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Abstract 
Objective 

The production of siderophore and cellulase by Trichoderma species is one of the effective indexs 

in plant growth, effective control and management of pathogens as well as application in industry. 

Therefore, primary screening of best isolates is very important based on the defined indicators. 

Materials and methods 

In this study, the optimal conditions for the qualitative and quantitative production of siderophore 

and cellulase were investigated using test plate method for the initial screening of 27 Trichoderma 

strains. For measuring cellulase enzymes (Endoglucanase, exoglucanase and beta glucosidase), 

the reactive dyes phenol red, Congo red (0.5, 0.05 and 0.015%) were used at pH levels of 4, 5, 7 

and 9 with carbon sources including Avicel, CMC and cellobiose. Quantitative measurement of 

cellulase was investigated using the dinitrosalicylic acid method. Screening of Trichoderma 
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strains for siderophore production was studied by CAS agar method as mycelial culture and crude 

extract in a well method. 

Results 

The results of this research showed phenol red 0.015% under pH5 is the best reagent for detection 

of cellulase, Because of there is no inhibition on mycelial growth and the purple zone diameter is 

clear. In quantitative cellulase assay, the highest enzyme specific activity is related to T. 

harzianum CT-763 with 3 U/mg. T. atroviride CT-482, CT-473 and CT-865 were known as active 

strains in siderophore production, which were able to produce two types of siderophore, 

hydroximate and catechol. The results of siderophore production in liquid medium using the well 

method showed that T. afroharzianum CT-891 has the highest siderophore production by creating 

a halo zone of 1.2 cm, while T. harzianum CT566 produced the lowest amount of siderophore 

without creating halo. 

Conclusions 

Considering the application efficiency using of siderophore and cellulase in sustainable 

agriculture and importance of the role of Trichoderma species in production these metabolites, 

the well method for siderophore and dinitrosalicylic acid method for cellulase detection 

suggested.  In this study T. atroviride and T. harzianum species had the highest production in 

siderophore and cellulase, respectively. 
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  چکیده

ها  م ثر دگ گشو گیاه، ک ترل و مویریت ها  تری  دگما اا جمله شاخصها  سل لاا  ت سط گ نهت ریو سیوگو  گ و آنزیم هدف:

ها  تتریف شجوه اهمیت ها  برتر بر اسجا  شجاخصب ابراین غربار)ر  اوریه جوایهاسجت.  م  ق بیماگگرها و یا کاگبرد دگ صج تت

 داگد.ایاد  
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دگ این پژوهش شرایط بهی ه ت ریو کیفد و کمد سیوگو  گ و سل لاا به گوش محیط کشت برا  غربار)ر  اوریه  :هاروشمواد و 

شو.  27 سد  شامل انووگل کاناا، اگزوگل کاناا و بتاگل ک ایواا اا گنگجوایه تری  دگما برگ سل لاا  س  ش آنزیم  شد برا   ها  واک 

صو  دگ  015/0و  05/0 ،5/0دگ غلظتها    ل قرمز، ک )  قرمز   م ابع کرب د آوی ل، کرب ک د متیل و  9و  7، 5، 4ها   pHدگ

شو. ستفاده  سل بی ا ا سل لاا به گوش د  سل رز و  ساری یلیکس  ش کمد  شو.نیترو سیو برگسد  ها برا  ت ریو گر  جوایهغربال ا

شوه جوایه و آگاگس رفانات سیوگو  گ نیز به گوش کروم آاگول  ج گت کشت می لی م و نجاگه خام  یلتر   Trichodermaها  ب

 دگ گوش چاهک مطارته گردیو.

شا  داد که اا بین گنگ :نتایج شد نتای  این تحقیق ن شرایط  015/0  ل قرمز با ها  واک  صو دگ  بهترین مترف برا   pH 5دگ

سل لاا مد شو، گدیابد  شو می لی مد وج د نواگد و قطر ناحیه اگغ اند با شخص ایرا مانتد بر گ ستم سل لاا،  .ا س  ش کمد  دگ 

یت ویژه آنزیمد مرب ط بیش یه ب د.  U/mg 3با  Trichoderma harzianum CT-763به ترین  تار ، CT-865ها  جوا

CT-482  وCT-473  اا Trichoderma atroviride ت ریو سیوگو  گ ش اخته شونو که ت ا  امی هن  ا  جوایه  تال دگ به  

سیوگو  گ سد ت ریو  شت و. نتای  برگ سیوگو  گ هیوگوک یمات و کت  ل گا دا شا  داد  ت ریو دو ن ع  دگ کشت مایع به گوش چاهک ن

 .Tرد که ترین میزا  ت ریو سججیوگو  گ گا داگد دگ حاسججانتد متر بیش 1/2  با ای اد هاره T. afroharzianum CT-891 که

harzianum CT-566  کمترین میزا  ت ریو سیوگو  گ گا به خ د اختجاص داد.بوو  ای اد هاره 

دگ ت ریو  Trichodermaها  گ نهاهمیت نقش سیوگو  گ و سل لاا دگ کشاوگا  پایواگ و  کاگبرد کاگایدبا ت جه به  گیری:نتیجه

سریع سیوگو  گ و گوش د  نیتروساری لیک اسیو برا  گدیابد سل لاا پیش هاد استفاده اا گوش چاهک برا  گدیابد ، هامتاب ریتاین 

 به ترتیب بیشترین ت ریو گا دگ سیوگو  گ و سل لاا گا داشت و. T. harzianumو  T. atroviride ها گ نهش د. دگ این مطارته مد

  T. atroviride، T. harzianum، بتاگل ک ایواا، انووگل کاناا، اگزوگل کاناا: هاکلیدواژه

 پژوهشد.: نوع مقاله

 ها جوایه گر غربال  1402  نبا  ااده ده د پیما و گوح الله  صابر  گی ه، ابراهیم صواقتدح ین،  ن یبه، نلاید براه ید استناد:

Trichoderma  بی ت   ر ژ  کشاوگا م له . بهی ه ساا  شرایط محیط کشت برا  ت ریو سیوگو  گ و س  ش آنزیم سل لاا با ،
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 مقدمه

اا  گیاهد ش اخته شوه ها  بیماگ م  ق و مؤثر برا  ک ترل اکثر قاگچمهاگ ن  ا  نامل ای تبه  Trichodermaقاگچ

با  ای تطلب و همباش و که به ص گت  رصتها  جوا شوه اا خاک مدترین قاگچجزء  راوا  Trichodermaها  است. گ نه

  م اد مغذ  گقابت برا ت اناید لیبه در هااین گروه اا قاگچ . Mannai et al. 2022   گیاها  وج د داگنو ب م گیشهگیاه دگ ای ت

 .گردنومح  ب مد  ق مهاگ ن امل ای ت اه،یگشو گ شیو ا زا دد اننم مد پاسخ   ، ارقامی روبدضو   هاتیمتاب ر وی ضا، ت ر و

 اهیگ  لفل سظه گ شاخ اگ د عیها و ت رو تتواد برگ سطح شیبانث ا زاای تد ک د  به ن  ا  Trichodermaکاگبرد برا  مثال 

 .Tو   T. longibrachiatumمیم تق ا زود . مطارتات نشا  داده است که  Syam et al. 2021  ش دو پ ته مد

asperelloides ش د  مدآر ده ریغ اها یبا گ  هیمحج ل دگ مقا شیبهب د نمل رد و ا زا   ذگت بانثهابه دانهIntana et al. 

ط گ ت اگ  به ص گت قاگچ ش یا ک د ای تد م  ق ب ده که بهجزء ن امل مهاگ Trichoderma ها اا این گو گ نه  .2022

اا گ نه Trichoderma  هاگ نه د تیا مهاگ سااوکاگستفاده شوه است. ا داهیگ  زایماگیب  هااا قاگچ دتیوس دام ه هینلای تد 

 دمختلف  ها. دگ حال حاضر، گ نه Sharma et al. 2017  متفاوت است دقاگچ بیماگگرها با ت جه به  دو حت )ریبه گ نه د  ا

خاک  ایبذگ  ماگیدگ قارب ت  ت اگ  کاگبردها  برا )ریگ نه د نیو چ وT. harzianum  و T. viride مان و  Trichodermaاا 

  . Frascella et al. 2022; Asadi et al. 2019  انوقراگ گر ته دم ج د دگ خاک م گد برگس داهیمختلف گ بیماگگرها دگ برابر 

است. این ترکیبات م اد کلاته ک  وه آهن سه ظر یتد  Trichodermaها  سیوگو  گ ی د اا ترکیبات ت ریو شوه ت سط گ نه

ش نو و با ی   آهن ترکیب مد ش نو. سیوگو  گ ت ریو شوه ت سط با وا  م ر  رد کم ه ت و که تحت شرایط کمب د آهن ت ریو مد

Trichoderma  به ط گ م تقیم بانث تحریک گشو گیاه اا طریق ا زایش دسترسد گیاه به آهن خاک اطراف گیشه و یا غیر م تقیم

بانث  Trichodermaها  جوایه  .Muniroh et al. 2019ش د  بانث مهاگ بیماگگر گیاه اا طریق کمب د آهن برا  بیماگگر مد

ها  ش نو. کمب د آهن دگ خاکها  ش گ و قلیاید ی د اا ت شها  انوه و غیر انوه مد شگشو و تحریک مقاومت گیاه دگ برابر ت

ش د ش د و این نامل مانع اا گشو گیاها  و حتد بانث اگد  و مرگ گیاه مدش اخته شوه است که به ش ل غیر قابل حل تبویل مد

 Yehuda et al. 1996ش دش گ  و کمب د آهن م اجه مد  . دگ چ ین شرایطد گیاه به ط گ همزما  با ت ش  Qi & Zhao 

ها به ص گت ک دها  شیمیاید کلاته به خاک اطراف گیاه و یا پاشیو  آنها ، ا زایش کلاتآهن بهترین گاه مقابله با کمب د  2013

مان و ی   ها   لز   ریسانلاوه بر آهن  تت،یدگ طب  .Knepper 2003م تقیما به برگ، برا  جذب آهن م گد نیاا دگ گیاه است  

 ها محل  برا   3Al+و  3Mn ،+3Co +سه گانه مان و   ها   یکات،  2Zn+ و  2Cd ،+ 2Cu ،+ 2Ni ،+2Pb +، اا جمله هاار ت  ود

  . Ahmed & Holmstrom 2014ک  و  گقابت مد وگو  گیاتجال س

 ،ای ت طیمح دش د که مم ن است بانث آر دگدان ام م یدایمیبا استفاده اا محج لات ش داهیگ  ها ماگیامرواه ک ترل ب

حفاظت   برا نی)زیجا کیو سلامت ان ا  ش د.   تیا طیمح  برا  و خطرات جو ویت ر  ها هیهز شی، ا زاگرهاماگیمقاومت به ب

امر م جب  نیش د. ادال مانم  سیوگو  گ گیزم ج دات ت ریو ک  وهاا  داست که ت سط برخ مهاگ ای تد ،بیماگگراا محج ل دگ برابر 
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ت سط  اهیگ ههمراه با اثر گشو ده و ک،ی تمیس دپاسخ د ان کی تال شو   ن،یب ابرا ش د.دمرب ط به د اع م  هاژ بیا   شیا زا

 به دلایل ایاد  به وسیله  . بیماگگرهاMacías-Rodriguez et al. 2020ش د    سیوگو  گ ان ام مدگیزم ج دات ت ریو ک  وه

ت ریو شوه ت سط  سیوگو  گها  استفاده اا و نوم ت اناید سیوگو  گ ت ریو ی د اا این ن امل نوم ت اناید ش نو،مد سرک ب سیوگو  گ

 مهاگنامل ای تک  و ت سط ت ریو مدکه گا   سیوگو  گها دگ محیط است و همچ ین بیماگگر گیزم ج داتیا سایر  مهاگن امل ای ت

اا دیوگاه گقابتد،  . Weller 1988باشو  مهاگ نمدنامل ای ت قادگ به استفاده اا سیوگو  گخ دشا  ، اما گیرددمم گد استفاده قراگ 

باشو و خ د ای ت)اه  م ج د دگ سیوگو  گها  خاگج سل رد این است که قادگ به استفاده اا تمام گیزم ج دبرا  یک  گاهبردبهترین 

-Khodadadi . نتای  مطارتات  Haas et al. 2008    آ  نباش و گا ت ریو ک وبه استفادهقادگ ها سایر گ نه  گا که سیوگو  گ

Pourarpanaei et al.  2021ها  مختلف   نشا  داده است که جوایهTrichoderma   با ت ریو سیوگو  گ نلاوه بر کلاته کرد

شونو. ت ریو سیوگو  گ دگ  Rhizoctonia solaniه آهن محیط گشو ر بیاچشم بلبلد م جب کاهش گشو بیماگگرها  گیاهد اا جمل

گیرد. نتای  و غلظت آهن دگ خاک تحت تاثیر قراگ مد pH  متغیرها  مختلفد اا جمله به وسیله Trichodermaها  گ نه

و   نشا  داده است که سیوگو  گ دگ شرایط تحت ت ش ش گ  با ت ظیم جذب آهن بانث بهب د گشQi & Zhao  2013 مطارتات 

تر اا تیماگ شاهو  آهن  ب ده است آهن بیش-ش د. شاخص ها  گشو  مثل ط ل ساقه، وا  تر و خشک دگ تیماگ سیوگو  گگیاه مد

  گا با ارقاو بادم ا   اگیخ  شوها  گشاخص Trichodermaها  گ نه استفاده اادهو که مدشا  و همچ ین نتای  محققین ن

  وگو  گهایس بیا  داشت و و  Montesinos et al. 2020  ه استداد شیا زا  ت ش ش گتحت دگ شرایط  د ی ر ژیزیحفاظت  

ها  . برگسدMontesinos et al. 2020و  داشت   ش گ ددگ کاهش اثرات م ف  وینقش کل Trichodermaت ریو شوه ت سط 

ش د انث تحریک و ارقاء گشو دگ گیاه مدساا  شوه است بخارص T. harzianumکه اا  1هاگایانیک اسیونشا  داده است که ترکیب 

 Vinale et al. 2009.    برا  مثال دگ آامایشد که گو  گیاه کلزا ان ام شوه است، هاگایانیک اسیو بانث ک ترل بیماگگرها

مختلف قاگچد دگ گیاه کلزا گردیوه است و گیاها  حاصل اا بذگها  تیماگ شوه با این ترکیب نیز وا  تر و خشک و ط ل ساقه و 

   .Vinale et al. 2013انو  گیشه بیشتر  ن بت به شاهو داشته

 گود گب ام  ق  مهاگنامل ای ت یک ا ن   به Trichoderma هشو بانث که مهاگ ای ت سااوکاگ صلدترینو ا مهمترین

، آنزیم سل لاا است.  Trichodermaها  ت ریو شوه ت سط . ی د دی)ر اا متاب ریتتسآ  ا نتدبی تیکآ ت ریوو  ان)لدقاگچ ت اناید

 نینخ ت دسل ر   اگهی. اا آن ا که داست هاقاگچدگ  دسل ر   اگهید  ده وه لیبرد  اجزاء تش  نبی ااآ   داختجاص  فهیوظکه 

  فهیوظ ،گل کا  د اا ج سقاگچ   اگهیده وه د لیتش   برد  اجزا ا یم اااست  ت زیه ک  وه ها میسو دگ برابر آنز نتریو مهم

اامی ت هاید خ د سل رز داگنو     اگهیکه دگ د هایدماگگریک ترل ب  اسا  برا نی. بر همباشودم هامیآنز نیاا ا  اگیب  داختجاص

  دی اگه سل رد مثال  . برامد ش دداگنو، استفاده  یدبالا  که ت ا  سل لاا مهاگ ای تد امل..  اا ن . ، میتیو پ ت  ت گای مان و 

                                                      
1 Harzianic acid 
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Phytophthora drechsleri  وPhytophthora citrophthora 3-1گل کا   و بتا  4-1بتا   اهرهی ان ز داگا  سل ر 

 .Win et al. 2021; Barahoei et al  داگد  سل لاا ها مین بت به آنز یدبالا تیاسح ، گل کا  است 6-1گل کا  و بتا 

مقرو  به  لیتبو ورد گا به خ د جلب کرده است  ادیتاک    ت جه ا  )  سل رزیر استفاده اا م اد  ت سته   اوگ اا طر د  .2023

 زیوگوریبا ه واگیت ا  به ط گ پادگا م دلیتبو نیاست. چ  هوف نیا  برا هنمو تیمحوود کی ریقابل تخم  به ق وها )  سل رزیصر ه ر

 و استفاده اا ان اع مختلف هاگ نه د یژنت  دست اگ و،یجو گیزم ج دات  غربار)ر .ان ام داد  نموتاً با استفاده اا سل لااها  دمیآنز

سل لاا، به  داصل وک  وگا یاا ت ر د ی Trichoderma reesei گ نه. سل لاا ان ام شوه است ویبهب د بااده ت ر  براگیزم ج دات 

دو ن ع هیوگوریز برا  سل رز وج د   .Taherzadeh-Ghahfarokhi et al. 2022 است ط گ گ ترده م گد مطارته قراگ گر ته 

  .Gao et al. 2021  ت انو کاگآمو و سااگاگ با محیط ای ت باشوهیوگوریز آنزیمد مدز آنزیمد که داگد: هیوگوریز اسیو  و هیوگوری

ش د. انووبتاگل کاناا به ص گت گل کاناا، اگزوگل کاناا و بتا گل ک ایواا ان ام مد 4-1ها  انوو بتا تخریب سل رز به گل کز ت سط آنزیم

باشو و محج ل   حاصل اا انووبتاگل کاناا مدمحل اثر اگزوبتاگل ک ایواا انتها  ان یرهک و. ت ه مدتجاد د پلیمر سل رز  گا ت ه

ها  ی    .Xiang et al. 2020 ش د نهاید آ  سل بی ا است.  سل بی ا حاصل به وسیله بتاگل ک ایواا به ق و گل کز ش  ته مد

مهاگ  تاثیر قراگ ده و و م  ر به تغییراتد دگ ت ا  ای ت گا تحت Trichodermaها  ها  آنزیمد گ نهت ان و  تاریت لز  مد

ده و، برا  مثال طبق برگسد که ها  م ) ز  تاریت سل بی هیوگولاا گا ا زایش مدش نو. ی  ها  گیاهد مداین قاگچ نلیه بیماگگر

د که دگ محیط حاو  گیزمغذ    آنزیمد امانان ام شوه، میزا   تاریت ویژه Trichodermaبر گو  چهاگ جوایه  92دگ سال 

ها ن بت به شاهو کاهش یا ته است. برخد م ) ز گشو یا ته ن بت به شاهو بیشتر ب ده است، ورد میزا   تاریت دگ سایر گیزمغذ 

 ا  به آنزیم شوه و دگ این واک شها   تال آنزیم مانع اا اتجال ماده امی هبا چ بیو  به محل 2Cu+ها   لز  س )ین مثل ی  

ش د ورد م یزیم مد T. reeseiکل یم و م یزیم بانث ا زایش ت ریو سل لاا دگ  . Morid & Zafari 2013ک  و  اختلال ای اد مد

 .Gupta et al  دگ غلظتها  بالا اثر مهاگک  وه داگد. آهن، م ) ز، کبارت و گو ، جزء ن اصر م ثر بر ت ریو آنزیم سل لاا ه ت و

باشو به خج ص ه )امد  ها  م اسب برا  گسیو  به اهواف خاص با چ و جوایه برتر مدها اا جمله گوشگر  جوایه . غربال2014

باشو ها مدکه تتواد ایاد  اا جوایه وج د داگد. گوش استفاده اا غربار)ر  کیفد یک گوش ساده و سریع برا  تشخیص برترین جوایه

 Yoonاا نظر ت ریو سیوگو  گ و آنزیم سل لاا استفاده کرد   Trichodermaها  گر  جوایهت ا  برا  غربالکه اا این گوش مد

2007et al. ش د که یک گوش جهاند برا  ش اساید و استفاده مد  2 . برا  گدیابد سیوگو  گ اا گوش کروم آاگول س رفانات آگاگ

 . دگ این محیط کشت هاره ناگن د گنگ Verma et al. 2012  است  IIIتتیین سیوگو  گها با استفاده اا میل ترکیبد بالا با آهن  

  وج د سیوگو  گ دگ محیط کشت است. وج د سیوگو  گ دگ محیط کشت کروم آاگول نشا  ده وه 3اطراف پرگ ه گو  آگاگ آبد گنگ

وم آاگول   کرش د که سیوگو  گ به ن  ا  یک اتجال ق   با آهن م ج د دگ محیط واک ش دهو و مادهس رفانات آگاگ بانث مد

                                                      
2 Chrome Azurol S (CAS( Agar 
3 Blue agar 
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 . نتای  Ayyandurai et al. 2021ش د  س رفانات اا آهن جوا ش د که این واک ش به ص گت تغییر گنگ مشاهوه مد

اا نظر میزا  ت ریو و ن ع سیوگو  گ دگ محیط کشت  Trichodermaها  گر  جوایه  گو  غربالChen et al.   2019مطارتات

سیوگو  گ اا ن ع  T. koningiiو  T. atroviride ،T. paraviridescens  هاگ نهکروم آاگول س رفانات آگاگ نشا  داد که 

ت ا  ک و. اا گوش غربار)ر  کیفد نیز مدهر دو ن ع سیوگو  گ کت کل و هیوگوک یمات گا ت ریو مد T. asperellum کت کل و 

اا نظر  تاریت آنزیم سل لاا  استفاده کرد. گوش غربار)ر  کیفد ابزاگ  برا  گدیابد  Trichodermaبرا  گدیابد جوایه برتر 

ش د. اص لا به این استفاده مد 5و ک )  قرمز 4ها  مختلفد مثل   ل قرمزساکاگیو ت سط قاگچ است که دگ آ  اا گنگ  پلدت زیه

برا  مثال طد برگسد که دگ سال  ش د.)ر  کیفد استفاده مدها  گن)د، گن)ها  واک شد مد گ ی و که دگ گوش غربارن ع اا مترف

،   ل  7، تریفا  بل  6ها  بریلیانت بل گ نه قاگچد متفاوت ص گت گر ت مشخص شو که اا بین گنگ 19گر  برا  غریال 2007

و بتاگل ک ایواا کاگاید بیشتر   ها  انووگل کاناا، اگزوگل کانااقرمز و ک )  قرمز، گنگ   ل قرمز و ک )  قرمز برا  گدیابد آنزیم

ها  گیر  آنزیمگیر  سل لاا کل و یا انوااهگیر  سل لاا مم ن است به ش ل انوااهگوش انوااه . Yoon et al. 2007داگنو  

ها  سل لاا هر آنزیمگیر  گیر  سل لاا کل شامل اگایابد انووگل کاناا، اگزوگل کاناا و بتاگل ک ایواا است و انوااهسل لاا باشو. انوااه

 17 ا  که گو  غربار)ر  . دگ مطارتهGajora & Vakharia 2012گیرد  ها به ت هاید م گد س  ش قراگ مدیک اا این آنزیم

ها  سل لاا گا دگ غربار)ر  آنزیم شوه استها  ش گ و قلیاید باغات پ ته ان ام جوا شوه اا خاک Trichodermaمتفاوت  گ نه

اا نظر ت ریو هر  T. longibrachiatumو  T.harzianumف   ل قرمز اگایابد نم دنو. نتای  نشا  داد که دو گ نه کیفد با متر

استفاده اا سیوگو  گ و سل لاا دگکشاوگا  پایواگ و  کاگایدبا ت جه به ها برتر  داگنو. ب ابراین سه آنزیم سل لاا ن بت به سایر گ نه

ب مد اا  Trichoderma ها غربار)ر  سریع جوایهاین پژوهش با هوف  ،ترکیباتو این دگ ت ری Trichodermaاهمیت نقش 

یک گوش مطمئن، سریع و ساده برا  هر  ها  مختلف و اگائهنظر ت ریو سیوگو  گ و آنزیم سل لاا برا  انتخاب جوایه برتر با گوش

 ترکیب طراحد و ان ام گردیو.

 

 هامواد و روش

ستفاده Trichoderma قاگچها  جوایه: Trichodermaهای جدایه شت اا کل  ی   ،این پژوهششوه دگ  ا  قاگچ ک

م اطق مختلف و گیزوسفر مرکبات اا  اا خاک هاجوایهشو. این  تهیهنجر ن   گ    ا   دانش)اه ورد گیاهد ش اسدبخش بیماگ 

سا  گوش ساا  و برا ستا  کرما  جمع آوگ ، جوا سدگیختها  ا شوه و م ر  رد ش ا ساید  ساید  .ب دنو ش ا  ش اسدگیختش ا

                                                      
4 Phenol red 
5 Congo red 
6 Brilliant blue 
7 Tryphan blue 
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و  گن)وانه، ت ریو ج ش وج د نوم ای وج د پرگ ه، شججج لاا قبیل نح ه گشجججو و  کیم گ  ر ژ  ماکروهادژگیو اسجججا برها جوایه

شتاب  نح هش ل و  مان ود  ی روم گ  ر ژیم  هادژگیو ستفاده اش ل و انوااه ک یو  ب و،یاری  انوااه و ش ل ف گ،یویک  ان  اا ا

-http: //nt.ars  و کلیو م ج د دگ سجججایت تری  دگما  Gams and Bissett, 1998کلیو شججج اسجججاید گمس و بی جججت  

grin.gov/taxadescriptions/keys/ TrichodermaIndex.cfm .ها  م ر  رد مشخجه پایه ش اساید بر  ان ام شوه ب د

ستفاده اا ت ثیر و ترادف ن کلئ تیو  ناحیه ستفاده اا جفت آغااگرها   DNAاا  ITS  با ا ان ام  ITS1F- ITS4گیب اومد با ا

که  سججد قراگ گر تم گد برگجوایه  27 دگ این پژوهش . Gardes and Bruns, 1993 ; White et al., 1990شججوه ب د  

 آوگده شوه است. 1ها  آنها دگ جوول ویژگد

سولفانات آگار:  سیدروفور به روش کروم آزرول  سنجش تولید  سی  سیوگو  گ برر شخیص کیفد ت ا  ت ریو  ت

سط  ستفاده اا محیط Trichodermaها  م تخب جوایهت  سط  با ا شوه ت  شرح داده  س رفانات آگاگ به گوش  شت کروم آاگول  ک

Alexander & Zuberer  1991  .اا حاشججیه م گد نظر،  ها جوایهبرا  کشججت سججاا  محیط کشججت، پس اا آماده ان ام شججو

برا  . قراگ داده شوآگاگ کروم آاگول س رفانات متر  گو  محیط کشت میلد پ   قرص می لی مد ،  یکجوایهکشت چهاگ گواه هر 

سه شرایط تاگی د با دما  همحیطشو و  گر ته نظر دگ ت راگ هر تیماگ  شونو. انوااه 28ا  کشت دگ  سل ی   ن)هواگ     دگجه 

قطر  . ن بتگیر  شوانوااه کشبا خط و قطر هاره ناگن د تش یل شوه دگ اطراف آ ، به موت یک هفته بج گت گواانه پرگ هقطر 

برا   .ایابد ت ریو سججیوگو  گ دگ نظر گر ته شججوبه ن  ا  متیاگ اگمیان)ین هفت گوا محاسججبه و  جوایهبرا  هر  پرگ ههاره به قطر 

کشججت کروم آاگول سجج رفانات آگاگ ت اناید گشججو نواشججت و اا گوش تغییر یا ته که دگ محیط Trichodermaها  برگسججد جوایه

  اسججتفاده شججو. دگ این گوش ابتوا Milagres et al.  1999کشججت کروم آاگول سجج رفانات آگاگ، شججرح داده شججوه ت سججط محیط

متر  گیخته شو. پس اا ان ماد ها  پتر  نه سانتدکشت نجاگه مارت آگاگ دو دگصو تهیه و بتو اا سترو  کرد  دگ تشتکمحیط

کشججت کروم آاگول سجج رفانات آگاگ ریتر اا محیطمیلد 15محیط کشججت، نیمد اا آ  با کاگدک کاملا اسججتریل برداشججته شججو و با 

 Alexander & Zuberer 1991 اا حاشیه کشت م گد نظر،  ها جوایهبرا  کشت کشت گردیو. این بخش اا محیط  جای)زین

 قراگ دادهک اگ ربه تشتک پتر   نجاگه مارت آگاگ کشتمحیطنیمه گو   متر میلد پ   قرص می لی مد یک، جوایهچهاگ گواه هر 

دگجه  28دگ شججرایط تاگی د با دما  ها  پتر  به موت یک هفته تشججتکشججو و  گر ته نظر دگ ت راگ . برا  هر تیماگ سججهشججو

 گیر  قطر هاره ای ادشوه، اگایابد شو.سپس میزا  ت ریو سیوگو  گ با انوااه سل ی   ن)هواگ  شونو.

سیدروفور سی تاثیر آهن در تولید  ت ریو  برا  Trichodermaها  جوایه ت انایداین آامایش با هوف مقای ه : برر

شت  شو. بوین م ظ گ محیط ک شت ان ام  ض گ آهن دگ محیط ک ض گ و نوم ح س رفانات آگاگ سیوگو  گ دگح  4حاو  کروم آاگول 

شتکو پس اا کشت جوایه تهیه گردیو آهن  م لاگ کلرایومیلد شرایط تاگی د با دما  ها، ت دگجه  28ها  پتر  دگو  ان  بات گ دگ 
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شونو. تیماگ  شوسل ی   ن)هواگ    .Schwyn & Neilanos 1987; Zhao et al  شاهو بوو  ی   آهن دگ نظر گر ته 

2020   . 

کشت مایع اا برا  س  ش ت ا  ت ریو سیوگو  گ دگ محیطبررسی سنجش تولید سیدروفور در محیط کشت مایع: 

س رفانات ا  با ای اد چاهک دگ محیطShin et al  2001.گوش تغییر یا ته  شت کروم آاگول  شت دگ آگاگک ان ام  8گاگ  به گوش ن

شتبتو اا گیختن محیطشو.  ستفاده اا چ ب ک شتک پتر ، با ا شتکمتر ، چاهککن پ   میلدس گاخ پ بهدگو  ت ها  هاید دگ ت

برا  تهیه محیط  .ها  پلاستی د و دگ یخچال ن)هواگ  شونوکی هها تا اما  استفاده دگو  ای اد شو. تشتکحاو  محیط کشت 

محیط کشجججت مایع حاو  یک گرم دگ ریتر م اد با کمد تغییر اسجججتفاده شجججو.   Elad & Chet  1983کشجججت مایع اا گوش 

سه گرم دگ ریتر گل کز با 4MgSO و KCL، نیم گرم دگ ریتر 3NO4NHو  3NaNO، 4HPO2Kمتوند  ،pH 5/5  شو و ستفاده  ا

 100حاو   ها  اگرندگ  لاسک Trichodermaها  متر  اا جوایهمیلد   پس اا سترو  کرد  محیط، سه قرص می لی مد پ

دگجه  28دوگ دگ دقیقه دگ دما   150کشججت مایع کشججت داده شججو و سججپس گو  دسججت)اه ت ا  ده وه با دوگ ریتر اا محیطمیلد

شونو شت گوا ن)هواگ   جاگه خام  یلتر می روریتر  400 دگ مرحله بتو .سل ی   به موت ه  هاچاهکدگو  شوه هر جوایه اا ن

ل ی   دگجه س 28سانت دگ دما   24موت  بهمحیط کشت ها  تشتک گیخته شو. برا  هر جوایه سه ت راگ دگ نظر گر ته شو و

 گیر  شو. کش انوااهای اد شوه اطراف چاهک با خط ناگن د  و  سپس قطر هارهقراگ گر ت و 

به م ظ گسجج  ش کیفد  تاریت آنزیمد سججل لاا   :آنزیم سييلولازبررسييی سيينجش کیفی و کمی میزان تولید 

 9MSMاا محیط کشججت  اسججتفاده شججو. بوین م ظ گبا تغییراتد   Katatny et al  2000.اا گوش  Trichodermaها  جوایه

جاگه مخمر،  صو ن صو 1/0حاو  یک دگ 3NaNOدگ
 
صو 4HPO2K ،05/0 و صو 001/0و  4MgSOو  KCLدگ  4FeSO دگ

ستفاده گردیو سدگدیابد و  به م ظ گ .ا سل لااهر یک اا آنزیم ت ا  ت ریو برگ صو آوی ل، کرب ک د  5/0اا م ابع کرب د  ،ها   دگ

سپس با اضا ه نم د  مقواگ  بتاگل ک ایواا استفاده شو. و انووگل کاناا ،گیر  اگزوگل کانااانوااه به ترتیب برا متیل سل رز و سل بی ا 

صو 5/2 شت، دگ دما  آگاگ به محیط دگ شت چهاگ گواه هر جوایه، یک قرص  دگجه 121ک شیه ک سترو  گردیو. اا حا سل ی   

سهمیلد  پ   می لی مد شو. برا  هر تیماگ  شت قراگ داده  دگجه  25شو و دگ دما   گر ته نظر دگ ت راگ متر  دگ مرکز محیط ک

سه ارد چهاگ گوا قراگ گر ت. میزا   ص گت کیفد با انوااهسل ی   به موت  سل لاا به  گیر  قطر هاره اگغ اند گنگ ت ریو آنزیم 

ک )  قرمز ها  واک شد اا گنگ دگصو 015/0و  05/0 ،5/0مقادیر دگ حض گ سانت پس اا کشت 96تا  24ناشد اا ت ریو آنزیم دگ 

ها    جوایهسججل لاامیزا  ت ریو آنزیم  کمد سجج  ش .قراگ گر تمحاسججبه م گد برگسججد و  9و  7،  5، 4ها   pHبا    ل قرمزو 

. بوین م ظ گ  Neethu et al. 2012 س  د با س  ش میزا  ق و م ج د دگ محیط، ان ام شو تری  دگما با استفاده اا گوش گنگ

                                                      
8 CAS-AD 

9 Minimal Synthetic Medium 
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شت چهاگ گواه جوایه تتواد چهاگ قرص می لی مد پ   میلد سک Trichodermaمتر  اا ک سترو  به  لا شرایط   ها  اگرندگ 

دگصججو  4MgSO ،2/0، و KCLدگصججو  4HPO2K ،05/0دگصججو  3NaNO ،1/0دگصججو  2/0حاو   سججترو مایع او  محیط ح

سل رز  به ن  ا  م بع کربن  با  5/0پروتئاا پپت   و  صو کرب ک د متیل  شرایط  چهاگ pHدگ ضا ه گردیو و به موت یک هفته دگ  ا

محیط مایع به موت دوگ دگ دقیقه قراگ داده شو. سپس س سپان ی    150  سل ی   گو  دست)اه ت ا  ده وه با دگجه 28دما  

دوگ دگ دقیقه سججانتریفی ژ گردیو و اا محل ل گونشججین به ن  ا  آنزیم خام  9000  سججل ججی   و دوگ دگجه 4دقیقه دگ دما   15

شو. ستفاده  شامل  ا سل لاا  س  ش آنزیم  صو کرب 500مخل ط واک ش برا    500سل رز و متیل ک دمی روریتر اا محل ل یک دگ

  سل ی   ن)هواگ  شو و دگجه 50دقیقه دگ حمام آب گرم دما   30  آنزیمد ب د. مخل ط واک ش به موت می روریتر اا نجاگه

گرم سویم پتاسیم  75نیتروساری یلیک اسیو + گرم د  25/0  اسیونیتروساری یلیکسپس با اضا ه کرد  سه میلد ریتر مترف د 

.  Kim et al. 2014  میلد ریتر  واک ش مت قف شو 250میلد ریتر سویم هیوگوک یو دو نرمال برا  ح م نهاید  50 تاگتاگات +

اسیو ت سط نیتروساری یلیکدقیقه دگ آب دگ حال ج شیو  قراگ داده شو تا دگ اثر احیاء مترف د  20ها به موت دگ مرحله بتو نم نه

ان ام با اسججتفاده اا دسججت)اه اسججپ ترو ت متر  نان دگا  ترف اا اگد به قرمز ان ام پذیرد و سججرق و احیاء شججوه  گل کز ، تغییر گنگ م

  آنزیم به می روریتر آب مقطر به جا  نم نه 500نان متر خ انوه شججو. مترف ت ها با اضججا ه کرد   540میزا  جذب دگ ط ل م ج 

شو   سد  سه، پ   و هفت می روم ل بر میلد ها  . اا غلظتZhang et al. 2009هما  گوش بالا برگ ریتر گل کز به ن  ا  یک، 

ستفاده گردیو. یک واحو  تاریت آنزیمد ستانواگد ا شو  یک می روم ل  می روم ل بر میلد ا ست که برا  آااد  ریتر ، مقواگ آنزیمد ا

 سهدگ  جوایه هر برا  آنزیم  تاریت گیر  انوااهریتر لاام مد باشو. ق و احیا شوه به ص گت گل کز دگ موت یک دقیقه دگ یک میلد

 گیر  شو.   انوااهBradford  1976میزا  پروتئین کل بر اسا  گوش شو.  ان ام ت راگ

 

 مطالعه نیا در استفاده مورد Trichoderma یهاگونه ستیل .1 جدول

Table 1. List of Trichoderma species used in this study 

 کو جوایه

Strain 

code 

 گ نه

Species 
 

 کو جوایه

Strain code 
 

 گ نه

Species 
 

 کو جوایه

Strain code 
 

 گ نه

Species 
 

CT-865 T. atroviride CT-722 T. harzianum CT-792 T. guizhouense 

CT-482 T. atroviride CT-655 T. harzianum CT-936 T. aureoviridis 

CT-937 T. guizhouense CT-634 T. harzianum CT-489 T. harzianum 

CT-731 T. harzianum CT-862 T. harzianum CT-4817 T. afroharzianum 

CT-734 T. pseudoharzianum CT-473 T. atroviride CT-977 T. afroharzianum 

CT-612 T. virens CT-031 T. atroviride CT-891 T. afroharzianum 

CT-447 T. afroharzianum CT-9715 T. virens CT-763 T. harzianum 

CT-055 T. afroharzianum CT-062 T. virens CT-203 T. harzianum 

CT-566 T. harzianum CT-773 T. afroharzianum CT-873 T. harzianum 
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 نتایج و بحث

ها  دگ جوایهت ریو سجججیوگو  گ بررسييی سيينجش تولید سييیدروفور به روش کروم آزرول سييولفانات آگار: 

Trichoderma کروم آاگول گیر  قطر پرگ ه دگ   اصل اماند متین و برگسد قطر هاره تغییر گنگ یا ته دگ محیط کشت با انوااه

 م گد برگسد دگ این پژوهش ت ا  ت ریو سیوگو  گ گا داشت و. ت ریو سیووگ  گ ها جوایهتمام م گد اگایابد قراگ گر ت.  س رفانات آگاگ

شتاند می لی مد   قطر  شو  ها جوایه پرگ هن بت قطر هاره به  . 2 جوول  متفاوت ب د جوایه ، ب ته به ن ع پرگ ه  قطر هاره  و گ

دگ گوا  هفتدگ هفت گوا مت ارد و همراه با میان)ین ن جججبت قطر هاره به قطر پرگ ه برا  هر جوایه  .متغیر ب د 26/0– 41/2بین 

و  CT-473، CT-482 ها جوایه پرگ ه دگن ججبت قطر هاره به قطر ها  م گدآامایش، جوایها بین ا شججوه اسججت. آوگده 2جوول 

CT-865 متتلق به گ نه   T. atroviride سایر بیش سیوگو  گ  اگایابد گردیو. دگ این خج ص هاجوایهتر اا  شح  نیز شوت تر

شو می لی م  سه  تال دگ امی ه ها جوایه به ن  ا  که ب دبیش اا گ شونو. این  ش اخته  سیوگو  گ   به ترتیب با قطر جوایه  ت ریو 

ها، ب ته به ن ع جوایه و دگ خج ص سایر جوایهداشت و  هاجوایهبیشترین ت ریو سیوگو  گ گا دگ بین  مترسانتد 71/1و  23/2، 41/2

اسججت که هر جوایه دگ شججرایط محیطد خاص متفاوت ب د. نتای  بوسججت آموه بیان)ر آ   97/0-26/0میان)ین قطر هاره به پرگ ه اا 

ش د گنگ آبد دیو مد، ه )امد که آهن به آ  متجل است به کروم آاگول س رفانات مترفواک ش متفاوتد اا خ د نشا  مد دهو. 

 شجج دمد اگد، ناگن د یا ب فش ظاهربه گنگ  سججیوگو  گها  ترشججح شججوهآ  جوا شجج د ب ججته به ن ع  اا و دگ صجج گتد که آهن

 Milagres et al. 1999  .جال برا  ای  ه س رفانات ات ق   نی ت، هر ناملد که بت انو با گر تن آهن این آهن -کروم آاگول 

ا  که خاصججیت سججیوگو  گ  داشججته باشججو ج اب شجج د. این محیط دگ مقابل هر مادهگنگ مد این تغییر پی نو گا بشجج  و بانث بروا

ست  م م ع شوه برآوگد  تقریبد اا مقواگ دادههارۀ تغییر گنگ  دهو؛ ب ابراین قطرمد ش ل سیوگو  گها  آ  جوایه ا اا بین   .1 

این دگ حارد ب د گا داشت و.  11و کت  ل 10سیوگو  گ هیوگوک یماتدو ن ع  هر ت ا  ت ریو جوایه قط این سه  ها  م گد برگسدجوایه

 .T. afroharzianum (CT-055, CT-891) ،T. harzianum (CT-763, CT-634, CT-566) ،Tها  که جوایه

virens CT-9715 ،T. pesudoharzianum CT-734  وT. guizhouense (CT-792, CT-937)  قط سججیوگو  گ اا 

، T. harzianum (CT-655, CT-489, CT-862, CT-722, CT-731)ها  جوایه گا ت ریو کردنو و هیوگوک ججیماتن ع 

T. virens CT-612 ،T. afroharzianum CT-977 ،T. atroviride CT-031  وT. aureoviridis CT-936   نیز

  . 2 جوول  ب دنو 12ن ع کرب ک یلاتسیوگو  گ اا قادگ به ت ریو 

  

                                                      
10 Hydroxamate 
11 Catechol 
12 Carboxylate 
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کشت  براساس تولید سیدروفور و شدت واکنش در محیط Trichodermaهای انتخابی ارزیابی جدایه .2جدول 

 کروم آزرول سولفانات آگار

Table 2. Evaluation of selected Trichoderma strains based on siderophore production and 

intensity of reaction in Chrome Azurol S (CAS) agar medium 
 دگ گوا پس اا کشت  سانتد متر  پرگ هن بت قطر هاره به قطر 

The ratio of halo zone to colony diameter in days post 
culture (cm) 

تغییر گنگ ای اد  ن ع سیوگو  گ شوت واک ش
جوایهکو  شوه  

 گوا7میان)ین 
Average 7 days 

7 
7 

6 
6 

5 
5 

4 
4  

3 
3 

2 
2 

Reaction 
intensity  

Siderophore 
type 

Color 
change  

Strain 
code 

 هیوگوک یمات ++ 0 0.5 0.56 0.67 0.67 0.73 0.52
Hydroxamate 

 ناگن د
orange CT-055 

 کرب ک یلات + 0 0.45 0.4 0.53 0.56 0.61 0.43
Carboxylate 

 اگد
yellow CT-655 

 هیوگوک یمات ++ 0 0 0.83 0.8 0.8 0.84 0.55
Hydroxamate 

 ناگن د
orange 

CT-891 

0.36 0.69 0.58 0.5 0.38 0 0 + 
 کرب ک یلات

Carboxylate 
 اگد

yellow 
CT-489 

 هیوگوک یمات ++ 0.63 0.67 0.86 0.86 0.8 0.87 0.78
Hydroxamate 

 ناگن د
orange 

CT-763 

 کرب ک یلات + 0.52 0.38 0.3 0.33 0.57 0.62 0.45
Carboxylate 

 اگد
yellow 

CT-031 

0.93 0.94 0.91 1 0.8 0.9 1 ++ 
 هیوگوک یمات

Hydroxamate 
 ناگن د
orange 

CT-792 

2.41 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.0 +++ 

هیوگوک یمات و 
 کت  ل

Hydroxamate 
and Catechol 

 ناگن د و ب فش
Orange and 

Purple 
CT-473 

2.23 2.5 2.5 2.5 2.3 2.0 1.6 +++ 

هیوگوک یمات و 
 کت  ل

Hydroxamate 
and Catechol 

 ناگن د و ب فش
Orange and 

Purple 
CT-482 

1.71 2.0 2.0 2.0 1.8 1.5 1.0 +++ 

هیوگوک یمات و 
 کت  ل

Hydroxamate 
and Catechol 

 ناگن د و ب فش
Orange and 

Purple 
CT-865 

 هیوگوک یمات + 0.6 0.33 0.25 0.27 0.22 0.33 0.33
Hydroxamate 

 ناگن د
orange 

CT-9715 

 کرب ک یلات + 0 0 0.22 0.42 0.43 0.8 0.31
Carboxylate 

 اگد
yellow 

CT-936 

 کرب ک یلات + 0.33 1 0.91 1 1 1 0.87
Carboxylate 

 اگد
yellow 

CT-977 

 کرب ک یلات + 0 1 1 1 1 1 0.83
Carboxylate 

 اگد
yellow 

CT-722 

 هیوگوک یمات + 0 0.6 0.67 0.63 0.73 0.8 0.57
Hydroxamate 

 ناگن د
orange 

CT-566 

 هیوگوک یمات ++ 1 1 1 1 1 1 1
Hydroxamate 

 ناگن د
orange 

CT-734 

 کرب ک یلات + 0 0 0.25 0.45 0.54 0.53 0.3
Carboxylate 

 اگد
yellow 

CT-731 

 کرب ک یلات + 0.55 0.26 0.2 0.2 0.38 0.47 0.34
Carboxylate 

 اگد
yellow 

CT-862 

 هیوگوک یمات ++ 1 1 1 1 0.95 0.89 0.97
Hydroxamate 

 ناگن د
orange 

CT-937 

 هیوگوک یمات ++ 1 1 0.86 0.7 0.72 0.65 0.82
Hydroxamate 

 ناگن د
orange 

CT-634 

 کرب ک یلات + 0 0 0 0.33 0.4 0.45 0.26
Carboxylate 

 اگد
yellow 

CT-612 

 آبد - - - - - - - - -
Blue 

 ک ترل
Control 

 intense)+++( قوی                medium)++(متوسط          weak)+(ضعیف  
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آزرول سولفانات آگار در اثر ترشح انواع مختلف کشت کروم تغییر رنگ ایجاد شده روی محیط .1شکل 

 Trichoderma رنگ سیدروفور از نوع کربوکسیلات در ( هاله زردA) Trichodermaهای سیدروفور در گونه

harzianum CT-722 (B هاله نارنجی رنگ سیدروفور از نوع هیدروکسیمات در )Trichoderma harzianum 

CT-634 (Cهاله بنفش رنگ سیدرو ) فور از نوع کتکول درTrichoderma atroviride CT-473 

Figure 1. The color change created on the Chrome Azurol S (CAS) agar plates due to the 

secretion of different types of siderophore by Trichoderma species (A) the yellow halo zone 

of carboxylate-type siderophore in Trichoderma harzianum CT-722 (B) the orange halo zone 

of hydroxymate-type siderophore in Trichoderma harzianum CT-634 (C) the purple halo 

zone of catechol-type siderophore in Trichoderma atroviride CT-473 

 

آاگول سجج رفانات آگاگ داگا  گشججو خیلد محوود  ب دنو به همین نلت اا گوش ها گو  محیط کشججت کروم برخد اا جوایه

دگ محیط  13اصلاح شوه کروم آاگول س رفانات آگاگ استفاده شو. گوش اصلاح به دریل سمیت ه)زا دسیل تر  متیل آم نی م برومایو

ها  مختلف به تفاوت ساختاگ  دگ جوایه . تغییر گنگ متفاوت دگ  ;Verma et al. 2012 Inbar et al. 1994باشو  مدکشت 

سیوگو  گها مرب ط مد سیوگو  گ وج د داگنو که مد ت ا  به کت  ل، هیوگوک یمات و کرب ک یلات ان اع  ش د. ان اع مختلفد اا 

ش ل  شاگه نم د   سیوگو  گ ن ع کت  ل، تغییر گنگ آبد به ناگن د 1ا شح  به دریل  . تغییر گنگ محیط اا آبد به ب فش به دریل تر

                                                      
13 Hexa Decyl Tri Methyl Ammonium bromide 
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 Inbarباشو  ترشح سیوگو  گ ن ع هیوگوک یمات و تغییر گنگ آبد به اگد گوشن به دریل وج د سیوگو  گ اا ن ع کرب ک یلات مد

et al. 1994; Chen et al. 2019 . 

شت سیدروفور در محیط ک سی تاثیر آهن در تولید  س رفانات : برر شت کروم آاگول  نتای  کاگبرد آهن دگ محیط ک

سیوگو  گ مد م لاگمیلد 4غلظت  آگاگ با شا  داد که غلظت بالا  آهن محیط، بانث بااداگ  کامل اا ت ریو  اماند که آهن  .ش دن

آیو به همین نلت یابد به آهن بین گیزم ج دات ب ج د مددگ محیط به مقواگ خیلد کم وج د داشجججته باشجججو، گقابتد برا  دسجججت

ستیابد به آهن م گد  سیوگو  گ ت ریو مدگیزم ج دات برا  د سایر گیزم ج دات نیاا، دگ محیط اطرا ش  ک و تا بت انو دگ گقابت بین 

 . 2 ش ل  گیردم  ق باشو. دگ غیر این ص گت به نلت  راواند آهن دگ محیط ت ریو سیوگو  گ ص گت نمد

 

سط 2شکل  سیدروفور تو شت در محیط  Trichoderma atroviride CT-865 جدایه. توانایی تولید  کروم ک

 mM4با غلظت  3FeCl( همراه با آهن 3Fe   B+( بدون حضور یون آهن A: )آزرول سولفانات آگار

Figure 2. Siderophore production capability in Trichoderma atroviride CT-865 on Chrome 

Azurol S (CAS) agar medium in (A) without presence of iron Fe3+ (B) the presence of iron 

FeCl3 with a concentration of 4mM 

 

 نلت وج د م اد دترج تبه Trichodermaها  جوایهبررسی سنجش تولید سیدروفور در محیط کشت مایع: 

نتی ه  ب دنو، دگ کروم آاگول سج رفانات آگاگکشجت گو  محیط م اسجب  اقو ت اناید گشجو  ه)زا دسجیل تر  متیل آم نی م برومایو

سیوگو  گ آنها به این گوش قابل سط نی ت. همچ ین  دقیق گیر انوااهمیزا  ت ریو  سیوگو  گ ت  سد و مقای ه ت ریو  به م ظ گ برگ

با کشت کروم آاگول س رفانات آگاگ  ها  جامو و مایع اا گوش اصلاح شوه نشت دگ محیطدگ محیط Trichodermaها  جوایه
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شو بط گای اد چاهک  ستفاده  شت م تقیم گو  محیطا شت ی ه به جا  ک س رفانات آگاگ ک سیوگو  گ   ،کروم آاگول  جاگه  اا ن

سط  شوه ت  شتدگ محیط Trichodermaها  جوایهت ریو ستفاده مد ک صد ا جا ستش د. نتای  بهاخت آموه اا این گوش برا  د

شوه دگ محیط جامو متفاوت ب د. نتای  جوایهتتواد  اا  سد  شا  دادها با دو گوش برگ -T. afroharzianum CTجوایه که  ن

ره 891 ها چاهک، بیشسجججانتد 1/2  گن)د با ای اد  یوگو  گمتر دگ اطراف  یو سججج یه و گا داگد ترین ت ر  .CT-566 T جوا

harzianum اا  ترها  قبلد پاییندگ صجج گتد که مقواگ ت ریو آنها دگ گوش  .3 شجج ل  قادگ به ت ریو هیچ گ نه سججیوگو  گ  نب د

  .2 میان)ین ب د  جوول

  

 

در محیط کشت کروم آزرول سولفانات آگار با استفاده از عصاره ( سنجش کیفی تولید سیدروفور (A. 3شکل

مقایسييه میزان تولید سييیدروفور در  ((B به روش آزمون چاهک Trichodermaهای خام فیلتر شييده جدایه

 دهد()بارها میزان تغییرات بین تکرارها را نشان می Trichodermaهای جدایه

Figure 3. (A) Qualitative evaluation of siderophore production on chrome azurol S (CAS) 

agar plates using filtrate crude extract of Trichoderma strains by well test (B) Relative 

comparison of siderophore production in Trichoderma strains. (Bars represent the amount 

of variation between replicates) 

A 

B 
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ساا  س  ش آنزیم سل لاا به گوش نتای  برگسد بهی ه :بررسی سنجش کیفی و کمی میزان تولید آنزیم سلولازی

  گیر  قطر هاره  ل قرمز و ک )  قرمز گنگ اول بهترین گنگ برا  مشججاهوه و انوااه غربار)ر  کیفد نشججا  داد اا بین دو گنگ

 015/0و  05/0،  5/0دگ این برگسد مقادیر باشو. مدای اد شوه برا  هر سه م بع کربن  آوی ل ، کرب ک د متیل سل رز و سل بی ا  

مترف ها  چهاگ و پ   برا    ل قرمز و هفت و نه برا  ک )  قرمز م گد برگسد قراگ گر ت. برا   pHدگصو برا  هر دو مترف و 

ها  هفت و نه محیط کشجت کاملا تیره و قاگچ بوو  گشجو ب د و برا  ک )  قرمز  pHدگصجو نتای  نشجا  داد دگ  5/0 ک )  قرمز

صو با  05/0 شو قاگچ ب ی pHدگ ست که گنگهفت نیز محیط ن بتا تیره و گ ها  ها  مترف دگ غلظتاگ کم ب د. این بوا  مت د ا

هفت محیط به گنگ گوشن و گشو قاگچ م اسب ب د  pHدگصو با  015/0بالاتر برا  قاگچ خاصیت سمد داگنو، بط گی ه دگ غلظت 

ابد و س  ش آنزیم سل لاا دگ گوش گیر  آنزیم سل لاا ای اد نشوه ب د. ب ابراین مترف ک )  قرمز برا  گدیا  برا  انوااهورد هاره

ها  چهاگ و پ   نشا  داد ضمن تیره  pHدگصو   ل قرمز دگ  5/0استفاده اا غربار)ر  کیفد م اسب نب د. نتای  استفاده اا مترف 

شو  انوااه گیر  هاره سخت  شو قاگچ و  شت م جب ک و  گ شوه شو  محیط ک سد میزا  آنزیم ت ریو  شوه برا  برگ   ای اد 

صو مترف 015/0و  05/0 د. دگ حاری ه مقادیر شمد شو قاگچ و  pH 5  ل قرمز با  دگ ستفاده اا غربار)ر  کیفد برا  گ دگ گوش ا

ش د دگ واقع م اد ت زیه   گوش د که دگ  محیط کشت دیوه مد . دگ این گوش ناحیه4باشو  ش ل س  ش آنزیم سل لاا م انو مد

شو.   آنزیم مدشوه به وسیله سل لاا  دگ گوش غربار)ر  کیفد ب ابراین مترف   ل قرمز بهترذین گنگ برا  گدیابد آنزیمبا ها  

ترین با استفاده اا غربار)ر  کیفد برا  س  ش آنزیم سل لاا نشا  داد بیش Trichodermaها  نتای  غربار)ر  جوایه باشو.مد

تا ناا و ب نووگل کا ناا، ا یو برا  هر سجججه آنزیم اگزوگل کا یهت ر  .T. guizhouense CT-792 ،Tها  گل ک ایواا مرب ط به جوا

pseudoharzianum CT-734 ،T. harzianum (CT-763 , CT-731 , CT-873) ،T. aureoviride CT-936  و

T.afroharzianum CT-055 ض ع که این جوایه شو. با ت جه به این م  شتر مرب ط به گ نه مد با مد  T. harzianumها بی

ش و  سایر جوایه T. harzianumها  مختلف پس مد ت ا  گفت جوایهبا سل لاا ن بت به  ش ل دگ ت ریو آنزیم  ها برتر  داگنو  

 .T. harzianum ،T. aureoviride ،T. asperellum ،Tها    نشجججا  داد اا بین گ نهJamali et al.  2016 . نتای  5

virens ،T. koningii ،T. longibrachiatum  وT. crassum  گ نهT. harzianum  سل لاا و بتا شترین ت ریو آنزیم   1بی

  Jamail et al.  2016داشججته اسججت. نتای  این پژوهش با نتای   U/mg 6و  U/mg 2.7گل کاناا گا به ترتیب با مقادیر  3و 

س  ش کمد  مطابقت داگد. شا  داد همهدگ  سل لاا نتای  ن ت اناید ت ریو آنزیم  Trichodermaها    جوایه تاریت ویژه آنزیم 

شترین میزا   تاریت ویژه آنزیمد متتلق به جوایه  U/mg 05/1تا  3  سل لاا گا داگنو که این مقادیر بین  .Tمتغیر ب د. بط گی ه بی

harzianum CT-763  3با U/mg یه جوا به   .Tو  T. afroharzianum CT-773 ها و کمترین میزا  آ  متتلق 

harzianum (CT-634, CT-873) ش ل  ب د شا  ده وه6  سل لاا دگ حقیقت ن سل لاا کل  . این میزا   تاریت ویژه آنزیم    

 باشو. یت د م م ع هر سه آنزیم اگزوگل کاناا، انووگل کاناا و بتاگل ک ایواا بر اسا  میزا  گل کز ت ریو شوه مد
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در روش محیط  Trichodermaهای انتخابی سييلولازی در جدایههای .  سيينجش کیفی تولید آنزیم4شييکل 

شرایط  شت با مقدار و  ستفاده از ) pHک  pH5، )ب(  pH5 - % 0.015( معرف فنل قرمز : )الف(Aمختلف با ا

 ، )ب( pH7 - % 0.015 ( معرف کنگو قرمز: )الفpH5 - % 0.5 ( ،B)، )د(  pH4 - % 0.5، )ج( %0.05 -

pH7 - % 0.05 )ج( ، pH7 - % 0.5 )0.5 %، )د  - pH9 

Figure 4. Qualitative evaluation of the production of cellulase enzymes in selected strains of 

Trichoderma in culture medium method under different pH conditions using (A) phenol red 

reagent: (a) pH5 - 0.015%, (b) pH5 - % 0.05, (c) pH4 - 0.5%, (d) pH5 - 0.5%, (B) Congo red 

reagent: (a) pH7 - 0.015%, (b) pH7 - 0.05%, (c) pH7 - 0.5%, (d) 0.5% - pH9 

 

در روش  Trichodermaهای های سييلولازی توسييط جدایهسيينجش کیفی میزان تولید آنزیم. 5شييکل 

 کشت با ارزیابی قطر هاله در روز سوم پس ازغربالگری کیفی 

Figure 5. Qualitative evaluation of the production of cellulase enzymes by Trichoderma 

strains in the qualitative screening method by evaluating the halo zone diameter at three 

days post culture 

 

A 
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ی درجه 28در دمای  Trichodermaهای آنزیم سييلولاز جدایه ویژه مقایسييه میانگین فعالیت . 6شييکل 

 نانومتر 540سلسیوس پس از هفت روز در طول موج 

Figure 6. Comparison of average cellulase specific activity of Trichoderma strains at 28°C 

after seven days at 540 nm wavelength  

 

ست  شا  داده ا ستفاده اا دمطارتات ن صلبه Phytophthora drechsleri دسل ر  اگهیکه ا  ت انودکربن م دن  ا  م بع ا

تار ناا و  ژهیو تی  کا نه دگگا سجججل لاا گل   ،T. harzianum ،T. aureoviride ،T. asperellum ،T. virensها  گ 

 T. koningii ،T. longibrachiatum  وT. crassum دهو شیا زا  رولیبا گل  هیدگ مقا  Jamali et al. 2016  نتای . 

Zavari et al.  2014   نشا  داد که بین دگصو بااداگنوگدP. drechsleri  گل کاناا  چهاگ جوایه  3-1و میزا   تاریت بتاT. 

virens گل کاناا دگ  3-1ها  پیشجین حاکد اا ا  اسجت که بتا اگتباط م جتقیمد وج د داگد. نتای  برگسجدT. harzianum  مانع

 شجج د و دگ این امی همد دشجج)اهیآاما طیدگ شججرا P. citrophthora و  Botrytis cinerea، Rhizoctonia solani گشججو

با ت جه به   .Barahoei et al. 2023; Sookchaoy et al. 2009ه است  ثبت شو P. citrophthora حواکثر مهاگ دگ برابر

ها ب یاگ مهم است. یابد به جوایه برتر دگ ت ریو این آنزیمبیماگگر و ص تت، دستمهاگ ن امل سل لاا دگ ای ت نقش و اهمیت آنزیم

 Bagheriها دگ گاستا  ت ریو بیشتر ترکیبات سل لاا  اقواماتد ان ام داد. بر اسا  مطارته ت ا  با ش اساید این جوایهب ابراین مد

et al.  2018 بر گو  گ نه   Trichoderma viride شا  دادنو ب سل لاا گا ا ارقاء جهش با پرت  گاما مدن ت ا  ت ا  ت ریو آنزیم 

   بالا برد. 

  بارق ه آنها دگ کشاوگا  ها  کاگبرد  و استفادهها  ت ریو سیوگو  گ ت سط گیزم ج دات، دگ برنامهبرگسد: گیرینتیجه

اا طریق محروم کرد  بیماگگر اا تغذیه آهن بانث ک ترل ای تد  Trichoderma .ا  گا به خ د جلب کرده استت جه قابل ملاحظه
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ها اا  . به همین دریل گدیابد جوایهSrivastava et al. 2013گردد  ش د و دگ نتی ه بانث ا زایش نمل رد محج ل مدآ  مد

ا گوش کروم آاگول س رفانات آگاگ ها  گدیابد سیوگو  گ، استفاده اباشو. ی د اا گوشنظر ت ریو سیوگو  گ امر  مهم و ضروگ  مد

باشو. دگ این پژوهش   ه ت، مدIIIکه یک گوش جهاند برا  ش اساید و تتیین سیوگو  گها با استفاده اا میل ترکیبد بالا با آهن  

ها  ب د. جوایه T. afroharzianum ترین ت ریو سیوگو  گ گا دگ گوش چاهک داشت که مرب ط به گ نهبیش CT-891جوایه 

CT-482 ،CT-865  وCT-473 که مرب ط به گ نه  T. atroviride ب دنو نیز دگ غربار)ر  کیفد بیشترین هاره گا اا نظر ت ریو

-1و بتانظیر کیتی اا  هیوگولاا  ها آنزیم ت ریو ،Trichodermaمهاگ  قاگچ سیوگو  گ داشت و. ی د دی)ر اا سااوکاگها  ای ت

حاصل اا   گل کانااهاگردد. مد قاگچد گیاهدبیماگ اا   ن امل سل رد دی اگه تخریب ت زیه و بانث که است گل کاناا 3

Trichoderma، اها ،یجوا شوه اا گ  هامیمؤثرتر اا آنز دقاگچ  ها ماگیدگ ک ترل ب ت زیه ک  وه  هامیآنز ریو سا  ااهایتیک 

گا   ماگیتحمل ب نیش اخته شوه انو، ب ابرا اهیگ دپاسخ د ان ختنیبران)  برا یدهامیآنز نیچ  ها ه ت و.قاگچ ریسا ای ها باکتر

ها  مختلف   و همچ ین با ت جه به ای  ه م اد ری)  سل رز  به مقواگ ایاد ت سط  تاریتMustafa et al. 2020  ده ودم شیا زا

ت ا  ت اناید ت ریو آنزیم سل لاا گا داگد مدکه  Trichodermaش د و اا طر د با وج د گیزم ج دات مثل قاگچ کشاوگا  ت ریو مد

ها  ص تتد مفیو ب د و این ش اساید بایو به گوش دگست و قابل انتماد ان ام با داشتن اهواف   ایو سل رز به دنبال ش اساید گ نه

 تاریت آنزیم سل لاا   ها با  غربار)ر  کیفد یک گوش ساده و سریع برا  تشخیص جوایهها به وسیلهگر  جوایهش د. گوش غربال

ها  آامایش شوه دگ این آامایش اا قبیل ک )    پلد ساکاگیو ت سط قاگچ است. گنگباشو. این گوش ابزاگ  برا  گدیابد ت زیهمد

   غذاید استفاده کرده با گنگ محیط  که قاگچ گشو کرده و اا مادهگ ی و برا  ای  ه ناحیهها  واک شد مدقرمز،   ل قرمز گنگ

 . نتای  این مطارته نشا  داد بهترین گنگ برا  Yoon et al. 2007کشت متفاوت است و این تفاوت به وض ح مشخص است  

ها  خاگج سل رد به گوش مایع، باشو و همچ ین برا  تشخیص آنزیمگدیابد آنزیم سل لاا دگ غربار)ر  کیفد مترف   ل قرمز مد

 Trichodermaیاگ م اسب است. دگ گوش کشت مایع برا  ای  ه آنزیم سل لاا ت سط اسیو یک گوش ب نیتروساری یلیکگوش د 

  کرب ک د متیل برا  ت زیه Trichoderma .ت ریو ش د بایو دگ محیط  قط م بع کرب د کرب ک د متیل سل رز استفاده کرد

بیشترین  CT-055و  CT-763ها  این پژوهش جوایه ک و. دگها  انووگل کاناا، اگزوگل کاناا و بتاگل ک ایواا ت ریو مدسل رز، آنزیم

باش و. ب ابراین مد T. afrohazianumو  T. harzianumها  مقواگ  تاریت ویژه آنزیمد گا داشت و که به ترتیب مرب ط به گ نه

گا به ن  ا   T. harzianumو  T. atroviride  هات ا  دگ گاستا  کشاوگا  پایواگ گ نهبر اسا  پژوهش ان ام شوه مد

گو  بیماگگرها  قاگچد  هاها  برتر به ترتیب برا  ت ریو سیوگو  گ و سل لاا پیش هاد کرد و ترکیبات ت ریو شوه ت سط این گ نهگ نه

 دگ سطح گلخانه و مزگنه م گد برگسد بیشتر  قراگ گیرد.

پژوهش حاضر   دگ اجرا دمار یتحمابه خاطر ورد نجر ن   گ    ا  دانش)اه  داا متاونت محترم پژوهش :سپاسگزاری

  .ش ددم  سپاس)زاگ دو نلم  ساختاگ  اا داوگا  محترم به خاطر اگائه نظرها .ش ددم  سپاس)زاگ



 1402همکاران، براهویی و 

135 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 منابع

جوا  Trichodermaبرگسد تاثیر س یه ها    1397  این اروی د گی ه انظم ،صابر  گی ه گوح الله ،نلاید ح ین ،اسو   راانه

مهاگ ای تد  . Fusarium solaniشوه اا خاک ها  ش گ و سویمد دگ ک ترل بیماگ  پ سیوگد   ااگی مد گیشه خیاگ  

 .45-43،  2  6دگ گیاه پزش د 

  ا زایش  تاریت آنزیم سل لاا دگ قاگچ تری  دگما ویریوه با 1396امیرر   رن)یس   ،شیوه م جرر  ،ن  ر  حامو ،شهباا  سمیرا ،باقر  خوی ه

 . 336-329 ، 4 4پرت  گاما. نل م ای تد 

گو   Trichodermaها  اگایابد اثرآنتاگ نی تد گ نه  1401صواقتد ابراهیم   ،اللهصابر  گوح ،نلاید ح ین ،براه ید ن یبه

Phytophthora citrophthora ،311-295، 53مرکبات. دانش گیاهپزش د ایرا   نامل پ سیوگد گیشه و ط قه. 

بر گشو گویشد  Trichoderma مطارته اثر بااداگنوگد گ نه ها  مختلف  1395محمو  امیرح ین   ،که ناصرپ  ه ،جمارد س ی ه

ارمللد خش باگ . م له بینهیوگوریتیکو برگسد نقش آنزیم ها   drechsleri Phytophthora و ت ریو ائ سپ گها 

 7 2 ،148-137 . 

 Trichoderma س یه  برگسد اثرات ضو قاگچد چ و 1399نژاد گضا   رخد ،مهرابد ک ش د مهو  ،پ گاگپ اید صویقه-خواداد 

 . 63-51 ، 39 10ها ش اسد می رواگگانی مبلبلد.  جل امه نلمد ای تنلیه چهاگ بیماگگر گیشه و ط قه ر بیا چشم

 ها جوایه دگ ا یاخته برو  گل کاناا 3و1 بتا آنزیمد  تاریت گیر انوااه  1391انتباگیا  ح ن گضا   ،صاحباند ن ااارل ،اواگ   اطمه

Trichoderma virens  4  22. دانش کشاوگا  و ت ریو پایواگ  خیاگ میر ترل ب تهک  دگ برتر ها و انتخاب جوایه ،

150-159 . 

. برگسد تاثیر گیزمغذ  ها گو  میزا  ت ریو و  تاریت آنزیم کیتی اا گ نه هاید اا تری  دگما  1392مراد  مظفر  دوست ،مریو مائوه

 .335-341 ، 3 49م له بیماگها  گیاهد 
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