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  1چکیده
ش جمعیت و دلیل افزای هدر کشاورزي نوین ب. ترین محصولات غذایی است گندم یکی از با اهمیت:سابقه و هدف

کارگیري  محیطی و به خطر افتادن سلامتی انسان به هاي زیست  آلودگیمانندتأثیر منفی استفاده از کودهاي شیمیایی 
ها و  قارچ. رسدنظر می ه تولید کودهاي زیستی که چنین خطراتی را نداشته باشد ضروري بمانندهاي مناسب  روش

هاي  شده در کودهاي زیستی ریزجانداران مفیدي هستند که با سازوکاراستفاده  گیاه دهنده رشد هاي افزایش باکتري
هاي زنده و  مستقیم باعث افزایش رشد، عملکرد و مقاومت گیاهان در برابر تنش صورت مستقیم و غیر متفاوت به

دم شناسایی اند اما ع تري قرار گرفته هاي اخیر کودهاي زیستی مورد توجه بیش که در سال  با این.شوند زنده می غیر
عدم . دقیق ریزجانداران استفاده شده در تولید این نوع از کودها یکی از مشکلات کودهاي زیستی در ایران است

. ها باشد ها و باکتري شناسی و یا بیوشیمیایی در قارچ  هاي ریخت دلیل نقصان روش هشناسایی دقیق گونه ممکن است ب
یر این ثأچنین بررسی ت هاي قارچی و باکتري و هم یی مولکولی جدایه، شناساپژوهشبنابر این هدف از انجام این 

 . روي برخی از خصوصیات رشدي گیاه گندم بودآربوسکولار به تنهایی و در ترکیب با قارچ میکوریز ها جدایه
  

 سسه تحقیقات خاك و آّب، که تحت عنوانؤهاي قارچی و باکتریایی از م پس از تهیه جدایه :ها مواد و روش
  شناسی و  ها به روش ریخت اند، شناسایی دقیق هر یک از جدایه یزجانداران محرك رشد گیاهی شناخته شدهر

   ژنومی در قارچ میکوریز آربوسکولار به روش تک اسپور و در DNAاستخراج . یا مولکولی صورت پذیرفت
 در 16S rDNAحیه ژنی تکثیر نا.  انجام گرفتCTABهاي باکتري و قارچی به روش مبتنی بر  سایر جدایه

 در ITS1-5.8S-ITS2، ناحیه تریکودرماهاي   در گونهITS1-5.8S-ITS2 و TEF-1αهاي باکتري، نواحی  جدایه
Serendipita indica و ناحیه SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUآربوسکولار  اي در قارچ میکوریزروش آشیانه  به

صورت مجزا و ترکیبی همراه و عدم  اي قارچی و باکتریایی بهه اي، تأثیر جدایهطی یک آزمون گلخانه .صورت گرفت
هاي رشدي گیاه گندم از جمله ارتفاع گیاه، وزن خشک هوایی و  همراه با قارچ میکوریز آربوسکولار روي شاخص

 .ریشه، ارتفاع و وزن خوشه و وزن دانه بررسی شدند
                                                

  frejali@yahoo.com:  مسئول مکاتبه*



 1398) 3(، شماره )9(نشریه مدیریت خاك و تولید پایدار جلد 
 

 48

   ،Bacillus velezensis شامل باسیلوسه از جنس شناسی و مولکولی، سه گون ریخت هاي بر اساس بررسی :ها یافته
B. pumilus و B. subtilis  و سه گونه از جنس تریکودرما شاملTrichoderma atroviride ،  

T. longibrachiatum  وT. harzianum هاي  و گونهS. indica  وRhizophagus irregularis شناسایی شدند.   
 T. harzianum + R. irregularisن خشک هوایی و وزن خوشه، تیمارهاي از نظر تأثیر تیمارهاي مختلف روي وز

  و  T. longibrachiatum + R. irregularisتیمارهاي . ترین وزن را نشان دادند  بیشT. longibrachiatumو 
T. atroviride شده باهاي تیمار گلدان. ترین تأثیر را روي ارتفاع گیاه نشان دادند بیش T. harzianum + R. irregularis،   

T. harzianum ،T. atroviride  وS. indica + R. irregularis  افزایش وزن دانه را ترین بیشدر مقایسه با شاهد 
 .نشان دادند

  

دار   باعث افزایش معنیTrichodermaهاي و گونه T. harzianum + R. irregularisتیمارهاي قارچی  :گیري نتیجه
هاي  مایه مناسب ترکیبی و تهیه فرمولاسیون استفاده از زادبر اساس نتایج این پژوهش. ردیدم گهاي رشدي گند ویژگی

اي جهت افزایش دسترسی مواد غذایی و بهبود رشد گیاه گندم پیشنهاد هاي مزرعه اولیه براي کاربرد در آزمایش
 .شود می

  
   گیاه  هاي محرك رشد ارچق، ، قارچ میکوریز آربوسکولار تریکودرما،باسیلوس :هاي کلیدي واژه

  
  مقدمه

و  جمعیت روزافزون دلیل افزایش هگندم ب کشت
  غذایی یکی  هايفرآورده اهمیت این گیاه در تولید

 در. باشد زراعی می هايسیستم اصلی از محورهاي
 منابع آلودگی هايبحران پی نوین در کشاورزي
و کودهاي شیمیایی و  دلیل استفاده از سموم هزیستی ب

اتخاذ راهکارهاي  انسانی، جمعیت افزایش به توجه اب
مناسب که چنین خطراتی را نداشته باشند، ضروري 

 میسر زیستی کودهاي تولید با مهم این است و
 طور به ریزوسفري هايباکتري از برخی). 48(گردد  می

 هاي رشد مثل اکسین،با ترشح هورمون مستقیم
 یا و معدنی ايه فسفات و جیبرلین، انحلال سیتوکنین

اتمسفري و یا با  نیتروژن نامحلول، تثبیت آلی
ها و یا   تولید آنزیممانند مستقیم هاي غیر روش

 افزایش طریق از یا و ترکیباتی مثل سیانید هیدروژن
میزبان باعث رشد گیاهان  گیاه طبیعی تمقاوم

از  تریکودرما هاي از طرفی گونه).27 و 20 (شوند می

دلیل سرعت رشد  هکزي هستندکه بهاي خا جمله قارچ
 با تراکم زیاد در خاك و ،بالا و تولید زیاد کنیدیوم

پراکنش جغرافیایی  بقایاي گیاهی وجود دارند و
 با تریکودرماهاي گونه. )43 و 34 (نیز دارند وسیعی

کنند و  خاکزاد را کنترل می تولید ترکیباتی بیمارگرهاي
رشد گیاهان از این طریق باعث افزایش مقاومت و 

مانند  غذاییعناصر شوند و یا باعث محلول کردن  می
و افزایش قابلیت  فسفر، آهن، مس، روي و منگنز

شده با  در گیاهان تلقیح .شوند یم هاآنجذب 
  تر  ها قوي ریشه،تر اي بیش ، توسعه ریشهتریکودرما

  با افزایش کهکنندتر نفوذ پیدا می و در عمق بیش
امکان دسترسی به مواد غذایی ناحیه ریشه مویین 

وسیله  هترکیبات ثانویه مشابه اکسین ب .یابد افزایش می
شود که رشد گیاه را القا  تولید میتریکودرماهاي  سویه

 شوند می توسعه ریشه هاي جانبی در گیاهان باعثو 
  ).45 و 35(
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هاي با طیف از قارچ Serendipita indica قارچ
حیه اپیدرم و پوست ریشه  که نااستمیزبانی گسترده 

هاي  خلاف قارچ  برS. indicaقارچ . کند را کلنیزه می
که نیاز به موجود زنده براي   آربوسکولارمیکوریز

قابل سنتز شده هاي  دارند، در محیطهمزیستی و رشد
چنین این قارچ قادر به ایجاد  هم. )54 (باشدکشت می

ت که رابطه همزیستی با اعضاي خانواده گیاهانی اس
 میکوریز هايقادر به ارتباط همزیستی با قارچ

 هاي  گزارش.)41 و 40، 38 (دنباشنمی آربوسکولار
 موجب S. indicaمتعددي وجود دارد که قارچ 

 شده استتحریک رشد گیاه و افزایش تولید محصول 
 باعث S. indicaقارچ  ).44 و 19، 13، 12، 4(

 و  ریشهشدر افزایش شده واي ریشه تغییرات توسعه
شده با  هاي موئین در گیاهان تلقیحدراز شدن ریشه

ریشه تر  بیشانشعابات . شودمیمشاهده این قارچ 
تري به خاك و مواد غذایی را  رسی بیشتامکان دس

د یهمچنین این قارچ قادر به تول. دهدایش میزاف
اکسین و سیتوکینین است که به رشد گیاه کمک 

  ). 53  و46 (کند یم
 ف دیگر آثار مثبت رابطه همزیستی میکوریزاز طر

 در یزبان میاه رشد گیشبر بقا و افزا آربوسکولار
 قرار پژوهشگرانمناطق مختلف جهان مورد توجه 

  به ینه زمین در ایادي زهاي پژوهشگرفته و تاکنون 
 یستی رابطه همزیکلطور به.  استیدهانجام رس

 و یزیکیف یمیایی، شیفیت کر باي یژه آثار ويیکوریزم
 ی دارد و حتیاه رشد گیجهنت ها و در خاك زیستی

.  مؤثر استیز انسان نیه بر تغذیرمستقیمطور غ به
 ییجذب کل عناصر غذاهمزیستی میکوریزي باعث 

چون بور، کلر، مس،   هميشامل عناصر گیاه یازمورد ن
 یلیسیومس یکل،ن یبدون،کبالت، آهن، مول یم،کروم، سز

  .)22( شود  میرد منگنز موای و در برخيو رو

هاي میکوریز  قارچ متعددي هاي در پژوهش
 ماننددهنده رشد گیاهان   با عوامل افزایشآربوسکولار

 ه محرك رشد گیاهی استفادهايها و قارچ باکتري
 مختلف يهاي میکوریز تأثیر قارچ).33  و11 (اند شده

هاي خاك و همچنین  قارچ یاروي جمعیت باکتري و
جانداران روي قارچ  ثیر این ریزأکس تعطور بر به

 هاي زمان قارچ  هماستفاده. )33(است میکوریزي متغیر 
 Trichoderma harzianumمیکوریز آربوسکولار و 

داري رشد گیاه را در مقایسه با طور معنی بهتواند  می
صورت تکی استفاده   بهها از قارچزمانی که هر یک

 و  مدیناارتینزم). 37  و16(د اند افزایش ده شده
 تریکودرما گزارش دادند قارچ) 2009(همکاران 

هاي  وسیله قارچ هداري کلنیزاسیون ریشه بطور معنی به
   ،Glomus claroideum میکوریز آربوسکولار

G. constrictum  وG. intraradices را افزایش 
دلیل ترشحات محلول و  هداد که ممکن است ب

 تولید شده تریکودرماترکیبات فراري باشد که توسط 
 Glomusانتقال فسفر توسط قارچ میکوریز . )31 (است

یابد که ممکن   افزایش میT. harzianumدر حضور 
ثیر آن در رشد و فعالیت قارچ أدلیل ت هاست ب

مستقیم ارتباط میان دو  ور غیرط میکوریزي باشد که به
). 11(شود   گیاه میعملکردهمزیست باعث افزایش 

 ،Rhizophagus clarus میکوریزي هايارچبرهمکنش ق
Dentiscutata heterogama و Claroideoglomus 

etunicatum قارچ با S. indicaرشد و جذب مواد  
  ).36 (هاي آناناس افزایش داد غذایی را در گیاهچه

خوشبختانه در دهه اخیر توجه خوبی به نقش 
کودهاي زیستی در بخش تولیدات گیاهی کشور شده 

 امر تولید دین کارخانه بزرگ و کوچک بهو چن
رغم  علی. اند  همت گماشتهکودهاي زیستی در کشور

در حال حاضر یکی از مشکلات ، این حرکت شایسته
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کودهاي زیستی در ایران عدم شناسایی دقیق 
کودها نوع از در تولید این ریزجانداران استفاده شده 

دلیل  ه ممکن است ب گونهعدم شناسایی دقیق. باشد می
ها   باکتري وهادر قارچ شناساییهاي نقصان روش

هاي سنتی استفاده شده براي شناسایی  روش.باشد
ریزجانداران بر اساس کشت ریزجاندار در محیط 

شناسی  کشت اختصاصی و بررسی خصوصیات ریخت
 زحمت ها پر روشاین . شود و بیوشیمیایی آن انجام می

هاي  ا کردن گونهاغلب براي جد که هستند گیر وقت و
شناسی مشابه کافی نزدیک با خصوصیت ریخت

اي ه ا روش ب قارچیهايشناسایی گونه. نیستند
هاي  با توجه به تفاوتشناسی و میکروسکوپی  ریخت

ربه زیادي  تج مهارت وا مستلزمه ی آنبسیار جزئ
تأثیر   تحتشناسی ریختهاي  ویژگی از طرفی. دباش یم

تغییر ت  رطوبت ممکن اس دما ومانندشرایط محیطی 
هاي دیگر  استفاده از روش این مسایل اهمیت .کند

هاي مولکولی که از حساسیت و سرعت  روشمثل 
 است را  برخوردارریزجاندارانبالایی براي شناسایی 

 جهت توانندها می این روشکند و میمشخص
در شناسایی . گرفته شوند کار  به گونهتشخیص نهایی

از یک یا است  جنس و گونه ممکن مولکولی بسته به
 که  ایندلیل هب. چند ژن براي شناسایی استفاده شود

امکان ممکن است فقط استفاده از یک ناحیه ژنی 
  فاقد توانایی تا سطح جنس را دهد وشناسایی

ها   استفاده ترکیبی از روشباشد،شناسایی دقیق گونه 
. )52 و 32، 17، 8 (باشد و یا چند ژن ضروري می

براي شناسایی ) 2018 (گیانگ و هون عنوان مثال، هب
هایی   و ژنITS از ناحیه فیتوفتوراهاي قارچی  گونه
 استفاده tigA  وCox1 ،β-tub ،TEF-1α مانند

 قادر به تشخیص ITS نشان داد که ها آننتایج. کردند
جا که توالی  ا نبود ولی از آنتورففیتوهاي  همه گونه

ITSاز نواحی ژنی دیگر در تر ونی و بیشا به فر 
تر  هاي اطلاعاتی وجود دارد و تکثیر آن راحت پایگاه

براي  ITSاستفاده از ناحیه از بقیه نواحی ژنی است 
نواحی ژنی دیگر براي   ودر اولین مرحلهشناسایی 

از طرف دیگر  .)56( پیشنهاد گردیدتر  بررسی دقیق
و  آربوسکولار، میکوریز تریکودرماهاي  قارچ
 به فراوانی در تولید کودهاي باسیلوسهاي  يباکتر

شوند و نواحی ژنی دخیل در  زیستی استفاده می
 .شناسایی مولکولی در این ریزجانداران متفاوت است

و شناسایی دقیق  ،هدف از انجام این پژوهشبنابر این 
 و همچنینهاي قارچی و باکتري جدایهمولکولی 
و در ترکیب با به تنهایی  ها یر این جدایهثأبررسی ت

روي برخی از خصوصیات  آربوسکولار قارچ میکوریز
  . رشدي گیاه گندم بود

  
  ها مواد و روش

 هاي جدایه:  باکتريهاي قارچ و  و کشت جدایهتهیه
از   با خصوصیات محرك رشدي و باکتريیقارچ

سسه تحقیقات خاك و ؤبخش بیولوژي مکلکسیون 
وسکولار گونه قارچی میکوریز آرب. گردیدآب تهیه 

از خاك زیتون شهرستان رودبار براي اولین بار 
سسه ؤمو در کلکسیون بخش بیولوژي سازي جدا

کشت جهت . بودنگهداري شده تحقیقات خاك و آب 
 یک کلنی از هر جدایه در محیطباکتري،  هاي جدایه
صورت خطی   به)NA(1  مغذي حاوي آگارکشت

 درجه سلسیوس 28گذاري در دماي کشت و گرما
میزان کافی  ها به مدت دو روز انجام گرفت تا باکتري به

پتري  هاي پس از گذشت این مدت، تشتک. رشد کنند
براي نگهداري به دماي چهار درجه سلسیوس منتقل 

ي باکتري، ها جدایه  اولیهمنظور شناسایی به. شدند

                                                
1- Nutrient agar 
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 ،)1BA(شناسی روي محیط باسیلوس آگار  ریخت
تست   وسیداز اکالاز،کاتتولید اسپور، آمیزي گرم،  رنگ
  .انجام گرفت ولیز نشاستهرهید

زمینی   در محیط کشت سیبتریکودرما هاي جدایه
 کشت و پس از رشد، در )PDA(2 آگار دکستروز

براي . دماي چهار درجه سلسیوس نگهداري شدند
شناسی سه جدایه قارچی  شناسایی و تفکیک ریخت

 اسیشن هاي ریخت  از ویژگی در این پژوهشتریکودرما
رشدي و  خصوصیات پرگنه، هاي ویژگیمانند

 PDA ساختارهاي تکثیري غیرجنسی در محیط کشت
  . استفاده شد
 )KM(3 روي محیط جامد کیفر S. indicaقارچ 

پتري حاوي محیط کیفر  هايتشتک). 26(کشت شد 
مدت یک هفته براي   درجه سلسیوس به25در دماي 

 .رشد نگهداري شدند

در ابتدا  ،سکولاروآرب کوریزجهت تکثیر قارچ می
متري عبور   هوا خشک، کوبیده و از الک دو میلی خاك

ماس مخلوط و  سپس با نسبت مناسب با پیت. داده شد
هاي سه   گلدانبعد از سترون شدن بهمخلوط این دو 

زادمایه  پس از اضافه کردن .منتقل شدکیلوگرمی 
 100 گرم حاوي 200میزان  به میکوریزي قارچ حاوي

م ضدعفونی ور سورگو بذاندام فعال قارچ در هر گرم،
پس از . شده به تعداد مناسب در هر گلدان کشت شد

گذشت حدود دو ماه از زمان کشت، اندام هوایی گیاه 
برداشت و محتویات گلدان شامل اسپور، بستر، 

هاي میکوریزي  هاي قارچ میکوریزي و ریشه هیف
سپورهاي داخل جداسازي ا.  با هم مخلوط شدندکاملاً

صورت انجام شد که حدود  کشت تله گلدانی بدین
 گرم از نمونه برداشت و سوسپانسیونی از آب و 100

                                                
1- Bacillus agar 
2- Potato dextrose agar 
3- Kafer medium 

هاي ریشه و مواد  ها، تکه سنگریزه. خاك تهیه گردید
 میکرون و 200هایی با قطر منافذ  با استفاده از الک آلی
 38 میکرون جدا و ذرات جمع شده روي الک 38

 و سپس ند سانتریفیوژ منتقل گردیدمیکرون به لوله
 درصد اضافه و 60اروز با غلظت محلولی از ساک

 دور بر دقیقه 2500مدت یک دقیقه با قدرت  به
لایه رویی درون لوله سانتریفیوژ، به . سانتریفیوژ گردید

 منتقل و با مقدار کافی آب شستشو ن میکرو38الک 
   میکرون 38در نهایت محتویات الک . داده شد

   50شده منتقل و تعداد  بندي پتري شبکه وي تشتکر
   اسپور غالب که از نظر اندازه، شکل و 70تا 

رنگ شبیه هم بودند توسط استریو میکروسکوپ 
   3(جداسازي و به داخل آب مقطر منتقل شدند 

  ).29و 
استخراج : باکتري و قارچهاي  جدایهشناسایی مولکولی 

DNA  هاي قارچ ،باسیلوس هايجدایهژنومی در 
انجام  CTAB به روش مبتنی بر S. indica  وتریکودرما

 در 16S rDNAنی ژتکثیر ناحیه  ).14 (گرفت
فاکتور ( TEF-1α نواحی، باسیلوسهاي  جدایه
 در ITS1-5.8S-ITS2و  ) آلفا1سازي ترجمه  طویل
   در ITS1-5.8S-ITS2 ناحیه ،تریکودرماهاي  گونه

S. indicaناحیه  و SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU 
توسط آغازگرهاي سکولار وآربدر قارچ میکوریز 

نواحی ). 55 و 39، 28، 25 ( صورت گرفت1 جدول
  ریبوزومی جهت شناسایی مولکولیrDNAشده تکثیر
 نشان داده 1 قارچی و باکتري در شکل هاي جدایه

 .شده است
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  به روشSSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUتکثیر ناحیه ) a, b.  باکتري ویقارچ هاي جدایه مولکولی جهت شناسایی rDNAنواحی تکثیر  - 1 شکل
 جهت شناسایی قارچ ITS1-5.8S-ITS2تکثیر ناحیه ) C. )28 ( آربوسکلاراي جهت شناسایی جدایه قارچی میکوریز  آشیانهاي پلیمرازواکنش زنجیره

 .دهنده نواحی تکثیر شده است خطوط تیره نشان. )50 (اکتريهاي بجهت شناسایی جدایه16S rDNA  تکثیر ناحیه) S. indica .d و تریکودرما
Figure 1. The amplification of rDNA regions for molecular identification of fungal and bacterial isolates. a, b) The 
amplification of SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU region by nested PCR method to identify arbuscular mycorrhizal fungus 
isolate (28). C) The amplification of ITS1-5.8S-ITS2 region to identify Trichoderma and S. indica. d) The amplification of 
16S rDNA region to identify bacterial isolates (50). Dark lines represent amplified regions. 

 
 . پژوهشگرهاي استفاده شده در اینتوالی آغازنام و  -1جدول 

Table 1. The name and sequence of primers used in this research. 
 توالی

Sequence 

 آغازگر
Primer 

 ناحیه تکثیر
Amplification region 

5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ 27F 16S rDNA 

5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ 1492R  

5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ ITS1 ITS1-5.8S-ITS2 

5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ ITS4  

5’-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’ EF1 TEF-1α 

5’-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’ EF2  

5’-TGGGTAATCTTTTGAAACTTYA-3’ SSUmAf1 SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU 

5’-TGGGTAATCTTRTGAAACTTCA-3’ SSUmAf2  

5’-TCGCTCTTCAACGAGGAATC-3’ SSUmCf1  

5’-TATTGTTCTTCAACGAGGAATC-3’ SSUmCf2  

5’-TATTGCTCTTNAACGAGGAATC-3’ SSUmCf3  

5’-GCTCACACTCAAATCTATCAAA-3’ LSUmAr1  

5’-GCTCTAACTCAATTCTATCGAT-3’ LSUmAr2  

5’-TGCTCTTACTCAAATCTATCAAA-3’ LSUmAr3  

5’-GCTCTTACTCAAACCTATCGA-3’ LSUmAr4  

5’-DAACACTCGCATATATGTTAGA-3’ LSUmBr1  

5’-AACACTCGCACACATGTTAGA-3’ LSUmBr2  

5’-AACACTCGCATACATGTTAG-3’ LSUmBr3  

5’-AAACACTCGCACATATGTTAGA-3’ LSUmBr4  

5’-AACACTCGCATATATGCTAGA-3’ LSUmBr5  
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 ترموسایکر با استفاده از دستگاه PCRفرآیند تکثیر 
)Techne, Genius FGEN02TP, USA(  صورت

لیتر بافر تکثیر در این واکنش پنج میکرو. گرفت
PCRلیتر نمونه حاوي ، سه میکروDNA ،5/1 واحد 

DNA Taq polymerase ،4/0مولار   میلیdNTP ،
رها ازگ میکرومولار آغ4/0 و  MgCl2مولار دو میلی

 و آب دیونیزه سترون تا )پیکومول در میکرولیتر 10(
  .  میکرولیتر استفاده گردید50حجم 

اي پلیمراز براي تکثیر  برنامه دمایی واکنش زنجیره
سازي  در این واکنش واسرشته 16S rDNA ناحیه

مدت چهار دقیقه   درجه سلسیوس به94اولیه در دماي 
ه سازي در  چرخه واسرشت30و برنامه حرارتی شامل 

 ثانیه، اتصال 45مدت   درجه سلسیوس به94دماي 
 45مدت   درجه سلسیوس به52آغازگرها در دماي 

مدت   درجه سلسیوس به72 در دماي توسعهثانیه، 
 س درجه سلسیو72 ثانیه و توسعه نهایی در دماي 120

 دقیقه استفاده گردید که در این مرحله 7مدت  به
  .ز تکثیر شدجفت با 1500اي به طول  قطعه

  اي پلیمراز براي برنامه دمایی واکنش زنجیره
شامل  TEF-1α و ITS1-5.8S-ITS2 تکثیر نواحی

 درجه 94سازي اولیه چهار دقیقه در  واسرشت
سازي   ثانیه واسرشت30 چرخه شامل 30سلسیوس، 

 درجه 55 درجه سلسیوس، اتصال آغازگر در 94در 
 60لسیوس  درجه س72در توسعه  ثانیه، 30سلسیوس 

مدت   درجه سلسیوس به72نهایی در توسعه ثانیه و 
 قیقه صورت پذیرفت که در این مرحلهدهفت 

جفت  700 و 600  تقریبی به طولهایی قطعهترتیب به
  .ندباز تکثیر شد

 قارچ میکوریزژنومی در  DNAبراي حصول 
سکولار، ضدعفونی اسپورها با قرار دادن اسپورها وآرب

 دقیقه، 10مدت  ه دو درصد بT در محلول کلرآمین
شستشوي اسپور با آب مقطر استریل، قرار دادن 
اسپورها در محلول دو درصد هیپوکلریت سدیم 

مدت پنج دقیقه، شستشوي اسپورها با آب مقطر  هب
 درصد 02/0استریل، قرار دادن اسپورها در محلول 

مدت پنج دقیقه و سپس شستشو با  هاسترپتومایسین ب
 یک در نهایت ).47(ریل انجام گرفت آب مقطر است

اسپور توسط استریومیکروسکوپ با حداقل میزان آب 
پس از خشک . مقطر استریل روي اسلاید قرار گرفت

سپس با . سوزن شکسته شدنوك شدن آب، اسپور با 
 به اسپور میکرولیتر آب سترون تمامی محتویات 10

 واکنش زنجیره ).6 (میکروتیوپ سترون منتقل شد
اي با تغییراتی انجام گرفت مراز به روش آشیانهپلی
ار براي یک نمونه با سی مواد مرحله اول پی).28(

  میکرولیتر5/2 میکرولیتر تهیه شد که شامل 25حجم 
، )مولار  میلیdNTP) 10  میکرولیتر5/0، ارسیپی بافر

، یک )مولار میلی50( میکرولیتر کلرید منیزیم 5/0
 LSUmAr) 10و  SSUmAf آغازگرهاي میکرولیتر

 Taq میکرولیتر آنزیم 2/0و ) پیکومول در میکرولیتر
برنامه . بود)  واحد در میکرولیتر5(پلیمراز  اي.ان.دي

سازي  اي پلیمراز شامل واسرشتدمایی واکنش زنجیره
 چرخه 35 درجه سلسیوس، 94اولیه چهار دقیقه در 

 درجه سلسیوس یک 94سازي در  شامل واسرشت
 درجه سلسیوس یک 50اتصال آغازگر در دقیقه، 

 ثانیه و بسط 90 درجه سلسیوس 72دقیقه، بسط در 
مدت هفت دقیقه   درجه سلسیوس به72نهایی در 

اي به طول  صورت پذیرفت که در این مرحله قطعه
ار اول در سیمحصول پی.  جفت باز تکثیر شد1800

 25مرحله دوم واکنش استفاده گردید که در حجم کل 
 LSUmBr و SSUmCf رولیتر با آغازگرهايمیک

در . ار اول صورت پذیرفتسیمطابق با شرایط پی
 درجه 53غازگر آار مرحله دوم دماي اتصال  سی پی

اي به طول  سلسیوس بود که در این مرحله قطعه
  . جفت باز تکثیر شد1500

 درصد در بافر نواحی تکثیر شده از ژل آگارز یک
TBE(1X)باند تکثیر شده با نشانگر،مقایسه   عبور و 
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براي  .نظر ژنوم را نشان داد تکثیر بخش مورد
    وزنیهاي از نشانگرارسیپیبارگذاري محصول 

50-1500bp DNA Ladder3000-100 وbp 

DNA Ladder تانک . استفاده شد شرکت سیناژن
کننده جریان الکتریکی با  الکتروفورز به دستگاه تأمین

 100-80یان الکتریکی جر   و شدت90-85ولتاژ 
  .مدت یک ساعت متصل شد آمپر به میلی

منظور  پس از الکتروفورز قطعات حاصل از تکثیر به
.  کره جنوبی ارسال گردیدبایونیزتعیین توالی به شرکت 

نواحی  ،ها نمونه پس از دریافت نتیجه توالی نوکلئوتیدي
  هرو ایجاد V10 Vector NTI افزار توسط نرمپیوسته 

 BLASTجستجوي  ابزار از استفاده با ها توالی از یک
هاي مرتبط و یا بانک ژن در بانک موجود هاي توالی با

 تبارزاییمنظور بررسی ارتباط  به ).2 (شدند مقایسه
 و بررسی پژوهششده در این  هاي شناسایی گونه
ژن  بانک از هاآن مشابه هايتوالی کهی يها آرایه

)NCBI (ها با  سازي توالی دیفراخذ شده بودند، هم
افزار   موجود در نرمClustal Wاستفاده از ابزار 

MEGAهاي  درخت ).49( شد  انجامششسخه  ن
 )Maximum parsimony(جویی  بیشینه صرفه تبارزایی

 افزار شده نرم تعیین پیش از الگوي از استفاده با
MEGA گردید ترسیم. 

هاي باکتریایی و قارچی روي  تأثیر جدایه
ثیر أبراي بررسی ت: یات رشدي گندمصخصو
هاي باکتریایی و قارچی وزن خشک اندام  جدایه

هوایی و ریشه، ارتفاع اندام هوایی و خوشه، وزن 
 گندم بذر. گیري قرار گرفت خوشه و دانه مورد اندازه

 و اصلاح تحقیقات مؤسسه ژن چمران از بانک رقم
ی در هاي گلدان آزمایش. و بذر تهیه گردید نهال تهیه

 18 تصادفی با  با استفاده از طرح کاملا1395ًسال 
منظور ضدعفونی،   به. تکرار انجام شد10تیمار در 

 ثانیه در محلول هیپوکلریت سدیم 45مدت  هبذرها ب
یک درصد قرار گرفتند و بلافاصله چندین بار با آب 

  .مقطر سترون شسته شدند

ها تا  يمنظور اجراي تیمار تلقیح باکتریایی، باکتر به
ها در فاز لگاریتمی تکثیر گردیدند و جمعیت باکتري

بذرهاي استریل به . تنظیم شد لیتردر میلی 107حدود 
مدت  همنتقل و ب هاي باکترزادمایههاي حاوي  فلاسک

 درون عدد بذرپنج  . دقیقه روي شیکر قرار گرفتند30
: پیت: هاي پلاستیکی که با مخلوطی از ماسه گلدان

  که با اتوکلاو سترون شده بود1: 1: 2سبت پرلیت به ن
از هفته دوم پس از جوانه زدن  ).18( شدداده کشت 

ها  منظور آبیاري گلدان بذرها در هر هفته یک نوبت به
 درصد غلظت فسفر 50از محلول غذایی هوگلند با 

 .استفاده گردید

 زادمایه جهت تهیه تریکودرماهاي تکثیر گونه
 گرم 90به نسبت ( آرد ذرت روي مخلوطی از ماسه و

) لیتر آب مقطر میلی20+  گرم آرد ذرت 10ماسه به 
 درجه سلسیوس 121مدت دو ساعت در دماي  که به

. و فشار یک اتمسفر سترون شده بود انجام گرفت
متري از کشت هفت   میلی10منظور چهار دیسک  بدین

اي محتوي هاي شیشه به درون بطريتریکودرماروزه 
اي  هاي شیشهبطري. مخلوط فوق اضافه شد گرم 100

 درجه سلسیوس در انکوباتور 26 تا 23در دماي 
 بستر را کلنیزه  مذکور قارچنگهداري شدند تا کاملاً

 همزمان با تریکودرماهاي گونهزنی،  جهت مایه.کند
 صورت زنی شدند، بدینمایه هادرون گلدانکاشت بذر 

 مایهزاد )CFU/g106 ( گرم در کیلوگرم 10که 
اضافه ي مربوطه هاگلدانترکیب درون  به تریکودرما

 شده تهیه در شاهد بدون قارچ، حامل .)24( گردید
  .ها اضافه گردیدتحت شرایط یکسان به گلدان

جهت تهیه  S. indica پرورش و تکثیر قارچ
 روي محیط کشت مایع کیفر که در حرارت زادمایه

 20مدت  به درجه سلسیوس و فشار یک اتمسفر 121
منظور چهار  بدین. دقیقه سترون شده بود انجام گرفت

 روزه قارچ به 10متري از کشت جامد  میلی10دیسک 
 200لیتري که داراي  میلی500هاي درون فلاسک
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. لیتر محیط کشت مایع کیفر بود اضافه شد میلی
 دور در 120( روز روي شیکر 15مدت  ها به فلاسک

 درجه سلسیوس تکان 25 ±2در دماي اتاق ) دقیقه
پس از گذشت این مدت، قارچ براي . داده شدند

 نگهداري به دماي چهار درجه سلسیوس منتقل شد
از روش کوماري و  S. indica زنی براي مایه).25(

 استفاده شد و یک گرم میسلیوم )2003 (همکاران
ترکیب بستر درون   به در کنار بذرشسته شدهخرد 
 قارچ زادمایه. )30 (افه گردید اضي مربوطهها گلدان

  گرم در کیلوگرم50میزان  به آربوسکولار میکوریز
همزمان با  اندام فعال در هر گرم 100زادمایه حاوي 
 هاي مربوطهترکیب بستر درون گلدانکاشت بذر به 

گلدان پنج بذر گندم رقم  در هر). 1( اضافه گردید
ار چمران کشت گردید که پس از جوانه زنی و استقر

. ها در هر گلدان به سه عدد تقلیل داده شدتعداد آن
ها به گلخانه با نور ، گلدانمام مرحله کاشتپس از ات

 منتقل و  درجه سلسیوس24 الی 18عی و دماي طبی
مدت چهار ماه تا اتمام دوره زایشی گیاه گندم  به

ها با  در طی این زمان آبیاري گلدان. نگهداري شدند
و در سه ) :dS/m3/0EC  و :pH 26/8(هر آب ش

ها خارج اي که آب از ته گلداننوبت در هفته به گونه

 درصد ظرفیت 80و تا رسیدن به سطح رطوبتی نشود 
  .صورت گرفتزراعی 

گیاه گندم از سطح اي پس از اتمام آزمون گلخانه
ها در هر گیري ارتفاع گیاه پس از اندازهوخاك قطع 

هاي   هوایی درون پاکتگلدان با متر پلاستیکی، اندام
 درجه 60کاغذي قرار گرفته و به آون با دماي 

همچنین محتویات بستر . سلسیوس انتقال داده شدند
هر گلدان تخلیه و پس از شستشو و جدا کردن توده 
ریشه از مواد بستر، ریشه مربوط به هر گلدان به 

. هاي کاغذي منتقل و درون آون قرار داده شدند پاکت
 یک هفته وزن خشک اندام هوایی، پس از گذشت

ریشه، خوشه و وزن دانه با ترازوي دیجیتال 
گیري طول خوشه از متر گیري و براي اندازه اندازه

  .پلاستیکی استفاده گردید
دو نوع شاهد در نظر گرفته اي در آزمون گلخانه

زنی نشد و در مایهشد در شاهد اول قارچ و باکتري 
 تریکودرما هاي  که قارچهاي سترونیدوم حاملشاهد 

در آن تکثیر شده بودند به  آربوسکولار و میکوریز
 خنثی هاثیر آنأ تا تاضافه گردیدي مربوطه ها گلدان
اي این آزمایش در نظر یمار بر ت18ترتیب   بدین.شود

  ).2جدول (گرفته شد 
  

 . پژوهش تیمارهاي استفاده شده در این-2 جدول
Table 2. The treatments used in this research. 

  تیمارها
Treatments 

T. harzianum T10 Control T1 
R. irregularis T11 Control (carrier) T2  

B. velezensis + R. irregularis T12 B. velezensis T3  
B. pumilus + R. irregularis T13 B. pumilus T4  
B. subtilis + R. irregularis T14 B. subtilis T5  
S. indica+ R. irregularis T15 B. velezensis + B. pumilus + B. subtilis T6  

T. atroviride + R. irregularis T16 S. indica T7  
T. longibrachiatum + R. irregularis T17 T. atroviride T8  

T. harzianum + R. irregularis T18 T. longibrachiatum T9 
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ها با  تجزیه و تحلیل داده: ها یل دادهتجزیه و تحل
.  انجام شد SAS 9.1افزار آماري استفاده از نرم

 ها از روش آزمون چنین براي مقایسه میانگین داده هم
 درصد در سطح احتمال پنج دانکن اي دامنه چند

 .استفاده گردید

  
  بحث و نتایج

 شناسی ریختبیوشیمیایی و هاي یبر اساس ویژگ
ده شکل ظاهري با میکروسکوپ حاصل از مشاه

 و SWRIv ،SWRIp باکتري جدایهسه نوري، 
SWRIs مثبت و قادر به تولید گرم ، اي شکل میله

 مثبت جدایهکاتالاز و اکسیداز در هر سه .  بودنداسپور
هیدرولیز نشاسته  SWRIp جدایهدر . مشاهده شد

مثبت  SWRIs و SWRIv جدایهمنفی ولی در دو 
 .بود

، تریکودرماهاي شناسی گونه ختبررسی ریدر 
 جدایهتر از دو  بیش TL10-3-1 جدایهسرعت رشد در 

که قطر پرگنه  نحوي به. مشاهده گردید تریکودرمادیگر 
 در  درجه سلسیوس و پس از سه روز28در دماي 

که در  در صورتیبود متر   میلیPDA ،66محیط کشت 
 ،TH5-1-2 جدایهو در  متر میلی TA2-2-1، 51 جدایه

 کنیدیوفورها TL10-3-1جدایه در  .بودمتر   میلی57
 مستقیم تقریباً طولانی و اصلی هايشاخه رنگ و بی

 میکرومتر 2-10 قطر هایی بهکه روي ریسهبود 
 تقریبا کنیدیوفور جانبی انشعابات و گردیدندتشکیل 

، TA2-2-1جدایه در  داده وقائمه تشکیل  زاویه
ت روي کنیدیوفورهاي صورت یکنواخ زایی به کنیدیوم
 10-5/1رنگ و به قطر  هاي بی اي روي ریسه درختچه

 TH5-1-2جدایه در . گردیدمیکرومتر تشکیل 
کنیدیوفورها داراي انشعابات با زاویه راست و به 
حالت صلیبی شکل منظم و تشکیل یک ساختار هرمی 

 میکرومتر 5/1-12هاي شفاف و به پهناي  روي هیف

  برابر  فیالیدها ، ابعادTL10-3-1جدایه در  .دادندرا 
ها یک  کنیدیوم  کهمشاهده گردید  میکرومتر6- 12 × 5/2- 3

 شکل و بیضی روشن، سبز رنگ به سلولی با سطح صاف و

اندازه  .دادندتشکیل   میکرومتر5/3–7 × 2- 3به ابعاد 
  میکرومترTA2-2-1 ،6/3 -6/2 × 9 -5جدایه فیالیدها در 

یک سلولی با دیواره صاف، ها که روي آن کنیدیومبود 
 6/5- 2/8 × 9/2- 8/3 مرغی و در اندازه تخم تا نیمکروي

فیالیدها ، TH5-1-2جدایه در . شدندمیکرومتر تولید 
. مشاهده شدند  میکرومتر4-7 × 5/2-5/3با ابعاد 
 گرد بوده و به رنگ سبز روشن دیده تقریباً ها کنیدیوم

میکرومتر  5/2-3 × 2-5/2ها  اندازه کنیدیوم. شدند
 و ها بزرگتر کنیدیوم اندازهو ها صاف  دیواره آن، بوده

 TA2-2-1جدایه  ها کنیدیوم تیره سبز رنگ و فیالیدها
 ).2شکل (نماید  می متمایز TH5-1-2جدایه  از را

 CTABبه روش DNA  استخراج در این پژوهش
عنوان روش مطلوب و مناسب جهت استخراج   به

DNA و قارچی ارزیابی هاي باکتریایی جدایه  
ارزیابی محصولات حاصل از تکثیر نواحی . شد

SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU ،ITS1-5.8S-ITS2، 
TEF-1α 16 وS rDNAاي   در واکنش زنجیره

ترتیب تکثیر بخشی از  پلیمراز و باند موجود در ژل، به
 جفت 1500  و700، 600، 1500ژنوم به طول تقریبی 

). 3شکل (ررسی نشان داد هاي مورد بباز را در جدایه
 NCBIهاي ثبت شده در پایگاه شماره دسترسی توالی

براي شناسایی دقیق .  گزارش شده است3 در جدول
هاي  ، روش استفاده شده در این پژوهشریزجانداران

شناسی و مولکولی بسته به جنس و گونه  ریخت
و نتایج حاصل از . صورت تکمیلی استفاده گردید هب

شناسی  هاي ریخت کننده روش تأییدروش مولکولی 
  .بود
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 TL10-3-1 و TA2-2-1 ،TH5-1-2 هاي جدایهترتیب پرگنه هفت روزه   به)A-C: تریکودرما هاي جدایهشناسی   بررسی ریخت-2شکل 

ي ها ترتیب کنیدیوم  به)TL10-3-1. G-H و TA2-2-1 ،TH5-1-2 هاي جدایهترتیب کنیدیوفور   به)PDA.D-Fروي محیط کشت 
  .TL10-3-1 و TA2-2-1، TH5-1-2 هاي جدایه

Figure 2. Morphological study of Trichoderma species: A-C) 7-day-old colony of TA2-2-1, TH5-1-2 and TL10-
3-1 on PDA medium, respectively D-F) Conidiophores in TA2-2-1, TH5-1-2 and TL10-3-1, respectively. G-H) 
Conidium in TA2-2-1, TH5-1-2 and TL10-3-1, respectively. 

  

  
هاي   متعلق به جدایه)D(TEF-1αو ) 16S rDNA) A( ،SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU) B(، ITS1-5.8S-ITS2 )Cتکثیر نواحی  - 3شکل 

: SWRIp ،2: SWRIv ،3 :SWRIs ،4 :IA ،5 :TH5-1-2 ،6 :TA2-2-1، 7: 1 نشانگر،:  L.ژل آگارز یک درصددر  پژوهشاستفاده شده در این 
TL10-3-1، 8SWRI : ،9 :TL10-3-1 ،10:  TH5-1-2 11و: TA2-2-1.  

Figure 3. The Amplification of 16S rDNA (A), SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU (B), ITS1-5.8S-ITS2 (C) and TEF-1α 
(D) regions belonging to the isolates used in this study in 1% agarose gel. L: Ladders, 1: SWRIp, 2: SWRIv, 3: 
SWRIs, 4: IA, 5: TH5-1-2, 6: TA2-2-1, 7: TL10-3-1, 8: SWRI, 9: TL10-3-1, 10: TH5-1-2 and 11: TA2-2-1. 
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 و SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU ،ITS1-5.8S-ITS2، TEF-1αیابی نواحی  با توالی  و باکتريیقارچ هاي جدایه شناسایی -3جدول 
16S rDNA. 

Table 3. Identification of fungal and bacterial isolates by sequencing SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU, ITS1-5.8S-ITS2, 
TEF-1α and 16S rDNA. 

  شماره دسترسی
Accession number ،ترتیب به درصد شباهت 

Similarity percentage, 
Respectively SSU-ITS1-

5.8S-ITS2-LSU 
ITS-5.8S-

ITS2 TEF-1α 16S rDNA 

  گونه
Species 

 ها جدایه
Isolates 

99 % - - - MG563306 Bacillus velezensis SWRIv 

99 % - - - MG563307 Bacillus pumilus SWRIp 

99 % - - - MG563308 Bacillus subtilis SWRIs 

99 % KT456546 - - - Rhizophagus irregularis IA 

99 % - MG563310 - - Serendipita indica SWRI 

99 %, 99 % - KT351796 MF000375 - Trichoderma atroviride TA2-2-1 

100 %, 99 % - KT351799 MF000378 - Trichoderma longibrachiatum TL10-3-1 

99 %, 99 % - KT351797 MF000377 - Trichoderma harzianum TH5-1-2 

 
   گونه IA جدایه  BLASTnنتایج جستجوي

R. irregularis توالی ناحیه نشان داد که   
SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU  دو این جدایه با

هاي  با شمارهموجود در بانک ژن  از گونه مشابه جدایه
 درصد HE817882 ،99 و HF968922دسترسی 

 رخت تبارزایی ترسیمددر . شباهت نوکلئوتیدي دارد
  توالیمبتنی بر جویی فهبیشینه صرروش  اساس بر شده

با  این جدایه SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSU ناحیه

 بندي شدند و کلاد دو جدایه اشاره شده خوشه
 ایجاد  درصد99 با حمایت اعتبارسنجی مستقلی

سه جدایه موجود در بانک ژن و متعلق به  .کردند
 نیز کلاد مستقلی را ایجاد R. intraradices گونه

 SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUتوالی ناحیه . کردند
با شماره دسترسی  Ambispora gerdemanniiگونه 

JF439210عنوان گروه خارجی در نظر گرفته شد   به
 ).4 شکل(

  

 
مقادیر . SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUناحیه  توالی از استفاده و باجویی  بیشینه صرفهروش  اساس بر شده ترسیم درخت تبارزایی - 4شکل 

عنوان  به Ambispora gerdemannii (JF439210)گونه . روي انشعابات نشان داده شده است)  تکرار1000( درصد 60الاتر از اعتبارسنجی ب
  .اند  با     مشخص شدهشده در این پژوهش هاي شناسایی گونه .باشد گروه خارجی می

Figure 4. A Maximum Parsimony tree based on the sequences of SSU-ITS1-5.8S-ITS2-LSUregion. Bootstrap 
values > 60% (1000 replications) are shown at the branches. The tree rooted with Ambispora gerdemannii 
(JF439210). The species identified in this study are indicated with     . 
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، SWRIsهاي  جدایه BLASTnنتایج جستجوي
SWRIv و SWRIpهاي  ترتیب متعلق به گونه  به  

B. subtilis ،B. velezensis و B. pumilus نشان 
ها با  این جدایه16S rDNAهاي ناحیه داد که توالی

 مشابه موجود در بانک ژن، هايی از گونههای جدایه
در درخت . دن درصد شباهت نوکلئوتیدي دار99

جویی   صرفهروش بیشینه اساس بر شده تبارزایی ترسیم

 ها  این جدایه،16S rDNAهاي ناحیه  مبتنی بر توالی
  وبندي شدندمشابه خوشههاي هایی از گونهبا جدایه

 و 98، 94ترتیب کلادهاي با حمایت اعتبارسنجی  به
 16S rDNAتوالی ناحیه .  ایجاد کردند درصد99

 با شماره دسترسی Serratia marcescensگونه 
MK634659رجی در نظر گرفته عنوان گروه خا  به

  ).5 شکل(شد 
  

 
  

 اعتبارسنجیمقادیر . 16S rDNAو با استفاده از توالی ناحیه جویی  بیشینه صرفهشده بر اساس روش  درخت تبارزایی ترسیم -5 شکل
ان گروه عنو به Serratia marcescens (MK634659)گونه .  استنشان داده شدهروي انشعابات )  تکرار1000( درصد 60بالاتر از 

  .اند مشخص شده با     پژوهششده در این  هاي شناسایی گونه .باشد خارجی می
Figure 5. A Maximum Parsimony tree based on the sequences of 16S rDNA region. Bootstrap values > 60% 
(1000 replications) are shown at the branches. The tree rooted with Serratia marcescens (MK634659). The 
species identified in this study are indicated with     . 

  
 TL10-3-1 جدایه  BLASTnنتایج جستجوي

 TH5-1-2، جدایه T. longibrachiatumمتعلق به گونه 
 TA2-2-1جدایه ، T. harzianum ق به گونهلمتع

علق  متSWRI و جدایه T. atroviride متعلق به گونه
هاي ناحیه نشان داد که توالی S. indica به گونه

ITS1-5.8S-ITS2هایی از ها با جدایهجدایه  این
 100 تا 99 مشابه موجود در بانک ژن، هاي گونه

در درخت تبارزایی . درصد شباهت نوکلئوتیدي دارند

جویی مبتنی  روش بیشینه صرفه اساس بر شده ترسیم
ها  ، این جدایهITS1-5.8S-ITS2هاي ناحیه  بر توالی
بندي شدند و مشابه خوشههاي هایی از گونه با جدایه

  ، 88 ترتیب کلادهاي با حمایت اعتبارسنجی به
توالی ناحیه . درصد ایجاد کردند 100 و 76، 100

ITS1-5.8S-ITS2 گونه Synchytrium endobioticum 
عنوان گروه خارجی  به JF795580با شماره دسترسی 

  ).6 شکل(ته شد در نظر گرف
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 اعتبارسنجیمقادیر . ITS1-5.8S-ITS2و با استفاده از توالی ناحیه جویی  بیشینه صرفهشده بر اساس روش  درخت تبارزایی ترسیم - 6 شکل
گروه عنوان  به Synchytrium endobioticum (JF795580)گونه . نشان داده شده استروي انشعابات )  تکرار1000( درصد 60بالاتر از 

  .اند  شدهمشخص با     شده در این پژوهش هاي شناسایی گونه .باشد خارجی می
Figure 6. A Maximum Parsimony tree based on the sequences of ITS1-5.8S-ITS2 region. Bootstrap values > 
60% (1000 replications) are shown at the branches. The tree rooted with Synchytrium endobioticum 
(JF795580). The species identified in this study are indicated with     . 

  
 TA2-2-1 یه جدا BLASTnنتایج جستجوي

 TL10-3-1، جدایه T. atrovirideمتعلق به گونه 
جدایه  و T. longibrachiatum ق به گونهلمتع

TH5-1-2 متعلق به گونه T. harzianumاد  نشان د
هایی  ها با جدایهجدایه این TEF-1αهاي ژن  توالی که

 درصد 99هاي مشابه موجود در بانک ژن،  از گونه
در درخت تبارزایی . شباهت نوکلئوتیدي دارند

جویی مبتنی  روش بیشینه صرفه اساس بر شده ترسیم
هایی  ها با جدایه، این جدایهTEF-1α ژن هاي بر توالی
ی با یبندي شدند و کلادهاهاي مشابه خوشهاز گونه

 توالی.  درصد ایجاد کردند100حمایت اعتبارسنجی 
با  Fusarium proliferatum گونه TEF-1αژن 

عنوان گروه خارجی   بهFJ603514شماره دسترسی 
  ).7 شکل(در نظر گرفته شد 

  

  
 

 بالاتر اعتبارسنجیمقادیر . TEF-1αاز توالی ژن و با استفاده جویی  بیشینه صرفهدرخت تبارزایی ترسیم شده بر اساس روش  -7 شکل
عنوان گروه   بهFusarium proliferatum (FJ603514) گونه. نشان داده شده استروي انشعابات )  تکرار1000( درصد 60از 

  .اند مشخص شده با     پژوهششده در این  هاي شناسایی  گونه.باشد خارجی می
Figure 7. A Maximum Parsimony tree based on the sequences of TEF-1α gene. Bootstrap values > 60% (1000 
replications) are shown at the branches. The tree rooted with Fusarium proliferatum (FJ603514). The species 
identified in this study are indicated with     . 
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ف روي وزن خشک از نظر تأثیر تیمارهاي مختل
 ،T. harzianum + R. irregularisهوایی، تیمارهاي 

T. longibrachiatum و T. atrovirideترتیب   به
ترین وزن   گرم در گلدان بیش03/8 و 06/8، 42/8با 

، وزن T1که در شاهد  صورتی در. را نشان دادند
، T2 گرم در گلدان و در شاهد 93/6خشک هوایی 

ترین وزن  بیش). 4جدول (ود  گرم در گلدان ب78/6
هایی دیده شد که با تیمارهاي  خشک ریشه در گلدان

T. atroviride ،T. harzianum + R. irregularis 
). 4جدول (زنی شده بودند  مایه  T. harzianumو

 T. longibrachiatum + R. irregularis تیمارهاي
ترین تأثیر را روي ارتفاع گیاه  بیش T. atroviride و

 در. متر نشان دادند  سانتی37/66 و 66/66با طول 
 و در متر سانتی 54/61، ارتفاع T1که در شاهد  صورتی
  ).4جدول (  بودمتر سانتی T2 ،77/60شاهد 

  
مقایسه میانگین تأثیر تیمارهاي قارچی و باکتریایی بر ارتفاع گیاه، وزن خشک اندام هوایی و ریشه، طول و وزن خوشه و  -4 جدول

 .اي  دانه گندم در آزمون گلخانهوزن
Table 4. Mean comparison of the effect of fungal and bacterial treatments on plant height, shoot and root dry 
weight, head length and weight, and weight of seeds of wheat in greenhouse experiment. 

  وزن دانه
 )گرم در گلدان(

Weight of seeds 
(g/pot) 

  وزن خوشه
 )گرم در گلدان(

Head weight  
(g/pot) 

  طول خوشه
 )متر سانتی(

Head length 
(cm) 

وزن خشک ریشه 
  )گرم در گلدان(

Root dry 
weight (g/pot) 

  وزن خشک اندام هوایی 
  )گرم در گلدان(

Aerial dry weight 
(g/pot) 

  ارتفاع گیاه
 )متر سانتی(

Plant Height 
(cm) 

 تیمارها
Treatments 

0.48 d 2.53 d 7.50 f 1.10 de 6.93 ef 61.54 f-i T1 

0.50 cd 2.57 d 7.65 ef 1.13 de 6.78 e-g 60.77 hi T2 

0.52 b-d 2.67 b-d 7.94 d-f 0.97 e 6.34 fg 60.97 g-i T3 

0.52 b-d 2.54 d 8.19 a-d 1.09 de 6.45 fg 59.41 i T4 

0.48 d 2.53 d 7.85 d-f 1.08 de 6.11 g 60.57 hi T5 

0.48 d 2.71 cd 8.00 c-e 1.13 de 6.93 ef 62.51 e-h T6 

0.51 cd 2.74 a-d 8.14 b-d 1.21 cd 6.97 ef 63.58 c-g T7 

0.59 a 2.96 a-c 8.23 a-d 1.55 a 8.03 a-c 66.37 ab T8 

0.57 ab 3.09 ab 8.66 a 1.22 cd 8.06 ab 65.67 a-d T9 

0.59 a 2.75 a-d 8.27 a-d 1.48 ab 7.48 b-e 63.64 b-g T10 

0.55 a-c 2.69 b-d 8.23 a-d 1.41 a-c 7.68 b-d 61.64 e-i T11 

0.46 d 2.77 a-d 8.52 ab 1.29 b-d 7.05 d-f 63.76 b-f T12 

0.51 cd 2.98 a-c 8.53 ab 1.24 cd 7.36 b-e 63.27 d-h T13 

0.51 b-d 2.63 cd 8.28 a-d 1.18 de 6.96 ef 63.34 a-e T14 

0.59 a 2.52 d 8.16 b-d 1.11 de 6.93 ef 63.12 d-h T15 

0.47 d 2.52 d 8.47 a-c 1.22 cd 7.43 b-e 66.17 a-c T16 

0.48 d 2.70 b-d 8.60 ab 1.28 de 7.34 c-e 66.66 a T17 

0.59 a 3.10 a 8.49 ab 1.48 ab 8.42 a 65.29 a-d T18 

  .باشند می دانکن اي دامنه دار در سطح احتمال پنج درصد بر اساس آزمون چند در هر ستون داراي اختلاف معنی متفاوتحروف  اعداد داراي
Values followed by different letters within columns are significantly different using Duncan’s multiple range test (P<0.05). 

  
ر دادن میکروفلورا در  زیادي با تغییپژوهشگران

دنبال افزایش رشد و عملکرد  ههاي کشاورزي ب خاك
ریزجانداران خاك باعث افزایش انتقال . اند گیاهان بوده

سازي  هاي گیاهی، قابل جذب عناصر، تولید هورمون
عناصر معدنی، مقابله با بیمارگرهاي مختلف با 

شوند و به این طریق رشد و  هاي متفاوت میسازوکار
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نتایج این  ).7( بخشند رد گیاهان را بهبود میعملک
به تنهایی و  تریکودرماهاي   نشان داد که گونهپژوهش

دار  باعث افزایش معنی R. irregularisبه همراه  یا
در . شوندهاي رشدي در گیاه گندم می شاخص

هاي اخیر مشخص شده است که برخی از  سال
ه گیاهان  ارتباط سودمندي با ریشتریکودرما هاي سویه

هاي خارجی اپیدرم  کردن لایه برقرار کرده و با کلنیزه
بیماریزا و موفق    همزیست غیرعنوان بهریشه گیاهان 

چنین  هاي مختلف هم سازوکارو با  کنند یمعمل 
محلول کردن مواد غذایی و افزایش قابلیت جذب 

 باعث بهبود رشد ها شهیر و افزایش توسعه ها آن
 اثرات مفید از دیگر). 45  و35 (شوند یمگیاهان 

توانایی آنتاگونیستی عوامل توان به  می تریکودرما
 مایکوپارازیتیسم، يها سازوکاربیمارگر گیاهان با ترکیبی از 

 و رقابت بر سر ها کیوتیب تجزیه آنزیمی، ترشح آنتی
 -کنترراس). 23 و 21 ،15 (باشد یمجا و مواد غذایی 

 T. virens ادند که دنشان) 2009(کرنجو و همکاران 
 تري ایندول مانند اکسین با مرتبط ترکیبات تولید با

 تري ایندول و استالدهید تري ایندول اسید، استیک
 آرابیدوپسیس در توده زیست افزایش باعث اتانل
) 2014(کرنجو و همکاران  -کنترراس .)10(شود  می

 یش باعث افزایکودرماتر هايگونه که کردند گزارش
 در رشد افزایش و ید اسیک استلایندوسطح 

موانجی و همکاران  .)9(شوند آرابیدوپسیس می
 قارچ و تریکودرماگزارش دادند که تلقیح ) 2011(

 به تنهایی و با هم تمام آربوسکولار میکوریز
ارتفاع، وزن خشک ریشه و  مانند خصوصیات رشدي

داري افزایش  طور معنی فرنگی را به ساقه گیاه گوجه
گزارش ) 2014(تسوتکو و همکاران ). 37(دهد  می

 میکوریز هايهاي مختلف قارچدادند که گونه
 باعث تریکودرما از جنس گلوموس و آربوسکولار

افزایش رشد و سلامتی انگور، افزایش جذب مواد 
  ).51(شوند غذایی و حاصلخیزي خاك می

هاي باکتري استفاده شده به تنهایی و یا در  جدایه
 گر و یا در ترکیب با قارچ میکوریزترکیب با یکدی

هاي رشدي گندم  روي ویژگیتأثیري  آربوسکولار
 به تنهایی و یا با S. indica زنی مایه. نشان ندادند

 باعث افزایش بعضی از R. irregularisترکیب 
دلیل این امر . خصوصیات رشدي گیاه گندم گردید

و یا افزایش تواند تولید مواد محرك رشد گیاهی  می
 و قارچ میکوریز S .indica توسط جذب مواد غذایی

وسیله  ه بتولید مواد محرك رشد. باشد آربوسکولار
کنند  که سطح ریشه را کلنیزه میی هاي مختلف قارچ

مشخص شده . شوندباعث افزایش کارایی میزبان می
هاي گیاهی   تولید هورمونا بS. indicaاست که قارچ 

ث افزایش رشد گیاهان باع اکسین و سیتوکینین مانند
  ).53 و 46( شود می

ترین وزن خوشه در تیمارهایی مشاهده  بیش
  وT. harzianum + R. irregularisگردید که با 

T. longibrachiatum جدول (زنی شده بودند  مایه
 + S. indica تیمار شده با تیمارهاي هاي  گلدان).4

R. irregularis، T. harzianum + R. irregularis، 
T. harzianum و T. atroviride  در مقایسه با  

 نشان دادندرا  وزن دانه  افزایشترین بیش شاهد
 زنی مایهاند که  پژوهشگران گزارش داده ).4جدول (

S. indicaدر گیاهان  باعث افزایش متوسط وزن دانه 
Nicotiana attenuata، Foeniculum vulgare، 

Arabidopsis thaliana، Spilanthes calva و 
Withania somnifera 42 و 40، 12، 4( شده است.(  

   و T. harzianumهاي  زمان قارچ استفاده هم
R. irregularis هاي رشدي گندم  در افزایش شاخص

هاي  قارچرسد  نظر می هب.  از بقیه تیمارها بودندترثرؤم
 تریکودرما  قارچ در مقایسه بامیکوریز آریوسکولار

جذب آب و عناصر غذایی ادر به ثرتري قؤطور م به
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 T. harzianumطور محتمل   از طرف دیگر به.هستند
کند  تر حل می فسفر و عناصر ریز مغذي دیگر را بیش
ها را افزایش  و قارچ میکوریز آربوسکولار جذب آن

دلیل افزایش  هب تریکودرما قارچ ).37  و5 (دهد می
تري از خاك  سطح ریشه امکان جستجوي حجم بیش

 براي دسترسی به مواد غذایی، حلالیت ترکیبات را
مصرف  نامحلول و افزایش دسترسی به عناصر کم

ملاحظه این است  یک حقیقت قابل. )5(کند  فراهم می
هاي میکوریز آربوسکولار و  که برهمکنش میان قارچ

ت با او ممکن است خیلی متفتریکودرماهاي  گونه
 دلیل انتخاب  به همین.هاي قارچی باشد توجه به سویه

 براي سلامت گیاه و تولید زادمایهعنوان  سویه به
  ).31  و5 (تر محصول مهم است بیش

  

  گیري کلی یجهتن
 هاي حاصله و افزایش شاخص نتایج به توجه با

   هاي  قارچ ازتوان می در گیاه گندم، رشدي
T. harzianum و R. irregularis م و أصورت تو به

   و T. harzianum ،T. atrovirideهاي  یا گونه
T. longibrachiatumتهیه  برايصورت تکی  به 

 در اي مزرعه هاي آزمون انجام جهت مناسب زادمایه
 رشد بهبود و غذایی عناصر فراهمی افزایش راستاي

 بدیهی است اطلاعات .کرد استفاده گندم گیاه
تواند در اختیار واحدهاي  شده در نهایت می آوري جمع
و تی در مقیاس صنعتی قرار گرفته کننده زیس تولید

ان محرك رشد در جاندار استفاده عملی از این ریز
  . بخش کشاورزي کشور نمود عینی پیدا نماید
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Abstract1 
Background and Objectives: Wheat is one of the most important food crops. In modern 
agriculture, Due to the increasing human population and the detrimental effects of chemical 
fertilizer such as environmental pollution and concerns about human health, adapting suitable 
alternatives like production of bio-fertilizers which have none of these dangerous effects would be 
necessary. Plant growth-promoting fungi and bacteria used in bio-fertilizers are the beneficial 
microorganisms that can enhance plant growth, yield and resistance to biotic and abiotic stresses 
directly or indirectly through a wide variety of mechanisms. Although bio-fertilizers have become 
more noticeable in recent years, the lack of accurate identification of microorganisms used in the 
production of these fertilizers is one of the problems of bio-fertilizers in Iran. Failure to accurate 
identification of species is due to deficiencies in morphological or biochemical methods in fungi 
and bacteria. Therefore, the purpose of this study was to identify of fungal and bacterial isolates 
molecularly and also to investigate the effect of these isolates alone and in combination with 
arbuscular mycorrhizal fungus on some growth characteristics of the wheat plant. 
 
Materials and Methods: After the preparation of fungal and bacterial isolates from the Soil and 
Water Research Institute, which are known as plant growth promoting microorganisms, accurate 
identification of each isolate was performed based on morphological and molecular methods. 
Extraction of genomic DNA in arbuscular mycorrhizal fungus was done by single-spore method 
and in other bacterial and fungal isolates by CTAB method. Amplification of 16S rDNA  
region in bacterial isolates, TEF-1α and ITS1-5.8S-ITS2 regions in Trichoderma species,  
ITS1-5.8S-ITS2 region in Serendipita indica and SSU-ITS1-5.8S-ITS2- LSU region by nested 
PCR method in the arbuscular mycorrhizal fungus was performed. To investigate the effect of 
fungal and bacterial isolates alone or in combination with arbuscular mycorrhizal fungus in a 
greenhouse, their effect on wheat growth indices such as plant height, shoot and root dry weight, 
head height and weight and dry weights of seeds were measured. 
 
Results: Based on the morphological and molecular investigation, three species of Bacillus 
including Bacillus velezensis, B. pumilus, and B. subtilis and three species of Trichoderma 
including Trichoderma atroviride, T. longibrachiatum, and T. harzianum and S. indica and 
Rhizophagus irregularis were identified. T. harzianum + R. irregularis and T. longibrachiatum 
showed the maximum dry weight and head weight. T. longibrachiatum + R. irregularis and T. 
atroviride showed the highest effect on plant height. Pots treated with T. harzianum +  
R. irregularis, T. harzianum, T. atroviride and S. indica + R. irregularis showed the highest 
weight of seeds compared to control plants. 
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Conclusion: The result showed that the effect of fungal treatments such as T. harzianum +  
R. irregularis and Trichoderma spp. on growth characteristics of wheat was significant. 
According to the results of this study, the use of an appropriate combination of inoculants and 
the preparation of primary formulations for use in farm experiments is proposed to increase the 
availability of nutrients and improve the growth of wheat plants. 
 
Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungus, Bacillus, Plant growth promoting fungi, Trichoderma  
 
 
 
 


