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  چکيده
  

 و خاک يهانمونه .شد انجام مازندران مختلف استان در مناطق برنج مزارع از يبردارنمونه
 طيمح از استفاده باTrichoderma ي هاهيجدا و  گرديدمنتقل شگاهيآزما به برنج ييهوا ياندامها
 وسازي خالص اسپور تک روش به هيجدا ٢٠٢ .شدند يجداساز از آنها RBSF يانتخاب کشت
DNA  مذکور يهاهيجدا ييشناسا يبرا. شد استخراج تيک از استفاده با آنهاژنومي،   
 يکيمورفولوژ صفات. دگرفتن قرار يبررس مورد  آنهايملکول صفات زين و يکيمورفولوژ صفات

   و شدند داده مطابقت معتبرشناسايي  يدهايکل استفاده از با Trichodermaي هاهيجدا
 و5.8S  ژن ،ITS1 شامل rDNA ازITS  منطقهي، ملکول يها مشخصه هيپا بر ييشناسا منظور به

ITS2 يبا استفاده از آغازگرها ITS1 و ITS4 يتوال با داشتن .شد ريتکث ITS، ها  هيجدا  
ة گون شش به شده ييشناسا يهاهيجدا .شناسايي شدند TrichOKEY 2 برنامه از استفاده با

Trichoderma harzianum، T. virens،T. atroviride ، T. hamatum، T. 

brevicompactum و T. asperellum يها هيجدا درصد ٩٠ از شي ب.دارند تعلق 
Trichoderma يها گونه به T. harzianum و T. virens اين دو گونه نيبنابرا .تعلق دارند 

 يها گونه نيترفراوان حائز اهميت هستند، ياهيگ يها بيماري کيولوژيب کنترلنظر  از که
Trichoderma باشند  ميبرنج مزارع در. T. harzianumييهوا يهااندامخاك و  غالب  گونه 

 يهاهيجدا از چکداميه .برد  ميسر به زاريشال خاک در شتريب T. virens و گونه دهبو برنج اهيگ
 جزه ب، T. atroviride يهاهيجدا نيهمچن .نشدند جدا ييهوا يهااندام ازها  گونه هيبق به مربوط

  .شدند جدا مازندران شرق مزارع از يهمگ ،هيجدا کي
  

  ،ITS ،Trichoderma harzianum فراواني، پراكنش، توالي :هاي کليدي واژه
                                  T. virens، شاليزار.  

  
  مقدمه

هاي همه جازي است   شامل قارچتريكودرما ١جنس
هاي در حال تجزيه به  که در خاک، مواد آلي و چوب

                                                                              
 ي قارچيهاه تاکسوني کلياز ابتدا» شبه« سهولت در نوشتن، واژه يبرا. ١

  .حذف شده است

هاي اين جنس، در مناطق  گونه. شوند فراواني يافت مي
وفلور خاک به جغرافيايي مختلف، اعضاي غالب ميکر

ها  اين قارچ. (Kubicek et al., 2003)روند  شمار مي
. اي در تجزيه مواد آلي و سنتزي دارند العادهتوانايي فوق

ها و  هاي صنعتي آنزيم بعضي از آنها توليدکننده
ها و برخي بعنوان عوامل کنترل بيولوژيکي  بيوتيک آنتي
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 & Druzhinina) روند کار مي ي گياهي بهها بيماري

Kubicek, 2005) .ها، همچنين بعضي از استرين 
زاي گياهان هستند و باعث هاي غيربيماري همزيست

شوند  القاي مقاومت گياه به بيمارگرهاي مختلف مي
(Harman et al., 2004). از طرف ديگر، برخي از 

ها در قارچ خوراکي، بيماري مهم کپک سبز را  استرين
 اخيراً .(Ospina-Giraldo et al., 1999) کنند ايجاد مي

هاي آن به عنوان بيمارگر فرصت طلب در  بعضي از گونه
 Kredics et) اند پستانداراني نظير انسان شناخته شده

al., 2003) .هايي از جنس   تلئومورفتريكودرماهاي  گونه
ها، فرم  اما بعضي از گونه. دارند Hypocreaآسکوميستي 

يابند   تکثير ميصورت غير جنسي جنسي نداشته و به
(Samuels, 2006).  

 سال پيش، اولين بار ۲۰۰ بيش از تريكودرماجنس 
اما تاکسونومي و شناسايي . توسط پرسون معرفي شد

هاي اين جنس تا همين چند سال اخير مبهم،  گونه
اولين . (Bissett et al., 2003) پيچيده و مشکل بود

 کوشش جدي براي ارائه يک مونوگراف از اين جنس
 تريكودرمااو جنس .  صورت گرفتRifai (1969) توسط

تقسيم کرد و خاطر نشان کرد که  ١اي را به نُه گروه گونه
آنچه او به عنوان گونه معرفي کرده، اغلب تركيبي از دو 
يا چند گونه بيولوژيکي بوده که از نظر مورفولوژيکي 

هاي اين قضيه با آناليز توالي. غيرقابل تفکيک هستند
DNAپس از آن، جامع ترين . عداً به اثبات رسيد ب

 ,Bissett (1984, 1991a-c مطالعات مورفولوژيکي توسط

 ميلادي انجام ۹۰ و اوايل دهه ۸۰ در اواسط دهه (1992
 را مورد بازبيني قرار Rifai (1969)بيسِت، سيستم . شد

، Longibrachiatumهاي  به نام ٢داده و پنج بخش
Pachybasium ،Trichoderma ،Saturnisporum و 

Hypocreanum معرفي نمودتريكودرما براي جنس  .
هاي  هاي وي نشان داد که تعيين حدود گونه بررسي

بيولوژيکي بر اساس معيارهاي مورفولوژيکي بسيار 
  . مشکل است

 روي انسان و تريكودرما هايتاثيرات مهم قارچ
 هاي آن را طبيعت، شناسايي دقيق و بدون ابهام استرين

                                                                              
1. Species aggregate  
2. Section 

اما . (Druzhinina & Kubicek, 2005) کند توجيه مي
هاي کلاسيک که   با روشتريكودرماهاي  شناسايي گونه

دليل ه کند، ب از معيارهاي مورفولوژيک استفاده مي
شباهت صفات مورفولوژيک، کار را حتي براي 

 ,.Druzhinina et al) متخصصين دشوار ساخته است

2006). Gams & Bissett (1998)يان کردند که صفات  ب
هاي  مورد استفاده براي تشخيص و شناسايي ساير جنس

 مفيد تريكودرماهاي هيفوميست، معمولاً براي تمايز گونه
 هايزيرا طيف تنوع صفات مورفولوژيکي در قارچ. نيست

 باريک بوده و همچنين لغات و عبارات بکار تريكودرما
د کافي رفته براي توصيف تنوع در رنگ يا شکل، به ح

 .ها، دقيق نيست هاي بين گونه براي تعيين تفاوت
Bissett et al. (2003)که تفکيک دقيق و ند اذعان داشت 

 از هم، تنها از طريق تلفيق تريكودرماهاي  درست گونه
هاي مورفولوژيکي، مولکولي و چرخه زندگي  بررسي

 Samuels (2006) .پذير است امکان) يعني هولومورف(
 مشکل تريكودرماهاي   شناسايي گونهمعتقد است که

دليل فقدان اصول درست شناسايي، ه است و متاسفانه ب
ها در منابع علمي  هايي که توسط تاکسونوميست استرين

اند، ممکن است به اشتباه شناسايي شده  گزارش شده
هاي توان گفت شناسايي حدود نيمي از گونه مي. باشند

ورفولوژيک انجام  که فقط بر اساس صفات متريكودرما
 ,Druzhinina & Kubicek)! گرفته، اشتباه بوده است

2005) .Samuels (2006)کند که براي   اضافه مي
، خويشاوندان آن، تريكودرماسئوالات بنيادي نظير هويت 

هاي  توان با روش هاي آن، نمي حد و مرزها و تعداد گونه
با اي پيدا کرد و تنها  هاي قانع کننده کلاسيک، جواب

 اين سئوالات پاسخ داده خواهند DNAهاي  داشتن توالي
  .شد

ق و درست ي دقيي، شناساي مولکوليتوسعه ابزارها
هاي فيلوژنتيکي را  ترسيم شجرهو  هاي قارچي نياستر

با ظهور . (Samuels, 2006) ممکن ساخته است
اي از اواسط دهه  هاي مولکولي، تحقيقات گسترده روش

 هايگونهبي مجدد تاکسونومي  ميلادي براي ارزيا٩٠
براي حل مشکلات مربوط به .  شروع شدتريكودرما

 .Druzhinina et al ،تريكودرماهاي  شناسايي جدايه
 را براي شناسايي دقيق DNA يک سيستم بارکُد (2005)

هاي   بر اساس تواليتريكودرماهاي  و سريع جدايه
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 از ژن ITS2  وITS1نوکلئوتيدي مشخص در منطقه 
rDNA روش در قالب برنامه اين. کردند ابداع 

TrichOKEY 2.0 وب سايت مربوط به زير کميته  در
از ) Hypocrea )ISTH و Trichoderma تاکسونومي
 .عرضه شده است ها  قارچالمللي تاکسونوميکميته بين

(http://www.isth.info/tools/molkey/index.php).  
TrichOKEY ايه کتابخانه جامعي از توالي 

 و ITS1از مناطق  ١اُليگونوکلئوتيدي مخصوص گونه
ITS2اعتقاد دارند که اين بارکُد  آنها. باشد  را دارا مي

هاي  محققان را قادر خواهد ساخت تا با اطمينان استرين
بنابراين . صورت آنلاين شناسايي کنند  را بهتريكودرما

. ي سنتي بکار گرفته شودها روشبايد به عنوان مکمل 
 اضافه کردند که با وجود اين برنامه و امکان آنها

 اکنون تريكودرماهاي شناسائي گونه مولکولي، هاي روش
وضعيتي که براي . اي برخوردار شده است از جايگاه ويژه

  .هاي قارچي هنوز محقق نشده است اکثر جنس
هاي مورفولوژيکي و مولکولي، با استفاده از روش

از ) ورف و تلئومورفشامل آنام( تاکسون ۱۰۴تاکنون 
تريكودرما  هاي  و گونه معرفي شده استها اين قارچ

با کاوش مناطق جغرافيايي . اکنون در فاز کشف قرار دارد
جنس هاي جديدي از  هاي جديد، گونه و زيستگاه
 ,Samuels) در آينده کشف خواهند شدتريكودرما

 اين حقيقت که حداقل دو و به طور با توجه به. (2006
 به تريكودرما ازتوالي ژني براي هر گونه  چندين متوسط

هاي قارچي جاي   در جمعِ معدود جنسثبت رسيده،
 اند گرفته که مورد مطالعه فراگير و چند جانبه قرار گرفته

(Druzhinina & Kubicek, 2005) . لازم به ذکر است که
كه توليدکننده  T. reeseiتعيين توالي کامل ژنوم 

 باشد، انجام شده لولاز ميهاي س صنعتي آنزيم
(Martinez et al., 2008)و تعيين توالي کامل ژنوم   

T. atroviride  نيز به تازگي به اتمام رسيده است
(http://gebine,ugu-psf.org). 

 سيزده گونه Zafari et al. (2002, 2004) در ايران،
هاي خاک سراسر کشور   را که از نمونهتريكودرما جنساز 

 .Nazmi Roudsari et al .ودند، معرفي کردندجدا شده ب
 سيزده گونه از اين جنس را شناسايي کردند که (2007)

                                                                              
1. Species-specific 

ها  اين گونه. هفت گونه آن قبلاً از ايران گزارش شده بود
از خاک، چوب و مواد گياهي در سواحل جنوبي درياي 

  Craus et al. (2004) همچنين. خزر بدست آمدند
T. brevicompactum عنوان يک گونه جديد در را به 

هاي مورد بررسي،  دنيا معرفي کردند که در ليست جدايه
  . سه جدايه از ايران وجود داشت

استان مازندران با بيشترين سطح زير کشت برنج، 
هاي اصلي توليد اين محصول در کشور به  يکي از قطب

 كاهش مهماز عوامل قارچي  يها بيماري. رود شمار مي
باشند كه متاسفانه   شمال کشور ميدر برنج عملکرد

هاي شيميايي براي كنترل آنها  مقادير زيادي از قارچكش
 هاي اثرات سوء مصرف آفتکش.شود استفاده مي

شيميايي روي محيط زيست و سلامتي انسان، دام و 
ساير موجودات و همچنين ايجاد مقاومت در بيمارگرها، 

ر خطر د بييهاتوجهات جهاني را به سمت روش
 ,Lewis & Papavizas) کشاورزي معطوف داشته است

 آنتاگونيست به منظور يهااستفاده از قارچ. (1991
 گياهي، همسو با اهداف گرهايکنترل بيولوژيکي بيمار

 مؤثر و جايگزينتواند يک  کشاورزي پايدار بوده و مي
 .(Monte, 2001)  باشدمبارزه شيمياييبراي اميدبخش 

 و مؤثرترين جنس قارچي رترين مشهوتريكودرما جنس
در زمينه کنترل بيولوژيکي بيمارگرهاي گياهي است که 

هاي آن به مرحله توليد  خوشبختانه بعضي از استرين
تجاري رسيده و در سراسر دنيا مورد استفاده قرار 

هدف از انجام . (Harman & Kubicek, 1998) گيرند مي
 هاي گونههاي بومي  اين تحقيق، شناسايي استرين

  موجود در اکوسيستم منحصر بفرد شاليزار وتريكودرما
ارزيابي فراواني و پراكنش آنها در مزارع برنج استان 

تواند  نتايج حاصل از اين بررسي مي. باشد مازندران مي
 ارزيابيراه را براي تحقيقات آتي بخصوص در زمينه 

 کنترل درتريكودرما بومي  هاي جدايه پتانسيل
  .باز نمايد  از جمله سوختگي غلافبرنج همم يها بيماري
  

  هامواد و روش
 برداري نمونه

در مناطق واقع  برنج رعه مز٤٥برداري از  نمونه
در اسفند  .دمختلف جغرافيايي استان مازندران انجام ش

با استفاده از  ،١٣٨٥ و فروردين ماه سال ١٣٨٤ماه سال 
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 متري خاك سانتي۱۵از عمق ) اُگر(مته خاکشناسي 
 هاي اندام از هايي نمونههمچنين .  گرديدبرداري نمونه
ارقام  از پانيکول و ساقه برگ، شامل برنج هوايي

هاي خاک داخل  نمونه. شدند آوري پرمحصول جمع
و ) C۲۵ ‐۲۰°(هاي پلاستيکي و در دماي اتاق  کيسه
 هاي هوايي برنج تا زمان استفاده در دماي حدود اندام

°C۴ نگهداري شدند .  
  سازي قارچجدا

  و با١به روش ظرف رقت تريكودرماهاي  جدايه
 هاي گونه براي انتخابي استفاده از محيط کشت

 ,Davet & Rouxel)مک فادن و ساتِن   نام بهتريكودرما

براي تهيه اين محيط، يک گرم . شدند جداسازي (2000
KH2 PO4 ، گرم ٥/٠ MgSO4 پنج گرم پپتون، ده گرم ،

گرم سولفات  ميلي٣٠رز بنگال، گرم  ميلي١٧گلوکز، 
 گرم آگار در يک ليتر آب حل شده ٢٠استرپتومايسين و 
ليتر   ميلي٢/٠کردن در اتوکلاو، ون و پس از ستر

ده گرم از خاک مزرعه برنج . فرمالدهيد به آن اضافه شد
ليتر آب مقطر   ميلي۹۰به ) معادل خشک شده در آون(

 شد و به مدت  درون يک شيشه ارلن ماير اضافهسترون
سپس ده .  دقيقه روي شيکر قرار داده شد۲۰‐۳۰

ليتر آب   ميلي۹۰ليتر از سوسپانسيون حاصل، به  ميلي
 اضافه گرديد و به مدت يک دقيقه روي سترونمقطر 
اين عمل تا کسب رقت مناسب . هم زده شده شيکر ب

ليتر از رقت مطلوب، با استفاده از  يك ميلي. تکرار شد
 شکل روي سطح محيط کشت انتخابي L اي ميله شيشه

براي هر . (Dhingra & Sinclair, 1995) گرديدپخش 
براي جداسازي قارچ از . رقت سه تکرار در نظر گرفته شد

هاي هوايي، قطعات کوچکي از ساقه و برگ به ابعاد  اندام
مترمربع و نيز بذور برنج درون ظرف ارلن ماير  يك سانتي

ه شد و به مدت ده دقيقه  ريختسترونحاوي آب مقطر 
ليتر از سوسپانسيون  يك ميلي. روي شيکر قرار داده شد

. ايجاد شده روي سطح محيط کشت انتخابي پخش شد
. باشد بقيه مراحل مانند روش جداسازي از خاک مي

ظروف پتري به مدت چند روز در انکوباتور با دماي 
°C۲۵ هاي  جدايه .گرفتند و شرايط تاريکي قرار

 تک روش به انتخابي رما رشد يافته در محيطتريکود
                                                                              
1. Dilution plate 

هاي آزمايش  سپس آنها در لوله. خالص شدند اسپور،
  .  نگهداري شدندC۴° و در دماي PDAحاوي 

  تعيين جمعيت 
 هاي هاي تريکودرما در تشتك با شمارش پرگنه
هاي بدست آمده براي هر نمونه  پتري، جمعيت جدايه

 ٢ در هر گرم خاكساز  پرگنهصورت تعداد واحدهاي  به
  .محاسبه شد

   DNAاستخراج 
 محيط حاوي هاي پتري تشتك درها  قارچ هاي جدايه

 شده پوشيده سلوفان با آگار که‐دکستروز‐غذايي مخمر
 ميسليومي  روز، توده٢‐٣پس از . داده شدند کشت بود،
  DNAشد خرد خوبي به مايع نيتروژن در قارچ تازه

 GenElute Plant Genomicکيت از استفاده با ژنومي

DNA Miniprep Kit (Sigma, USA) و بر اساس 
 .گرديد استخراجپروتکل شرکت سازنده 

 ITS منطقه توالي تعيين و تکثير
 همهدر  اي  هستهrDNAبه  مربوطITS  ٣ ناحيه

با استفاده از  ITS2  و 5.8S ژن ، ITS1شاملها  جدايه
کثير ت )ITS4 )White et al., 1990و  ITS1 آغازگرهاي

 شامل پنج PCRمخلوط واکنش در هر لوله . شدند
، سه KCl حاوي Taq Buffer  (10X)ميکروليتر

 mM 2 ميکرومولmM MgCl2، ۲۰۰ 25مول  ميلي

dNTPs ،۲/۰۵/۲ از هر يك از آغازگرها،   ميکرومول 
 نانوگرم ۴۰‐ ۶۰ و Taq DNA polymeraseواحد آنزيم 

DNA۵۰لوله به حجم نهايي مخلوط واکنش در هر .  بود 
واکنش . (Hermosa et al., 2000) ميکروليتر رسيد

 T3 Thermocyclerاي پليمراز در دستگاهزنجيره

(Biometra, Germany)دو :  با شرايط زير انجام شد
 چرخه ۳۵ و C۹۴°در دماي  سازي اوليهدقيقه واسرشت

 C۷۲°و ) يك دقيقه (C ۵۰°،)يك دقيقه (C۹۴°صورت  به
. C۷۲°اقب آن پنج دقيقه در دماي و متع) يك دقيقه(

 ژل آگارز يک درصد مورد ارزيابي واکنش درمحصولات 
 کيت از استفاده باPCR  محصولات .قرار گرفتند

GenElute PCR Clean-up Kit (Sigma, USA) 
 ABI 3730 xl DNAدستگاه  با و شدند سازي خالص

sequencer (Applied Biosystems, USA)توالي  تعيين 

                                                                              
2. Colony forming unit (cfu)/g 
3. Internal transcribed spacer  
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  .شدند
 Clustal X 2.0افزار  هاي بدست آمده، با نرم توالي

سپس آنها در بانک ژن . سازي شدند مقايسه و مرتب
 ١ذخيره شدند و به ازاي هر توالي، يک شماره دستيابي

  .اخذ گرديد
  شناسايي

در اين تحقيق از دو روش شناسايي مورفولوژيکي و 
 به منظور شناسايي مورفولوژيکي،. مولکولي استفاده شد

درصد و نيز  مالت آگار دو محيط درتريکودرما هاي  جدايه
PDA هاي قارچ در محيط مالت آگار  کشت. شدند کشت

 و C٢٠°ابتدا به مدت دو روز درون انکوباتور با دماي 
 اتاق دماي شرايط درشرايط تاريکي قرار گرفتند و سپس 

) نور وارد شده به داخل آزمايشگاه(طبيعي  نور و
 براي هر جدايه سه تكرار در نظر گرفته .نگهداري شدند

گيري قطر پرگنه، چهار  ها با اندازه رشد خطي جدايه. شد
  روز پس از قرار گرفتن آنها در انکوباتور در دماي

°Cو در شرايط تاريکي در محيط کشت مالت آگار ٢٠±١   
 هاي گيري اندازه و مشاهدات منظور به.  درصد انجام شد٢

و نيز % ٢٥لاکتيک  اسيد درها  ونپرپاراسي ميکروسکوپي،
از ميکروسکپ . تهيه شدند محلول کاتن بلو لاکتوفنل

 ها استفاده براي بررسي آن) CH-2مدل (اُليمپوس نوري 

ها در حد گونه، شکل، اندازه و  براي شناسايي جدايه. شد
به كنيديوفور، فياليد، كنيديوم و  سايرمشخصات مربوط

و نيز مشخصات ) كدام عدد از هر ۵۰(کلاميدوسپور 
ها و ميزان رشد آنها پس از چهار مربوط به ظاهر پرگنه

کليدهاي  با مورفولوژيک مشخصات .روز ثبت شدند
 & Bissett (1984, 1991a-c, 1992)، Gams شناسايي

Bissett (1998) و توصيفات Samuels et al. (1999)و  
Kraus et al. (2004) شناسايي براي. شدند مقايسه 

اين . استفاده شد TrichOKEY 2کولي، از برنامه مل
صورت آنلاين، بر اساس بارکُد اليگونوکلئوتيدي  برنامه به

، عمل شناسايي را در حد گونه و با درجه ITSناحيه 
علاوه بر اين، برنامه مذكور . دهد اطمينان بالا انجام مي

 مربوطه را ٢اطلاعات ديگري نظير تعيين بخش و كلاد
                                                                              
1. Accession number 
2. Clade  

 ITSبراي شناسايي، توالي نواحي . كند مينيز ارائه 
در اين برنامه  textبدست آمده براي هر جدايه با فرمت 

  . قرار گرفت
 

  نتايج و بحث
  ITSناحيه  هاي  توالي

  ها نشان داد که در مورد دو گونهمقايسه توالي
T. atroviride  وT. hamatum  آنها کاملاً شبيه هم بودند

از  T. virensهاي جدايه.  نشدو هيچ تفاوتي بينشان ديده
هاي متعلق به در دو گروه قرار گرفتند اما جدايه اين نظر

فردي داشته و ه  وضعيت منحصر بT. harzianum گونه 
به دليل کثرت تعداد . تنوع زيادي از خود نشان دادند

هاي يکسان، فقط يکي ، از هر گروه تواليITSهاي توالي
ه دستيابي مربوطه اخذ در بانک ژن ذخيره شد و شمار

  ). EU821780-EU821801(گرديد 
  هاشناسايي گونه
 از صفات مورفولوژيکي و مولکولي در با استفاده

  ، T. asperellum ،T. atrovirideنهايت شش گونة 
T. brevicompactum ،T. hamatum  ،T. harzianum  و

T. virens  شناسايي شدندبه شرح زير  .  
Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & 
Nirenberg 

 Trichodermaمتعلق به بخش T. asperellum گونه 
پرگنه  .باشد  ميHamatum يا A  Pachybasiumو کلاد 

). cm۵/۷(قارچ پس از چهار روز رشد سريعي نشان داد 
هايي به رنگ سبز که در  صورت جوش زايي به كنيديوم

. شود اند، انجام مي سطح محيط کشت پراکنده
صورت اوليه و ثانويه منشعب شده که در  كنيديوفورها به

هاي  ها در دسته فياليد. آيند مجموع به شکل هرم در مي
فياليدها . آيند صورت فراهم بوجود مي  تايي و به۲‐۳

 بوده و گاهي در انتها خميده ٣اي تا آمپولي شکل استوانه
متر  ميکرو۲/۶‐۵/۱۰ × ۳/۲‐۱/۳اندازه فياليدها . هستند

ها به اشکال کروي تا تخم مرغي بوده  كنيديوم. باشد مي
 ميکرومتر ۳‐۴ × ۲‐۱/۳ ابعاد آنها ،و سبز رنگ هستند

صورت انتهايي و  کلاميدوسپورها به فراواني و به. است
باشند  مياني تشکيل شده و به اشکال کروي تا گلابي مي

 ). ۱شکل (
                                                                              
3. Ampuliform  
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Trichoderma atroviride Karst  
 و کلاد Trichoderma از بخش T. atroviride  گونه

Virideتلئومورف آن گونه . باشد  ميH. atroviridis 
). cm۵/۸‐۶ ( الرشد است ها قارچ سريع پرگنه. است

زايي در سطح محيط پراکنده بوده و به مرور  كنيديوم
. يابد صورت دانه دانه در محيط ظهور مي زمان به

پرگنه به رنگ هاي توليد كنيديوم با افزايش سن  محل
پشت پرگنه سفيد تا به رنگ . کنند سبز تيره تغيير مي

. رسد ها به مشام مي رايحه نارگيل از پرگنه. زرد است
انشعابات اوليه . كنيديوفورها معمولاً باريک و خميده اند

كنيديوفورها با فواصل منظمي ايجاد شده و معمولاً 
 آنها .هاي سه تايي قرار دارند صورت جفت يا دسته به

ها  فياليد. غالباً کوتاه بوده و انشعابات ثانويه زيادي ندارند
 تايي، کم و ۲‐ ۴هاي فراهم  صورت دسته منفرد يا به

   بوده و اغلب خميده و به ابعاد١بيش تُنگي شکل
ها سبز  كنيديوم. باشند  ميکرو متر مي۸/۵‐۵/۱۲×۵/۲‐۳

 ۵/۲‐ ۴ × ۲/۲‐۵/۳تيره، صاف، تقريباً کروي و اندازه آنها 
                                                                              
1. Lageniform  

کلاميدوسپورها به فراواني تشکيل شده، . ميکرومتر است
انتهايي يا مياني و به اشکال کروي تا گلابي شکل 

  ).۲شکل (هستند 
Trichoderma brevicompactum Kraus, Kubicek 
& Gams  

   بخش در T. brevicompactumگونه 
Lone Lineages و کلاد Luteaپرگنه قارچ .  قرار دارد

  توليد  مناطق ). cm۷ (  دارد  سريعينسبتاً رشد
هايي که در دواير متحدالمرکز  صورت جوش  به  كنيديوم

 .شوند در سطح محيط مشاهده مي شوند، تشکيل مي
شوند که ابتدا  ها مجتمع مي كنيديوفورها در اين جوش

به رنگ سبز زيتوني و سپس به رنگ سبز تيره تغيير 
صورت فراهم منشعب  كنيديوفورها معمولاً به. يابند مي
وجود ه  تايي ب۲‐۵هاي  ها در دسته فياليد. شوند مي
آنها پهن و آمپولي شکل و گاهي کشيده بوده و . آيند مي

ها  كنيديوم.  ميکرومتر است۵/۵‐ ۱۴×۵/۲‐ ۵/۳اندازه آنها 
تقريباً کروي تا تخم مرغي يا بيضوي شکل بوده و صاف 

ابعاد آنها . هستند و به رنگ سبز روشن ديده مي شوند
  ).۳شکل (ميکرومتر است  ۲/۲‐۱/۳ × ۲‐۳

  

 
 

  

 

  

  
  T. asperellum گونهفياليد ها در  )Cاسپور و ) Bظاهر پرگنه، ) A ‐۱شکل 
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  T. atrovirideفياليدها در  )Cاسپور و ) Bظاهر پرگنه، ) A ‐ ٢شکل 

  
  

  
  
  
  
  
  

Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier 
 Aو کلاد Trichodermaبه بخش  T. hamatumگونه 

 Pachybasium يا Hamatumرشد پرگنه .  تعلق دارد
ها اغلب در  ريسه). cm۵/۶‐۴ (قارچ نسبتاً سريع است 

ميسليوم هوايي محدود بوده و . اند محيط کشت فرو رفته
 هاي جوش  در  زايي كنيديوم .  است کرکي و سفيد رنگ

  نزديک يا  متحدالمرکز  ر  دواي صورت  به  اغلب فشرده و

ها ابتدا سفيد رنگ  جوش. گيرد حاشيه پرگنه صورت مي
ها، به سطح جوش. شوند بوده ولي بعداً سبز رنگ مي

خاطر وجود نوک كنيديوفورهاي فراواني که عقيم، تُرد و 
  بدون  پرگنه .رسد  مي به نظر مخملي   خميده هستند،

 .بوي مشخص بوده و پشت آن سفيد رنگ است
  گيرند مي قرار هم  کنار  ها  كنيديوفورها اغلب در جوش

  
 

  

  

  

  
  

  T. brevicompactumفياليدها در  )Cاسپور و ) Bظاهر پرگنه، ) A ‐۳شکل 
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انتهاي . شوند و در فواصل منظم، مکرراً منشعب مي
كنيديوفور بطور مشخص به يک ضميمه عقيم، منشعب 

اين قسمت انتهايي، خميده . شود يا غير منشعب ختم مي
ها به اشکال  فياليد. بوده و موجي و يا قلابدار است

 بيضوي تا آمپولي يا گاهي کشيده بوده و اغلب در 
‐ ۳/۳ ابعادشان و  آيند  مي بوجود  تايي   ۳‐۶  دستجات

ها مستطيلي تا  كنيديوم. باشد  ميکرومتر مي۴‐۳/۸×۵/۲
شن بيضوي شکل بوده و به رنگ صاف و سبز رو

.  ميکرومتر است۸/۲‐۶/۴ × ۲/۲‐ ۳اندازه آنها . باشند مي
صورت  کلاميدوسپورها به فراواني تشکيل شده و به

 انتهايي و مياني و به اشکال کروي تا بيضوي هستند
  ).۴شکل (

  

    

    
  T. hamatumگونه فياليدها در  )D و Cاسپور و ) Bظاهر پرگنه، ) A ‐۴شکل 

  
Trichoderma harzianum Rifai 

و كلاد  Pachybasium به بخش T. harzianum گونه
Harzianumتلئومورف آن گونه .  تعلق داردHypocrea 

lixiiهاي اين قارچ رشد سريعي  پرگنه جدايه. باشد  مي
که اغلب بعد از چهار روز تمام سطح  به طوري. دارند

اما . کنند متري را اشغال مي تشتك پتري نُه سانتي
متر   سانتي۵/۷‐ ۹هاي اين گونه  ر جدايهميانگين قط

هاي هوايي، کرکي، سفيد تا مايل به  ريسه. است
توليد كنيديوم به فراواني و . باشند خاکستري مي

گيرد و  صورت پراکنده در سطح محيط انجام مي به
. ها، پرگنه ظاهر پودري دارد دليل تراکم توليد كنيديوم به

آيند که با  ميها بوجود  ها در جوش گاهي كنيديوم
در بعضي از . شوند هاي سفيد احاطه مي ميسليوم

زايي بيشتر در دواير متحدالمرکز  ها، كنيديوم جدايه
 سبز رنگ  مناطق توليد كنيديوم ابتدا به .گيرد صورت مي

. شوند رنگ سبز تيره تبديل مي روشن بوده و سپس به
بوي خاصي . رنگ زرد تيره است پشت پرگنه سفيد تا به

ها بوي  اما بعضي از جدايه. شود پرگنه استشمام نمياز 

طور منظم و فراهم  كنيديوفورها نسبتاً به. دهند خاک مي
ها  فياليد. کنند بوده و ساختار يک هرم را ايجاد مي

 ۳‐۴صورت  آمپولي شکل تا تُنگي شکل بوده و معمولاً به
  اندازه فياليدها. صورت جفت هستند تايي و يا به

البته طول . باشد  ميکرومتر مي۶/۳‐۸×۴/۲‐۶/۳
. رسد  ميکرومتر هم مي۱۰فياليدهاي انتهايي تا بيش از 

ها کوچک بوده و به اشكال کروي تا تخم مرغي  كنيديوم
رنگ سبز  اي صاف و بي رنگ تا به هستند كه ديواره

 ميکرومتر ۳/۲‐۴/۳×۲‐۵/۲اندازه آنها . روشن دارند
ايي و مياني تشکيل صورت انته ها به کلاميدوسپور. است
اشكال کروي تا گلابي و يا بيضوي ديده   آنها به . شوند مي
  ).۵شکل (شوند  مي

Trichoderma virens (Miller, Giddens & Foster) 
von Arx. 

و  Pachybasium متعلق به بخش T. virens گونه 
. است H. virens بوده و تلئومورف آن گونه Virensکلاد 

هاي  ريسه). cm ۹‐۷(ريعي دارد قارچ رشد س پرگنه 
زايي به طور  كنيديوم. هوايي کرکي و سفيد هستند
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هاي مسطح در حاشيه و  پراکنده در سطح و يا در جوش
. گيرد هاي متحدالمرکز صورت مي صورت حلقه يا به 
در  هاي سبز روشن به سرعت برنگ سبز تيره قسمت

  پشت پرگنه سفيد يا به رنگ زرد کهربايي. آيند مي
  متصاعد ها  پرگنه از  مشخصي  بوي  . است زرد تيره  تا

زايي پراکنده،  كنيديوفورها در مناطق كنيديوم. شود نمي
 هاي هوايي تمايزهاي جانبي از ميسليوم صورت شاخه به

هاي  ابتداي كنيديوفور تا نيمه. شوند نيافته، منشعب مي
 آن اغلب عقيم و غيرمنشعب است؛ اما به طرف انتها

  ورت غيرمنظم منشعب شده و هر انشعاب كنيديوفورص به
  

 

      

      

   
  اسپورها) Hها  فياليد) T. harzianum Gهاي  تنوع اشکال پرگنه مربوط به جدايه)  A-F‐۵شکل 

  

  

      

                      
  اسپورها) Fا ه فياليد) T. virens D-E هاي جدايه تنوع اشکال پرگنه مربوط به) A-C ‐٦شکل 
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 تايي فياليدهاي چسبيده به هم و ۳‐ ۶هاي  به دسته
كنيديوفورهاي متمايز از ريسه . شود ختم مي فشرده

اي از صورت نامنظم منشعب شده که اغلب به دسته به
فياليدهاي انتهايي چسبيده به هم که از يک نقطه بوجود 

 تا آمپولي ها تُنگي شکل فياليد. شوند اند، ختم ميآمده
 ميکرومتر ۵/۴ ‐۵/۱۲×۷/۲‐۵/۵شکل بوده و اندازه آنها 

زايي پراکنده  فياليدهايي که در مناطق كنيديوم. است
شوند، تُنگي شکل تا درفشي بوده و ابعاد آنها  تشکيل مي

ها  كنيديوم. باشد  ميکرومتر مي۵/۴‐۵/۲۱×۵/۲‐۲/۳
  بيضوي تا تخم مرغي و سبز تيره بوده و اندازه آنها

هاي اين  كنيديوم. باشد  ميکرومتر مي۶/۳‐۱/۶×۷/۲‐۴
اما زير . گونه، زير ميکروسکوپ نوري صاف است

 دار هستندميکروسکوپ الکتروني به وضوح زگيل
(Bissett, 1991b) .هاي فياليدهاي مجاور اغلب كنيديوم

. دهند اي را تشکيل ميهاي بزرگ چسبنده توده
ورت انتهايي يا مياني و ص کلاميدوسپورها به فراواني و به

  ).۶شکل (شوند  به اشکال کروي تا بيضوي تشکيل مي
T. asperellum، T. atroviride، T. hamatumو   

T. brevicompactum براي اولين بار از استان مازندران 
  .شوند گزارش مي

  فراواني و پراكنش
استان طبق اطلاعات سازمان هواشناسي كشور، 

 بارش و توپوگرافي ،يات دمامازندران بر اساس خصوص
منطقه به دو نوع آب و هواي معتدل خزري و كوهستاني 

نوع اول كه مزارع برنج در آن قرار  اقليم .شود ميتقسيم 
البرز را  هاي شمالي  تا كوهپايهاي جلگهدارند، مناطق 

در اين نواحي به دليل كمي فاصله . شود شامل مي
كه پيامد آن يابد  رطوبت تجمع مي كوهستان و دريا

 در .باشد  ميدماي معتدل هاي قابل ملاحظه و بارش
شود كه به  بررسي پارامتر درجه حرارت نيز مشاهده مي

و زياد بودن تعداد روزهاي  دليل رطوبت نسبي بالا
محدود  پوشيده از ابر، دماي هوا معتدل و دامنه دمايي

هاي گرم و  باشد كه اين وضعيت منجر به تابستان مي
هاي اتفاقي  معتدل با يخبندان هاي و زمستانمرطوب 

از غرب به بارش و درجه حرارت وزيع مكاني ت. ددگر مي
 همراه استو افزايش با كاهش به ترتيب شرق 

(http://ww.mazandaranmet.ir).  
   بجز دو مورد، از همه تريكودرما هاي قارچ

جمعيت . خاک شاليزار جداسازي شدهاي  نمونه
هاي شاليزاري استان   در خاکرماتريكودهاي  جدايه

  و ميانگين جمعيت، cfu/g ۱۰۳×۱‐۱۰۲×۵/۰ مازندران
cfu/g۱۰۲×۵/۴هاي زيادي  همچنين جدايه.  محاسبه شد

. هاي هوايي گياه برنج بدست آمد  از اندامها از اين قارچ
هاي  بنابراين مزارع برنج مازندران از نظر تعداد جدايه

 که دهنده اين است نشانتريكودرما بسيار غني بوده و 
خوبي با شرايط اکولوژيکي  ه مهم، بهاي اين جنسجدايه

هاي هوايي برنج سازگار گشته و با جمعيت  خاک و اندام
  . برند بالا بصورت بومي در آن جا به سر مي

 شاليزار و  از خاکتريكودرما جدايه ۲۰۲در مجموع، 
 جداسازيهاي هوايي برنج در استان مازندران  اندام

 ).۷شکل (تعلق دارند  گرديد که به شش گونه تريکودرما
Nagamani & Mew (1987) ،۱۳را از   گونه از اين قارچ
 استان فيليپين، جداسازي و ۲۳خاک مزارع برنجِ 

  .شناسايي کردند
T. harzianum هاي هوايي و  که از خاک، اندام

 جدايه، ۲۰۲ جدايه از ۱۱۶بقاياي گياهي جدا شد، با 
ترين گونه شناسايي شده از شاليزارهاي مازندران  فراوان

هاي  گونه از نظر تعداد جدايه همچنين اين. باشد مي
هاي هوايي برنج نيز در مقام اول قرار  بدست آمده از اندام

اين گونه از همه مناطق شاليکاري ).  جدايه۳۱(دارد 
 هم گزارش Zafari et al. (2002). استان جداسازي شد

ترين گونه تريکودرما در ايران   فراوانگونه کردند که اين
 طي Mostafa Kamal & Shahjahan (1995) .است

  ،T. harzianum هاي تحقيقي گزارش کردند که گونه
T. hamatum و T. koningii هاي مزارع برنج  در خاک

 را بعنوان T. harzianum آنها. بنگلادش غالب هستند
ها معرفي   انواع خاکهمه ترين گونه تريکودرما در فراوان
 جدايه Cumagun & Lubeck (2000) ،۴۲. کردند

تريکودرما را از مزارع برنج چهار استان فيليپين 
 شناسايي T. harzianum جدايه ۴۰ و جداسازي کردند

ترين  فراوان T. harzianum لازم به ذکر است که .شدند
. (Rifai, 1969) باشد  در دنيا هم ميتريكودرماگونه 
اين گونه بيشترين تنوع را از نظر مشخصات هاي  هجداي

هاي  و نيز از نظر توالي نوكلئوتيد) ۵شکل (ظاهر پرگنه 
 در بين شش گونه مورد مطالعه از خود نشان ITSنواحي 
   T. harzianum  آيا که  پرسش  اين   در پاسخ به. دادند
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  . بدست آمده از مزارع برنج مازندرانتريكودرماهاي قارچ نه فراواني نسبي گو‐٧ شکل
  .باشد هاي هوايي ميدست آمده از خاک و يا اندامه ب هايدهنده تعداد جدايهاعداد، نشان

  
 Chaverri et al. (2003) نماينده بيش از يک گونه است،

ساختار فيلوژنتيکي اين گونه را با استفاده از چهار ژن 
قرار دادند و به اين نتيجه رسيدند که گونه مورد مطالعه 
 ١يک گونه مركب T. harzianum جازي فراوان و همه

  .است
T. virens به مانند گونه قبلي، از خاک، اندام هاي 

 جدايه، ۶۳اين گونه با . هوايي و بقاياي گياهي جدا شد
سه جدايه از اين . از نظر فراواني در رده دوم قرار دارد

 هم از مزارع T. virens.  هاي هوايي جدا شدگونه از اندام
 ۱۱با  T. atroviride. برنج سراسر استان بدست آمد

جدايه، از نظر فراواني با اختلاف زياد در جايگاه سوم قرار 
نکته . هاي هوايي برنج جدا نشد اين گونه از اندام. دارد

جالب اين که، بجز يک جدايه که از غرب مازندران 
هاي  فقط از قسمتهاي اين گونه  جدايهبدست آمد، همه 

شرقي استان، که دماي هوا بالاتر و رطوبت کمتر است، 
 جداسازي T. hamatumسه جدايه از . جداسازي شدند

  شد و از هر كدام از دو گونه باقيمانده يعني
T. asperellum و T. brevicompactum  فقط يك جدايه

طي دهد كه شرايط محي اين نشان مي. بدست آمد
شاليزار براي استقرار و افزايش جمعيت سه گونه اخير 

  .مساعد نيست
                                                                              
1. Species complex 

  به دو گونهها  جدايه جمعيتاز درصد  ٩٢
T. harzianum و T. virens  بنابراين، اين. دنتعلق دار  

   گياهي، يها بيماري  بيولوژيکي دو گونه مهم در کنترل 
 تاناس برنج  مزارع  در  تريكودرما هاي گونه ترين  فراوان

گونه غالب  T. harzianum. روند  به شمار ميمازندران
  و ) جدايه٣٤ جدايه از ٣١(هاي هوايي برنج بوده  اندام

T. virens هاي هوايي  بيشتر از خاک جدا شد تا اندام
ها از  هاي مربوط به بقيه گونه کدام از جدايه  هيچ.برنج
  .)۷شکل ( هاي هوايي جدا نشدند اندام

 هاي تريكودرما در مزارع برنج هترين گون فراوان
به بخش  T. virens  و T. harzianumاستان، يعني 
Pachybasiumها به بخش  بقيه گونه.  تعلق دارند
Trichodermaبنابراين، اين نكته حائز .  متعلق هستند

هاي  اي مربوط به بخش  اهميت است كه هيچ جدايه
 طرف از .هاي مازندران بدست نيامد ديگر، از شاليزار

  هاي دو گونه ديگر، با توجه به جمعيت بالاي جدايه
T. harzianum  وT. virens  ِو نيز تعداد نسبتاً کم کل

توان گفت که تنها اين دو  هاي شناسايي شده، مي گونه
گونه توانستند با شرايط اکوسيستم گياه برنج در استان 

شود، سازگار  صورت غرقابي کشت مي مازندران که به
ين نکته براي انجام تحقيقات بعدي، بخصوص ا. شوند

هاي بيوکنترل در مزرعه، بسيار مهم  کاربرد استرين
  . خواهد بود
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  سپاسگزاري
  ويژه اين تحقيق با استفاده از اعتبارات 

به شماره طرح معاونت پژوهشي دانشگاه تهران 
  در  و در قالب رساله دکتري ۰۱/۱/۷۱۱۰۰۱۵

  ژيک موسسه آزمايشگاه تحقيقات کنترل بيولو
 .پزشکي کشور در آمل انجام گرديد تحقيقات گياه

 بخش  تحقيق در   مولکولي  بخش همچنين
   دانشگاه کيانفورمات و علوم دانشکده يولوژيکروبيم
بدينوسيله  .به انجام رسيد مجارستانکشور   دردگِسِ

  نگارندگان از کليه عواملي که در به ثمر رسيدن 
  ند تقدير به عمل ا اين تحقيق همکاري داشته

 .آورند مي
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