاورزي    توالی ناحیه
دسـت آمـده بـراي نـواحی     هـاي بـه  توالی. جنوبی فرستاده شدنديکره

ITS1 وITS2افزار ابتدا با نرمBioEdit   مورد بـازبینی قـرار گرفـت .
ــوالی ــپس تــ ــی   ســ ــک ژنــ ــاتی بانــ ــاه اطلاعــ ــا در پایگــ هــ

)www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST (براسـاس  هاتوالی. ارائه شدند
معتبـر موجـود در بانـک ژن و    هـاي بالاترین درصد شباهت بـا تـوالی  

.www(، در سایت اختصاصی تریکودرما 2.0TrichoKEYي برنامه

Isth.info/tools/blast/index.php ( مقایسه گردید)26و14.(

نتایج و بحث
هاشناسی و مولکولی گونهشناسایی شکل

ي تریکودرمــا از خــاك جدایــه117ایــن مطالعــه، در مجمــوع در
شناسـی و  با استفاده از صـفات شـکل  هاي پسته جداسازي شد، کهباغ



85ي استان کرمانهاي غالب تریکودرما در باغات پستهی گونهشناسای

) Rifai (T. harzianum ،)Kraus(ي مولکولی در نهایت چهـار گونـه  
T. brevicompactum،(J.H. Miller, Giddens & A.A.

Foster)T. virens و)Rifai (T. longibrachiatum  به شرح زیـر
. شناسایی شدند

Trichoderma harzianum Rifai, 1969
ور در محـیط  صورت هوایی و کرکی تا خوابیده و غوطـه ها بهریسه

صـورت  ت و بـه هـاي مختلـف متفـاو   زایی در جدایـه کنیدیوم. باشدمی
ي صـورت متـراکم نزدیـک حاشـیه    هاي متراکم تا پراکنده، یا بهجوش
صـورت دوائـر   ها است، که مرکز پرگنه بدون اسپور است و یا بهتشتک

ها ابتدا به رنگ سفید ظـاهر شـده   جوش. شودمتحدالمرکز مشاهده می
ها به رنـگ سـبز روشـن تـا سـبز تیـره و در       اما بعد در بعضی از جدایه

در تعـدادي  . شـوند ی دیگر به رنگ سبز متمایل به زرد تبدیل مـی بعض
کلامیدوسـپور در بعضـی از   ). 2شـکل  (آینـد  نیز، به رنـگ زرد در مـی  

صـورت انتهـایی یـا    ها به تعداد خیلی کم و در بعضی فراوان و بهجدایه
الگـوي انشـعاب   . شـود میانی به شکل کروي تا بیضـوي تشـکیل مـی   

مجموعـه سـاختمان   . راکم و مـنظم اسـت  ت ـصـورت کـم  کنیدیوفور به
هرمی شـکل  ) محور اصلی همراه با انشعابات اولیه و ثانویه(کنیدیوفور 

. استLixiiو کلاد Pachybasiumاین گونه متعلق به بخش  . است
شود، به همین دلیل در مراحـل  تولید فیالیدها از قسمت پایه شروع می

ي رسـد، ولـی در مرحلـه   مـی ي رشد، نوك کنیدیوفور نازا به نظر اولیه
. صـورت مـنظم منشـعب شـده و تـا نـوك زایاسـت       بلوغ کنیدیوفور به

فیالیدها آمپولی شکل تا تقریبا کروي و تنگی شکل بوده کـه بـه طـور    
-3هـا  ي آنشوند و اندازهها باریک میناگهانی در محل تولید کنیدیوم

و طـول  فیالیدهاي انتهایی بلنـدتر هسـتند  . میکرومتر است10-5×1
هاي فراهم فیالیدها معمولا در شاخه. رسدمیکرومتر نیز می12ها تا آن

هـا  کنیـدي . گیرند و برخی مواقع جفت هسـتند تایی قرار میسه تا پنج
ها ي آناندازه. مرغی و بیضوي کوتاه هستندکروي تا تخمکروي، نیمه

ها صاف و بـه رنـگ   سطح کنیدیوم. میکرومتر است4-8/1×3-8/1
ي قارچ داراي رشد پرگنه). A-C3شکل (رنگ هستند سبز روشن تا بی

هاي مختلف بین سـفید،  رنگ پشت پرگنه نیز در جدایه. باشدسریع می
هاي جداسازي شده متعلق درصد جدایه36/74. کرم و زرد متغیر است

ي جدایـه 12در rDNA-ITSي تکثیـر ناحیـه  .باشـد به این گونه مـی 
ITS1F/ITS4ه، با استفاده از آغازگرهـاي عمـومی   مربوط به این گون

بازي تکثیـر  جفت650ها باند حدود ي جدایهآمیز بود و در همهموفقیت
ها، بـا اسـتفاده از   یابی جدایهدست آمده از توالیي نتایج بهمقایسه. شد

ي و برنامــه NCBIاطلاعــاتی  و پایگــاه Clustal Xافــزار  نــرم 
TrichoKEYهاي ایهمشخص کرد که جد)Th 1-1 ،Th 4-11 ،Th

19-43 ،Th 22-45 ،Th 23-53 ،Th 24-61 ،Th 26-62 ،Th 27-

65 ،Th 33-113 ،Th 38-127 ،Th 52-134 ،Th 55-147 (ــه -ب
.Hآنامورف (T. harzianumعنوان  lixii (  100و 99با درصد تشـابه

ن ي بیطول ناحیه). 7شکل (باشند هاي مرجع معتبر، میدرصد با توالی

هـاي مختلـف   در این ناحیه در بـین جدایـه  . باز استITS1 ،207ژنی 
بـاز  ITS2 ،174ي بین ژنـی  طول ناحیه. چهار تفاوت بازي وجود دارد

هـاي مختلـف   در این ناحیه نیز هفت تغییر بازي در بـین جدایـه  . است
، در ITS2و ITS1هـاي بـازي موجـود در نـواحی     اختلاف. وجود دارد
-نشـان T. harzianumي تلـف مربـوط بـه گونـه    هاي مخبین جدایه

باشـد  مـی ) Intraspecific-Variation(اي گونـه ي تنوع دروندهنده
).7شکل (و ) Th43 , Th127-8شکل (

Trichodermaهايتنوع اشکال پرگنه مربوط به جدایه- 2شکل 
harzianum روي محیطPDA روز7بعد از

Figure 2- Variety colony forms isolates of Trichoderma
harzianum on PDA medium after of 7 days

: Cاسپور: Bفیالید: Trichoderma harzianum-A- 3شکل 

کلامیدوسپور
Figure 3- Trichoderma harzianum- A: Phialides B:

Conidia C: Chlamydospore

Trichoderma virens (J.H. Miller, Giddens & A.A.
Foster) von Arx, 1987

هاي هوایی، کرکی و به رنگ زرد مات هستنددر این گونه، ریسه
میکرومتـر عـرض   8/1-12ي صاف دارند و حدود دیواره). A4شکل (

صورت انتهایی هاي این گونه تعداد زیادي کلامیدوسپور بهجدایه. دارند
-ایـی بـه  زکنیـدیوم . کنندیا میانی، به شکل کروي تا بیضوي تولید می

تا حـدود نصـف   . گیردصورت پراکنده در تمام سطح کلونی صورت می
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منشـعب اسـت، امـا بـه طـرف نـوك       ي کنیدیوفور نازا و غیرطول پایه
طور نامنظم منشعب شـده و هـر یـک بـه یـک      ها بهکنیدیوفور، شاخه

الگـوي انشـعاب   . شـوند تایی از فیالیدها منتهی میي سه تا ششدسته
-صورت هـم یعنی به. هستندGliocladiumبا شبیه کنیدیوفورها تقری

این گونه نیز متعلق بـه  . گیرندقرار میPenicillateگرا در یک حالت 
فیالیدها تنگی شکل . باشدمیVirensو کلاد Pachybasiumبخش 

5-12×2-4هــا ي آنانــدازه. گــرا هســتندتــا آمپــولی شــکل و هــم
ي ی تا بیضـوي بـوده و انـدازه   مرغها تخمکنیدیوم.باشدمیکرومتر می

ي صـاف هسـتند   میکرومتر است و داراي دیـواره 5/2-6×2-5ها آن
رنـگ پشـت   . ي قارچ داراي رشد متوسطی استپرگنه). B-D4شکل (

ي تکثیـر ناحیـه  . باشدزرد تا زرد کهربایی میPDAپرگنه روي محیط 
rDNA-ITSــه ــا اســتفاده ا در دو جدای ــه، ب ــن گون ــه ای ــق ب ز ي متعل

-جفت650آمیز بود و باند موفقیتITS1F/ITS4آغازگرهاي عمومی 
عنـوان  نیز بـه Tv 17-142و Tv 3-132ي هاجدایه. بازي تکثیر شد

T. virens ي توالی مقایسه). 7شکل (شناسایی شدندITSي دو گونه
T. harzianum وT. virensهـا در  نشان داد که بین توالی این گونه

امـا  . هیچ تفاوت بازي وجود نـدارد 28Sو 18S ،5.8Sی هاي ژنناحیه
بـاز بـا هـم    11در ITS2ي در پنج بـاز و در ناحیـه  ITS1ي در ناحیه

8Th43 , Tv142شکل (متفاوت هستند  تفاوت بازي بین ایـن دو  ). -
دلیل این امر آن اسـت کـه،   . هاي دیگر کمتر استگونه نسبت به گونه

ــوالی  ــهITSت ــا  T. virensي گون ــاط نزدیکــی ب ــابه و ارتب .Tتش

harzianumــه. دارد .Tي دو گونــــهITSي تــــوالی مقایســ

brevicompactum وT. virens  نیز نشان داد که بین دو گونه فقـط
اخـتلاف  ITS212ي تفاوت بـازي و در ناحیـه  ITS1 ،23ي در ناحیه

8Tv142 , Tb77شکل(بازي وجود دارد  دو ITSي تـوالی  مقایسه). -
.Tو T. longibrachiatumي هگون virens    نیز نشـان داد کـه بـین
، هشـت  ITS2ي تفاوت بازي و در ناحیـه ITS1 ،46ي ها در ناحیهآن

).Tv142 , Tl54-8شکل (تفاوت بازي وجود دارد 

PDAظاهر پرگنه روي محیط : Trichoderma virens -A- 4شکل 

دوسپورکلامی: Dاسپور: Cفیالید: Bروز7بعد از 
Figure 4- Trichoderma virens- A: colony formation on

PDA medium after of 7 days B: Phialides C: Conidia D:
Chlamydospore

Trichoderma brevicompactum G.F. Kraus, C.P.
Kubicek & W. Gams, 2004

ور در محـیط و سـفید رنـگ    صورت غوطهها بهدر این گونه، ریسه
هـاي پراکنـده در سـطح محـیط     صورت جوشزایی بهکنیدیوم. هستند

ها ابتدا سفید رنگ و بعد از حـدود یـک هفتـه    جوش. شودمشاهده می
ها تقریبـا پهـن و  جوش. شونددهند و سبز میشروع به تغییر رنگ می

الگوي انشعاب کنیدیوفور شبیه بخـش  ). A5شکل (کروي هستند نیمه
Pachybasium  است، که کنیدیوفورها اغلب پهن و منشـعب هسـتند .
. شـوند تایی و گاهی منفرد تشکیل مـی هاي دو تا پنجفیالیدها در دسته

گـرا و  ها پهن و آمپولی شکل و گاهی باریک و کشیده و تقریبا هـم آن
. میکرومتـر اسـت  5-10×8/1-2/3ي فیالیدها ندازها. متراکم هستند

. کروي تا بیضوي شکل بـوده و صـاف هسـتند   ها کروي، نیمهکنیدیوم
پشـت  ). B-D5شـکل  (میکرومتـر اسـت   2-4×2-3هـا  ي آناندازه
تکثیـر  . ، بـدون رنـگ اسـت   PDAهـا روي محـیط   ي این قارچپرگنه

ــه ــهrDNA-ITSي ناحی ــا T. brevicompactumي در گون ــز، ب نی
آمیز بـود و بانـد   موفقیتITS1F/ITS4استفاده از آغازگرهاي عمومی 

.Tعنـوان  بـه Tb 2-77ي جدایـه . بـازي تکثیـر شـد   جفت650حدود

brevicompactum ي ي توالی ناحیـه مقایسه). 7شکل (شناسایی شد
ITSــه ــه  جدای ــه دو گون ــوط ب ــاي مرب .Tو T. harzianumي ه

brevicompactumيد کـه در ناحیـه  نشان داITS1 بـاز و در  26در
,Th43-8شـکل (بـاز بـا هـم تفـاوت دارنـد      23در ITS2ي ناحیه

Tb77(. ي تـوالی  مقایسـهITS ي دو گونـهT. longibrachiatum و
T. brevicompactumي نیز نشان داد که در ناحیهITS147 تفاوت

در . وجـود دارد تفاوت بازي بین دو گونه ITS212ي بازي و در ناحیه
-8شـکل (، دو گونه اخـتلاف تـک بـازي دارنـد     28Sي ابتدایی ناحیه

Tb77, Tl54.(

ظاهر پرگنه روي : Trichoderma brevicompactum -A- 5شکل 
کلامیدوسپور:Dاسپور: Cفیالید: Bروز8بعد از PDAمحیط 

Figure 5- Trichoderma brevicompactum- A: colony
formation on PDA medium after of 8 days B: Phialides C:

Conidia D: Chlamydospore

Trichoderma longibrachiatum Rifai, 1969
نماینـد و  کشـت رشـد مـی   ها غالبا داخل محیطدر این گونه، ریسه

. شـوند کشـت مـی  ي محیطي هوایی اندك و محدود به حاشیههاریسه
5/1-12هـا  ي صاف بوده و عـرض آن رنگ و داراي دیوارهها بیریسه

صـورت متـراکم   زایی به رنگ سبز تیـره و بـه  کنیدیوم. میکرومتر است
لایـه دارد  سطح پرگنه حالت لایه. پوشاندکشت را میتمام سطح محیط

کروي تا بیضوي و رنگ، نیمهفراوان و بیکلامیدوسپورها ).A6شکل (
الگوي انشعاب کنیـدیوفور شـبیه بخـش    . ي صاف هستندداراي دیواره

Longibrachiatum  ــا ــد و ایســتاده، ب ــدیوفورها بلن ــی کنی اســت یعن
ي قائمـه  تراکم و نامنظم که با محور اصلی تشکیل زاویـه انشعابات کم
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اصـلی کنیـدیوفور خـم    ها به طرف محورکه نوك آندهند و یا اینمی
فیالیدها بلند و باریک، تنگی شکل تا سیلندري خصوصا فیالید . شودمی

فیالیـدها غالبـا   . تیز اسـت بیش نوكوتر و کمانتهایی که بلندتر و نازك
صـورت  شوند، یا گاهی بـه صورت منفرد روي کنیدیوفور تشکیل میبه

5-10×1-2هـا  آني انـدازه . شوندتایی تولید میهاي دو تا سهدسته
. رسـد میکرومتـر نیـز مـی   12طول فیالید انتهـایی تـا   . میکرومتر است

ها ي آنمرغی کشیده هستند و اندازهها بیضوي کشیده تا تخمکنیدیوم
ي قـارچ  پرگنـه ). B-D6شـکل  (میکرومتر اسـت  2/4-2×7/2-8/1

زرد سـبز PDAرنـگ پشـت کلـونی روي محـیط     . رشد سـریعی دارد 
.باشددرخشان می

در ایــن گونــه نیــز، بــا اســتفاده از rDNA-ITSي تکثیــر ناحیــه
-جفت650آمیز بود و باند موفقیتITS1F/ITS4آغازگرهاي عمومی 

T. longibrachiatumعنـوان  بـه Tl 1-54ي جدایه. بازي تکثیر شد

هـاي  جدایـه ITSي ي توالی ناحیـه مقایسه). 7شکل (شناسایی گردید 
T. harzianum وT. longibrachiatum   نیز نشان داد کـه بـین دو
ــه ــه در ناحی ــه ITS145ي گون ــازي و در ناحی ــاوت ب ITS217ي تف

8Th43 , Tl54شـکل (اختلاف بـازي وجـود دارد    براسـاس نتـایج   ). -
ITS1ي هـا مربـوط بـه ناحیـه    حاصل، بیشترین تغییر بازي بین گونـه 

. باشدمی

ظاهر پرگنه روي : Trichoderma longibrachiatum -A- 6شکل 
کلامیدوسپور: Dاسپور:Cفیالید: Bروز 5بعد از PDAمحیط 

Figure 6- Trichoderma longibrachiatum - A: colony
formation on PDA medium after of 5 days B: Phialides C:

Conidia D: Chlamydospore

-همـه هـاي ، از جملـه قـارچ  Hypocreaتریکودرما با فرم جنسی 
هـاي در حـال تجزیـه بـه     جازي است که در خاك، مواد آلـی و چـوب  

شـوند و در منـاطق جغرافیـایی مختلـف، از اعضـاي      فراوانی یافت می
-در این پـژوهش جدایـه  ). 29(روندشمار میغالب میکروفلور خاك به

-با داشتن کنیدیوفورهاي کم،T. harzianumي هاي مربوط به گونه
هاي کروي و کوچک و فیالیدهاي تنگی شکل تراکم و منظم و کنیدي

ایـن  . هاي تریکودرما قابل تفکیـک هسـتند  و تقریبا کوتاه از سایر گونه
رفی شده از قارچ خوراکی جدا و مع) 41(گونه توسط دانش و همکاران 

خصوصـیات  . ي اعضاي این گونه تنوع زیادي داردفنوتیپ پرگنه. است
میکرومورفولوژیکی مشاهده شده با توصیف گمـس و بیسـت   –ماکرو 

فقـط ابعـاد فیالیـد در    . مطابقـت داشـت  ) 46(، ظفري و همکاران )19(
کـه فیالیـدها   طـوري هاي بررسی شده، متفاوت بود، بهتعدادي از جدایه

.و عرض کمتري داشتندطول بیشتر 
 T.harzianum KC139307

 T.harzianum AY605733

 T.harzianum Th55-147

 T.harzianum JQ040357

 T.harzianum AY605751

 T.harzianum Th26-62

 T.harzianum AF194009

 T.harzianum AF194011

 T.harzianum AF194008

 T.harzianum HM176572

 T.harzianum AY605730

 T.harzianum HQ259312

 T.harzianum Th27-65

 T.harzianum KF454871

 T.harzianum Th52-134

 T.harzianum KC139308

 T.harzianum Th38-127

 T.harzianum Th24-61

 T.harzianum Th19-43

 T.harzianum Th22-45

 T.harzianum Th1-1

 T.harzianum Th23-53

 T.harzianum KC847194

 T.harzianum KC847187

 T.harzianum AY605753

 T.harzianum Th4-11

 T.harzianum Th33-113

 T.virens EU280073

 T.virens Tv17-142

 T.virens JF439516

 T.virens AF099008

 T.virens AF099006

 T.virens HQ608079

 T.virens Tv3-132

 T.ghanense HQ260622

 T.ghanense Z69588

 T.ghanense HQ857117

 T.citrinoviride JX125614

 T.citrinoviride NR077178

 T.longibrachiatum JQ040374

 T.longibrachiatum JQ040373

 T.longibrachiatum JQ040376

 T.longibrachiatum Tl1-54

 T.longibrachiatum EU280095

 T.brevicompactum JQ040333

 T.brevicompactum EU280087

 T.brevicompactum Tb2-77

 T.brevicompactum EU280088

 T.brevicompactum JQ040334

 T.viride AY665699

100

23
14

99

58
75

92

30

100

76
93

100

56

42

94

31

41

0.01

و Pachybasiumهاي بخش روابط تکاملی گونه- 7شکل 
Longibrachiatumبراساس روشJoining-Neighbour . آزمون

. استتکرار در کنار انشعابات نشان داده شده1000اعتبارسنجی با 
AY 665699 T. virideعنوانبهoutgroupاستفاده شده است.

Figure 7- Phylogenetic tree of representative isolates of
Trichoderma belonging to section Pachybasium and

longibrachiatum, inferred by Neighbour Joining analysis
of ITS1, 5.8s and ITS2 sequences in MEGA 4.0. T. viride
(Accession No. AY665699) was used as an outgroup. The

bootstrap support from 1000 replication is indicated on the
branches. Isolates of related to T. harzianum: Th19-43,
Th23-53, Th1-1, Th4-11, Th33-113, Th26-62, Th52-134,
Th27-65, Th22-45, Th55-147, Th38-127 and Th24-61; T.
virens: Tv3-132, Tv17-142, T. brevicompactum: Tb2-77

and T. longibrachiatum: Tl1-54
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با داشتن الگوي انشعاب کنیـدیوفوري شـبیه   ، T. virensي گونه
Gliocladiumهاي سبز و بـزرگ بـه  گرا و کنیدیومو فیالیدهاي هم-

در ایـران  . هاي تریکودرما قابل تشـخیص هسـتند  راحتی از سایر گونه
هـاي ایـران جـدا    ازخـاك Gliocladium virensاین گونه ابتدا با نام 

از ) 41(توسـط دانـش و همکـاران    T. virensي گونه). 4(شده است 
ــزارش شــده اســت   ــدا و گ ــوراکی ج ــارچ خ ــاکرو. ق –خصوصــیات م

، )19(توصـیف گمـس و بیسـت    میکرومورفولوژیکی مشاهده شده بـا 
هاي بررسی شـده  ولی عرض فیالید، در جدایه). 46(ظفري و همکاران 

.Tيگونــه. ي ذکــر شــده در توصــیفات فــوق کمتــر اســتازهاز انــد

longibrachiatum    ــش ــک بخ ــدیوفور تیپی ــتن کنی ــا داش ــز ب نی
Longibrachiatumها و با میزان رشـد روي  هاي سایر بخشاز گونه

ي درجـه سلسـیوس، انـدازه   40و 30در دماهـاي  PDAکشت محیط
درجه از 40ها در دماي رنگ ماندن سطح زیرین پرگنهها و بیکنیدیوم

این گونه قبلا از ایران . هاي بخش خود قابل تشخیص استسایر گونه
از قـارچ خـوراکی جـدا و معرفـی شـده      ) 41(توسط دانش و همکاران 

میکرومورفولــوژیکی مشــاهده شــده بــا –خصوصــیات مــاکرو . اســت
. مطابقـت دارد ) 46(، ظفري و همکـاران  )19(توصیف گمس و بیست 

از ) 43(ي معرفی شده در بالا، توسط روحانی و صـفري ونههر چهار گ
. هاي مختلف، از نقاط مختلف ایران جداسازي و شناسایی شـدند نمونه
با داشـتن کنیـدیوفور تیپیـک بخـش     T. brevicompactumي گونه

Pachybasium  شناسـی فقـط در سـطح    براساس خصوصـیات شـکل
شناسی را تأیید شکلشناسایی مولکولی، شناسایی . بخش شناسایی شد

ي قبلـی اضـافه   به چهار گونـه T. brevicompactumي کرد و گونه
از خـاك و  ) 27(این گونه اولین بار توسـط کرائـوس و همکـاران   . شد

شـرق و  پوست درخت در آمریکاي شمالی، مرکزي و جنـوبی و جنـوب  
شناسـی و  غرب آسیا جداسازي شد و براساس خصوصیات شـکل جنوب

DNAاز ITS2و 5.8S، ژن ITS1هـاي  و بررسی توالیفیزیولوژیکی 

خصوصـیات مشـاهده   . شناسایی گردیدtef1ریبوزومی و بخشی از ژن 
مطابقـت دارد،  ) 27(شده در این گونه با توصیفات کرائوس و همکاران 

هاي بررسی شـده در ایـن تحقیـق بلنـدتر از     ولی طول فیالید در جدایه
یرانايهاقارچمطابق گزارش. باشدها میي ذکر شده توسط آناندازه

قـارچی فلـور بـراي تحقیقایندرشدهمعرفیهايگونهاگرچه،) 18(
بررسـی يزمینـه انجام شده در تحقیقیناولیولنیستند،جدیدایران

ایـران درپسـته  یزبانو میاییقليهادر خاكتریکودرماايتنوع گونه
.باشدمی

هـاي خـاك   نمونـه % 4/13ودرما، از هاي تریکدر این مطالعه قارچ
26(ي استان کرمان جداسـازي شـدند   هاي پستهآوري شده از باغجمع

هـاي  بـرداري نیـز در نمونـه  ) 12(کامپوز). ي خاكنمونه194نمونه از 
درصد منـاطق نمونـه   22انجام شده از ایالت مکزیک، فقط توانست از 

آورد، در صـورتی کـه   دسـت هایی از تریکودرما بـه ، جدایهبرداري شده
-درصـد مکـان  88هاي تریکودرمـا را از  جدایه) 35(میشل و همکاران

دهد کـه  نتایج این تحقیق نشان می. دست آوردندبرداري بههاي نمونه
چنـین  ها و هـم ي استان کرمان از نظر تعداد جدایههاي پستهخاك باغ

اسـت کـه   ي ایـن دهنـده اي تریکودرما غنی نیستند و نشانتنوع گونه
هـاي پسـته   هاي این جنس مهم با شرایط اکولوژیکی خاك بـاغ جدایه

توانـد فاکتورهـاي   دلیـل ایـن امـر احتمـالا مـی     . چندان سازگار نیست
محیطی مؤثر روي رشد و تکثیـر ایـن جـنس قـارچی از قبیـل دمـاي       

، مقدار مواد آلی و غـذایی در دسـترس، نـوع    pHخاك، رطوبت خاك، 
.خاك و ترکیب اتمسفري خاك باشدگیاه، ساختمان و بافت

هـاي میکروبـی در   ترکیب، بیومس و فعالیت بیولـوژیکی جمعیـت  
-خاك به فاکتورهاي شیمیایی و فیزیکی مهم وابسته هستند که قـارچ 

باشـند  هاي تریکودرما نیز از ایـن امـر مسـتثنی نمـی    ها، خصوصا گونه
سـازي شـد   هـا جدا هایی که تریکودرمـا از آن در خاكpHمقدار ). 20(

ها جداسازي نشـد  هایی که تریکودرما از آني تعدادي از خاكعلاوهبه
7، )آباد انـار آباد رفسنجان، زرند، خیرآباد، صدرآباد و طالبعلی(از قبیل 

-در حـالی . بازي استpHي دهنده، نشانبود، که این محدوده3/8تا 
رش کردنـد  گـزا ) 12(و کامپوز و همکاران ) 40(که، اکوت و همکاران 
اکرمی و همکـاران  . تر استهاي اسیدي فراوانکه تریکودرما در خاك

دو فاکتور کلیدي براي رشد، اسپورزایی pHاشاره داشتند که دما و ) 1(
از . هاي فـرار و غیرفـرار هسـتند   و توانایی ساپروفیتی و تولید متابولیت

هـاي تریکودرمـا در   طرف دیگر، نشـان داده شـده اسـت کـه اسـترین     
اسـیدي تنـوع و   pHفعـال هسـتند، امـا در    pHي وسیعی از محدوده

چنـین دمـاي بهینـه بـراي رشـد در میـان       هم. گسترش بیشتري دارند
هــا اگرچــه بیشــتر اســترین. هــاي تریکودرمــا متفــاوت اســتاســترین

دهـد کـه   نتـایج پـژوهش حاضـر، نشـان مـی     ). 28(مزوفیلیک هستند 
دارد، امـا فراوانـی آن در   هـاي مختلـف وجـود   تریکودرما در زیسـتگاه 

نتایج تحقیق حاضر بـا نتـایج قربـاوي و    . هاي قلیایی کمتر استخاك
تـا  pH3/7(هـاي قلیـایی   ها از خاكآن. مطابقت دارد) 22(همکاران 

ي جغرافیایی مختلف در شمال رود نیل در مصر نیـز  در نه منطقه) 4/8
ــه  ــط دو گون ــامورف T. harzianumي فق را H. orientalisو آن

هـاي  هاي موجـود در خـاك  در واقع گونه. جداسازي و شناسایی کردند
هـاي  و گونـه بـالا متحمـل هسـتند   pHقلیـایی، احتمـالا نسـبت بـه     
هاي قلیایی، اعضاي بومی خاك محسوب تریکودرماي موجود در خاك

، هاي مورد آزمایش در این پـژوهش در خاكECمقدار ). 22(شوند می
ي ایـن دو  محـدوده . ی زیمنس بر متر متغیر بـود دس3/12تا 5/1بین 

ي استان کرمـان تقریبـا یکسـان اسـت،     هاي پستهباغفاکتور در خاك
یکسـان،  ECو pHها بـا داشـتن مقـادیر    ولی از تعداد زیادي از نمونه

.تریکودرما جداسازي نشد
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10        20        30        40        50 60        70        80
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Th43 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-AA
Th127 .............................................................................-..
Tv142 .............................................................................-..
Tb77 .............................................................................C..
Tl54 .............................................................................C..

90       100       110       120       130       140       150       160
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Th43 TGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTC--TGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA--CCAAGGCGCCCGC
Th127 .....................................--..........................--.............
Tv142 .....................................--..........................--.............
Tb77 ..................................T..--.........C................--.............
Tl54 ...............T..................TCTCT.........C................TC...T.........

170       180       190       200       210       220       230       240
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Th43 CGGAGGACCAACC-AAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCGGGTTT---------------TTTTTTATAATCTGAGC-C
Th127 .............T.........A......................---------------.....-...........-.
Tv142 .............-.........A......................---------------...---.CT........-.
Tb77 ...........TTT.C..ACTC.........T...A......A..C------------------....C.T.......-T
Tl54 ............TC-C..ACTC....T.-CT.T..G......C.CCCGTCGCGGCTCTGTT..A...T.GC.......CT

250       260       270       280 290       300       310       320
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Th43 TTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
Th127 ................................................................................
Tv142 A..........C.....G..............................................................
Tb77 ..........TC..A.CGA.............................................................
Tl54 .........A.C..A.CG.....C........................................................

330       340       350       360       370       380       390       400
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Th43 AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
Th127 ................................................................................
Tv142 ................................................................................
Tb77 ................................................................................
Tl54 ................................................................................

410       420       430       440       450       460       470       480
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Th43 AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCC
Th127 ................................................................................
Tv142 ................................................................................
Tb77 ..............................................................................A.
Tl54 ................................................................................

490       500       510       520 530       540       550       560
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Th43 TGCCTCTGGCGG-TGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGC
Th127 .C...-.A....G...................................................................
Tv142 .-----.TA...--.....G.C..........................................................
Tb77 .-----.AC.T.----...G.C..........................................................
Tl54 C-----.CA.C.G--....C.C..........................................................

570       580       590       600       610       620       630       640
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Th43 ATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTCAACACCC--AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG
Th127 .............................A.......--.........................................
Tv142 .............................A.......CA.........................................
Tb77 .C....................G.....AA....A..CA................T........................
Tl54 .C...............G..........AA.......CA.....A...................................

650       660
....|....|....|....|....|..
Th43 CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
Th127 ...........................
Tv142 ...........................
Tb77 ...........................
Tl54 ...........................

T. harzianum)Th43,Th127( ،T. virens)Tv142( ،T. brevicompactumهايگونهrDNA-ITSينقشه توالی ناحیهي مقایسه- 8شکل 
)Tb77 ( وT. longibrachiatum)Tl54(

Figure 8- Alignment of the complete nucleotide sequence of the internal transcribed spacer (ITS1 and ITS2) region of the
nuclear ribosomal RNA genes of Trichoderma harzianum (Th43,Th127), T. virens (Tv142), T. brevicompactum (Tb77) and
T. longibrachiatum (Tl54) isolates including the 5.8S subunit. The sequences are written 5' to 3'. Identical nucleotides are

indicated by dots. The ITS1 and ITS2 regions are marked with arrows

ITS1شروع 

ITS1انتهاي 

ITS2شروع 

ITS2انتهاي 
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pHتوان چنین استنباط کرد که، دست آمده میبا توجه به نتایج به

ي حضـور، تـراکم، طـول عمـر،     خاك فاکتورهایی هستند که روECو 
-اما فاکتورهاي تعیـین . گذارندتکثیر و تنوع این جنس قارچی تاثیر می

کننده نیستند، چرا کـه آنـالیز رگرسـیونی نیـز نشـان داد کـه، ارتبـاط        
هـا بـا فراوانـی    این خـاك ECو pHداري میان مقدار مستقیم و معنی

. (R2=0.25, Pr=0.74, 0.26>0.05)جمعیت تریکودرما وجود نـدارد  
الزاما فاکتورهاي دیگري از قبیل رطوبت خاك، دماي خاك، سـاختار و  

-بافت خاك، مقدار مواد آلی موجود در خاك، نوع گیاه، نوع گونه و هم
هاي دیگـر در خـاك روي سـازگاري یـک     چنین وجود میکروارگانیسم

در واقع خـاك محـیط کمپلکسـی    . گذارندگونه در یک منطقه تأثیر می
توانـد روي تعـداد و   مـی واکنش متقابل چندین فاکتور در آن،است که 

.T). 11(هـاي خـاك تـأثیر بگـذارد     تنـوع و فعالیـت میکروارگانیسـم   

harzianum هــا، درصــد فراوانــی از کــل جمعیــت جدایــه36/74بــا
ي اسـتان کرمـان   هـاي پسـته  ي شناسایی شده از باغترین گونهفراوان

نیـز نشـان داد کـه    ) 46(همکـاران  نتایج تحقیقات ظفـري و . باشدمی
. ي تریکودرما در ایـران اسـت  ترین گونهفراوانT. harzianumگونه 

تـرین  عنـوان فـراوان  را بهT. harzianumنیز ) 38(نعیمی و همکاران 
. ي جدا شده از خاك مزارع برنج استان مازندران معرفـی کردنـد  گونه

T. harzianumباشـد  ا در دنیا هـم مـی  ي تریکودرمترین گونهفراوان
)42 .(T. harzianumي اي با گسترش وسیع در نـواحی معتدلـه  گونه

نیـگ و  کـول ). 48(شمالی از قبیل آمریکاي شمالی، اروپا و آسیا است 
ي تـرین گونـه  عنـوان فـراوان  را به.harzianumTنیز )32(همکاران 

کوبیچـک و  . جدا شـده از خـاك منـاطق سردسـیري معرفـی کردنـد      
شرق آسـیا،  هاي جنوبجدایه حاصل از خاك96نیز از ) 29(کاران هم

-شناسـایی کردنـد و آن را بـه   T. harzianumعنـوان  جدایه را به78
نیـز  ) 23(کارواجال و همکـاران  . ترین گونه معرفی کردندعنوان فراوان

هـاي مـزارع کاکـائو،    ي غالب موجود در خاكاین گونه را دومین گونه
در تعـدادي از کشـورهاي گرمسـیري نظیـر مکزیـک،      قهوه و کائوچو

توزیـع و گسـترش   . پاناما، اکوادر، پرو، برزیل و کلمبیـا معرفـی کردنـد   
جهانی و تنوع تریکودرما در چندین مطالعه بررسی و به اثبـات رسـیده   

ي گزارش شده در ایـن  ترین گونهمتداولT. harzianum). 31(است 
هـاي اکولـوژیکی مختلـف    موقعیتها وباشد و در اکوسیستمجنس می

هاي این گونه بیشترین تنـوع را از نظـر مشخصـات    جدایه. حضور دارد
با توجه به اهمیت جنس تریکودرما در . ظاهر پرگنه از خود نشان دادند

هـاي موجـود در   کنترل بیولوژیکی بیمارگرهاي گیاهی، شناسایی گونه
ایـن نکتـه بـراي    . باشدي غالب حائز اهمیت میمنطقه و معرفی گونه

هاي بیوکنترل در مزرعه، خصوص کاربرد نژادانجام تحقیقات بعدي، به
.بسیار مهم خواهد بود

سپاسگزاري
رفسـنجان  )عج(عصروسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه ولیبدین

هاي اجراي این پژوهش از محـل  به جهت تامین مالی بخشی از هزینه
نویسندگان از آقایان محمد گرجـی .دگردتشکر و قدردانی میپژوهانه

جهـاد کشـاورزي نـوق و    (، حسـین کهنـوجی  )جهـاد کشـاورزي انـار   (
و حسـن  ) موسسه تحقیقات پسـته کشـور  (، حیدر معصومی)کبوترخان

آوري زاده به خاطر همکـاري و کمـک در جمـع   نژاد و امید نبیسعیدي
.نمایندهاي خاك تشکر و قدردانی مینمونه
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