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 چکیده

شوند. در این بررسی،  عامل کنترل زیستی )بیوکنترل( شناخته می عنوان بههای آن  نیائی است که بعضی از گونه قارچی تک Trichodermaجنس 

 ،Trichoderma harzianum ،T. capillare ،T. pleuroticola ،T. asperellum ،T. koningiopsisشامل  Trichoderma  یازده جدایه از هفت گونۀ
T. brevicompactum  وT. virens شده در بانک ژن و ‌های مرجع ثبت ها با یکدیگر و با توالی گونه برای بررسی ارتباط تبارزایی )فیلوژنتیکی( آن

ISTH  استفاده شد. تودۀ میسیلیومی رشدکرده در محیطPDB انجماد کردن،   -آوری و پس از خشک با استفاده از کاغذ صافی گردDNA  ژنگانی

یابی  با استفاده از آغازگرهای عمومی و اختصاصی افزایش و توالی tef1αاز  4و  3، 2و اینترون  ITS-rDNA)ژنومی( آن استخراج شد. نواحی 

انجام  MEGA 6افزار  از نرم ترین مدل جانشینی نوکلئوتیدی با استفاده نمایی بیشینه و انتخاب مناسب تبارزایی با الگوریتم درست بررسیشدند. 

داد. در همۀ  ها نشان  ها تولید کردند که ارتباط به نسبت یکسانی را از آن های معتبری برای بیشتر جدایه کلاد ،شد. همۀ درختان تبارزایی حاصل

ای  یک کلاد قاعده T. asperellumو  T. koningiopsis های ، جدایهITSیابی ناحیۀ  های حاصل از توالی درخت مبتنی بر داده جز بهدرختان تبارزایی 

 های و هر سه اینترون، برای گونه 4، اینترون 3و 2، اینترون tef1αتبارزایی که بر پایۀ توالی نواحی مختلف  بررسی معتبر ایجاد کردند. نتیجۀ
T. brevicompactum ،T.virens ،T.koningiopsis   وT.pleuroticola های تری نسبت به درخت حاصل از تجزیۀ توالیهای معتبر آمد کلاد به دست  

ITS  .از  4اینترون  یی بیشینه که بر پایۀ توالینما درست تجزیه و تحلیلنشان داندtef1α های  انجام شد، کلادهای معتبری برای بیشتر جدایه

Trichoderma ازجمله T. asperellum .از  4بر اینترون کند که تبارزایی مبتنی  می دییتأاین نتایج  ایجاد کردtef1α بندی تبارزایی مناسبی برای  گروه

 ند.ک های تریکودرما فراهم می گونه
  

 .یی بیشینهنما درستو  Trichoderma ،ITS ،tef1α های کلیدی: واژه
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ABSTRACT 
Genus Trichoderma is a monophyletic fungus which some their species is known as biocontrol agent. This study was 
carried out for phylogenetic analysis of some isolates of the genus Trichoderma. In this study 73 sequences 
(including 33 sequences from T. aspereluum, T. brevicompactum, T. capillare, T. harzianum, T. koningiopsis, T. 
pleuroticola and T. virens and 40 sequences obtained from GeneBank and ISTH) were used in phylogenetic analysis. 
The biomass of isolates grown in PDB was harvested by filter paper. The genomic DNA was extracted from mycelia 
after freeze-drying. The regions of ITS-rDNA, tef1/In2-3 and tef1/In4 were amplified using common and specific 
primers and then sequenced. The data analyzed using maximum likelihood (ML) algorithm through selecting the 
best-fitting nucleotide substitution model in MEGA 6 software. The results showed that all phylograms present 
relatively similar relationships for isolates among supported clades. In all gene trees except ITS-based phylogram, the 
isolates of T. koningiopsis and T. asperellum were positioned within a basal clade with strong bootstrap support. The 
tef1-based phylogeny showed a stronger supported clade for the species of T. brevicompactum, T.virens, 
T.koningiopsis and T.pleuroticola compere to ITS-based phylogeny. The tef1/In.4 based ML analysis generated 
supportive clade for Trichoderma isolates such as T. asperellum. This study confirms that tef1α/Intron4-based 
phylogeny provide reliable clustering for Trichoderma species. 
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 مقدمه 

Trichoderma جنسی  ۀیک جنس قارچی با مرحل

Hypocrea ( استKullnig-Gradinger et al., 2002 .)

های  اغلب به فراوانی در خاک Trichodermaهای  گونه

 عنوان بهها  بسیاری از آنو  کشاورزی وجود دارند

بیمارگرهای ( علیه های کنترل زیستی )بیوکنترلی‌عامل

(. Harman et al., 2004کنند ) گیاهی عمل می

های  کننده همچنین برخی اعضای این جنس از تولید

ها مانند سلولاز هستند  صنعتی بعضی از آنزیم

(Mehrabi-Koushki et al., 2011, 2012 .) 

مولکولی مبتنی بر  (سیستماتیکبندی ) رده

ی منجر به شناسی تکامل در قارچ DNAهای  توالی

زیادی شده  (تاکسونومیک) بندی های آرایه پذیریتغییر

از این  متأثرنیز  Trichodermaاست و قارچ 

(. Druzhinina et al., 2010بوده است ) ها‌پذیریتغییر

برای کشف ه گسترد طور به ITS-rDNA ۀتوالی ناحی

 جداسازیو  ییشناسا، ی(فیلوژنتیک) تبارزایی ارتباط

 Hypocreaو  Trichodermaو جنس های د برخی گونه

 ,Druzhinina and Kubicekاستفاده شده است )

های نزدیک  برخی گونه جداسازی(، اما قادر به 2005

 ناحیۀ ژنی مناسب برای یک tef1αبه هم نیست. ژن 

 Fusarium (Geiser etهای  گونهو تبارزایی بارکدینگ 

al. 2004 و )Trichoderma (Druzhinina & 

Kubicek, 2005 شناخته شده است. استفاده از )

جدید  ۀژنی منجر به معرفی چندین گون ۀچندین ناحی

های مرکب این جنس شده  های گونه جمعیت دروناز 

یابی  (. امروزه توالیDruzhinina et al., 2010است )

 ، tef1α ،rpb2های شاخص همچون  بعضی از ژن

β-tubulin ،calmodulin  وchi18-5  ها  از آنو استفاده

جنس  تبارزاییانفرادی یا چندگانه در بررسی  صورت به

Trichoderma تبارزاییهای  و تشخیص گونه 

(GCPSRآن، دقیق )  جداسازی برایترین روش 

 ;Druzhinina et al., 2006های این جنس است ) گونه

Druzhinina et al. 2012 .) 

اخیر با  ۀبا در نظر گرفتن اینکه در یک ده

های  گونه شمارمولکولی  های رسیبرگسترش 

Trichoderma  افزایش یافته است این تحقیق سعی

یابی  و توالی افزایشدارد تا در سطح مولکولی با 

  از یازده جدایۀ tef1αو  rDNA های ی از ژنیها بخش

ها را با  آن تبارزایی، ارتباط Trichodermaبومی 

در  های مرجع( استرینجدایه ) سویه یایکدیگر و با 

 د.کنبررسی  ISTHبانک ژن و 

 

 هامواد و روش

 سازی  و خالص Trichodermaهای  جدایه

 ۀمتعلق به هفت گون ۀجداییازده ی در این بررس
T. asperellum ،T. brevicompactum ،T. capillare ،

T. harzianum ،T. koningiopsis ،T. pleuroticola  و

T. virens ی زنده گروه ها از مجموعه قارچ شده یهته

استفاده شد.  پزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز گیاه

های جوان و در حال رشد قارچ،  پرگنه ۀتهی منظور به

پتری حاوی محیط کشت  های ها به ظرف این جدایه

های  دکستروز آگار منتقل شدند. تشتک-زمینی سیب

 62پتری برای اسپوردهی قارچ در اتاقک رشد با دمای 

در شرایط روشنایی به مدت یک تا  سلسیوس و ۀدرج

چهار هفته )بسته به نوع جدایه( قرار داده شدند. پس 

اسپور با استفاده  (سوسپانسیوندروایۀ )از اسپوردهی، 

 27درصد تویین  6/7محتوی  ستروناز آب مقطر 

اسپور روی  ها به روش تک سازی جدایه تهیه شد. خالص

-¼ ه )دکستروز آگار کمین -زمینی سیب محیط کشت

strength PDA) ( انجام شدAinsworth, 1971 .) 

 

 DNAقارچی و استخراج  تودة زیستتولید 

اسپور در  675با نسبت  Trichodermaاسپورهای 

اضافه  PDBهای حاوی محیط کشت  لیتر به ظرف‌میلی

درجۀ  62ساعت در شرایط دمایی  72شده و به مدت 

داده دور در دقیقه تکان  667سلسیوس و با سرعت 

شدند. با استفاده از قیف و گاز سترون، تودة میسیلیومی 

آوری و با  گرد PDBی مایع ها کشترشدیافته در محیط 

درنگ ‌آب مقطر سترون شستشو شد. تودة میسیلیومی بی

 57های سانتریفوژ  گیری اولیه، به لوله پس از آب

 -27لیتری منتقل و به مدت دو ساعت در فریزر ‌میلی

های گاز ‌ها با قطعه  سپس در پوشش لوله د.نگهداری شدن

سترون جایگزین و در دستگاه لیوفیلیزر که پیشتر در 

درجه سلسیوس تنظیم شده بود، قرار  -55دمای حدود 

ها در  روشن شد. نمونه خلأپمپ  ازآن پسداده شد و 
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-مدت شانزده ساعت نگهداری در این شرایط، خشک

شده به هاون ‌انجماد شدند. تودة میسیلیومی خشک 

درون  هاون دستهچینی سترون منتقل و با استفاده از 

نیتروژن مایع پودر شد. پودر ایجادشدة هر نمونه در همان 

آوری و برای جلوگیری  انجمادی گرد-لوله مرحلۀ خشک

از جذب رطوبت با پارافیلم مسدود شد و تا زمان استخراج 

DNA  درجه سلسیوس نگهداری شدند.  -67در دمای

با  Raeder & Broda (1985)به روش  DNAاسازی جد

 57-677اندکی تغییر انجام گرفت. در این روش، 

گرم از پودر میسیلیومی با استفاده از بافر تخریب به  میلی

لیزاتا تبدیل و سپس در سه مرحلۀ متوالی با استفاده از 

سازی  یی و خالصزدا آلکل پروتئین فنل:کلروفرم: ایزوآمیل

سازی، با استفاده از  شد. پس از نخستین مرحلۀ خالص

RNase A سازی  تیمار و سپس دو مرحلۀ بعدی خالص

با روش رسوب با اتانول  DNAانجام گرفت. درنهایت 

(Ethanol Precipitationگرد )  درصد 47آوری و با اتانول

آمده با بارگذاری روی ژل ‌دست‌به DNAشستشو شد. 

ولت در مدت یک ساعت  677درصد در ولتاز 6 آگاروز

سنج  الکتروفورز و همچنین با استفاده از دستگاه طیف

 eppendorf BioPhotometerنوری )اسپکتروفتومتر، مدل 

plusآن ارزیابی شد.  و کیفیت  ( کمیت 
 

 tef1αو  ITSهای  ژن افزایش

 ، ITS ۀاز ناحی bp 477حدود  افزایشبرای 

 ITS1-Fمیاز جفت آغازگر عمو

(TCCGTAGGTGAACCTGCGG)  وITS4-R 

(TCCTCCGCTTATTGATATGC) استفاده شد 

(White et al, 1990همچنین برای .) حدود  افزایش

bp 177  از ژنtef1α  ( از جفت 5تا اگزون  6)از اگزون

 tef171-Fآغازگر اختصاصی 

(CAAAATGGGTAAGGAGGASAAGAC) 
 tef1997-Rو

(CAGTACCGGCRGCRATRATSAG)  استفاده

(. مخلوط واکنش Shoukouhi & Bissett, 2008شد )

 10xمیکرولیتر بافر  5مراز با استفاده از  ای پلی زنجیره

Taq bufferمولار از  میلی 3ی ی، غلظت نهاMgCl2 ،3 

میکرولیتر  3، (10μm)مستقیم میکرولیتر آغازگر 

میکرولیتر از مخلوط  7 ،(10μm) آغازگر معکوس

dNTP (2.5μm each) ،5/7  میکرولیتر آنزیمTaq 

DNA Polymarase (5u/μl) ،6  میکرولیترDNA  الگو

 57کیور تا حجم  میلی ةتقطیرشد دو بارو آب مقطر 

)مدل در دستگاه ترموسیکلر  افزایشمیکرولیتر تهیه و 

MJ Mini
TM

 Gradient Thermal Cycler)  با برنامۀ

سرشت مراز با یک چرخه واای پلیانجام واکنش زنجیره

دقیقه،  3درجه سلسیوس به مدت  17اولیه در دمای 

 37درجه سلسیوس به مدت  17چرخه با دمای  35

 37( به مدت ITSدرجه سلسیوس )برای  56ثانیه، 

 37( به مدت tef1αدرجه سلسیوس )برای  54ثانیه، 

ثانیه و یک  17درجه سلسیوس به مدت  46ثانیه و 

سلسیوس به  درجه 46چرخه افزایش نهایی در دمای 

‌دقیقه انجام گرفت. 5مدت 

 

 یابی ی و توالیافزایش های‌هقطع یساز خالص

مربوط به هر جدایه به روش رسوب با  PCRمحصولات 

 ,Crouse & Amoreseاتانول تغلیظ و شستشو شد )

دهم حجم محصول، استات  (. برای این منظور، یک1987

انول برابر حجم آن ات 6-3و   pH 7/5مولار با  3سدیم 

نگهداری  -27مطلق اضافه و به مدت یک شب در دمای 

 7ها به مدت بیست دقیقه در دمای  شد. سپس نمونه

سانتریفوژ و رسوب  xg 67777درجه سلسیوس و در 

درصد شستشو شد.  47آمده با استفاده از اتانول ‌دست‌به

کیور حل و  میکرولیتر آب مقطر میلی 65رسوب نهایی در 

با استفاده از آغازگرهای مستقیم و یابی  برای توالی

 معکوس به شرکت ماکروژن ارسال شد.

 

های  جدایه تبارزاییها و ارزیابی  توالی تجزیۀ
Trichoderma  

های این آزمایش با  جدایه تبارزاییارتباط تکاملی و 

و مرجع  ییدشدهتأهای  های مربوط به گونه توالی

 (ژنوم) ژنگان ( در پایگاه اطلاعات6)جدول شده ثبت

و  Trichoderma بندی آرایه برای المللی ینبسیون یکم

Hypocrea  یاISTH (http://www.isth.info)6  و بانک

های مرجع  جدایهانتخاب توالی انجام شد.  NCBIژن 

نواحی  پایۀبر ییدشده( تأو  ISTH)نمونۀ تیپ، 

                                                                               
1. International Subcommission on Trichoderma and 

Hypocrea Taxonomy 



 6315بهار و تابستان ، 6 ة، شمار74 ةایران، دور دانش گیاهپزشکی 17

 

 

های  درصد همپوشانی ژن27کم ‌دستو  ژنگانی افزایش

ITS  وtef1α گرفت. در مواردی که برای یک  انجام

 ژنگانهای اطلاعات  های هر دو ژن در پایگاه گونه توالی

های جداگانه برای هر ژن انتخاب  جدایهوجود نداشت، 

، با ITSمبتنی بر نواحی  تبارزاییارزیابی  برایشد. 

در  T. capillareاز گونه  ITSتوالی  نبود توجه به

نزدیک  ۀربوط به گون، از توالی مژنگانپایگاه اطلاعات 

T. saturnisporum  در  گونه ینا. در مورد شداستفاده

نیز  tef1αی افزایشکل نواحی  پایۀها بر  جدایه ۀمقایس

 T. capillare ۀ، زیرا برای گونشداستفاده  نۀ بالااز گو

در بانک  tef1αژن  7 ةتوالی نواحی اینترون شمار تنها

 Neonectria ۀاز توالی گونژن موجود است. 

macroconidialis عنوان به outgroup دار  ریشه برای

 استفاده شد.  تبارزاییکردن درختان 

افزار  با استفاده از نرم آمده دست بههای  توالی

BioEdit v. 7.0.9.0 (Hall, 1999 .ویرایش شدند )

برای هر جدایه  و معکوس هر ژن مستقیمهای  خوانش

 DNA Baser Sequence افزار نرمبا استفاده از 

Assembler v4  ةشد توالی تصحیح عنوان بهمونتاژ و  

استفاده و ترسیم درخت  تبارزایی تجزیۀنهایی در 

 ،ITS، توالی نواحی تبارزاییبرای رسم درخت  ند.شد

  tef1α  ،tef1αاز 7اینترون ،  tef1α از 3و  6اینترون 

 tef1α-ITSهای  و ترکیب توالی( 7و  3، 6)اینترون 

در  ClustalW ۀجداگانه و با استفاده از برنام صورت به

برای  شدند. راستا هم BioEdit v. 7.0.9.0افزار  نرم

هر ژن،  ةراستاشد همهای  توالی در آغازتوالی ترکیبی، 

 همانند ةشد محافظتوزن و با تعیین نواحی  هم

و پایان توالی مونتاژ شدند و سپس  آغاز ۀنقط عنوان به

 بررسیوارد شدند.  ارزاییتب تجزیه و تحلیلدر 

ی بیشینه ینما با استفاده از الگوریتم درست تبارزایی

(ML)6   روش  همانندمدل تکاملی  ازنظرکهBI
 است 6

 Tamura، انجام شد )MEGA 6افزار  و با استفاده از نرم

et al., 2013 ارزیابی بهترین مدل برای هر گروه .)

  ام شد و مدلانج افزار نرمتوالی با استفاده از همین 

Kimura 2-parameter model (K2+G)  همۀبرای 

 شد. ( استفادهK2+G+I) tef1α/In4 یرازغ بهها  توالی

                                                                               
1. Maximum liklihood  

2. Bayesian inference 

 نتایج و بحث

های مورد  های مربوط به جدایه پس از ارزیابی توالی

در پایگاه  tef1αو  ITS ییدشدةتأهای  آزمایش، توالی

نمایه شدند  NCBIی ژنگانهای  اطلاعات داده

(KP985636 to KP985646  برایITS  وKP985647 

to KP985655  برایtef1α.)  توپولوژی درختان

از  3و  6اینترون ، ITSترسیمی بر پایۀ توالی نواحی 

tef1α  از 7، اینترونtef1α  ،tef1α   (7و  3، 6)اینترون 

 همۀدر نشان داد که  tef1α- ITSهای  و ترکیب توالی

، ITSمبتنی بر  درخت جز به تبارزاییدرختان 

یک  T. asperellumو  T. koningiopsisهای  جدایه

( درصد21-677کلاد  ارزش باای معتبر ) کلاد قاعده

 . (3و  6، 6های  )شکل ایجاد کردند

 

 ITS توالی ناحیۀ پایۀها بر  جدایه تبارزاییبررسی 

نمایی بیشینه با هزار بار  درست تجزیه و تحلیلپس از 

بندی  ، گروه3ها ای ارزیابی ارزش کلادگیری کاذب بر نمونه

(. a-6ها در قالب درخت تبارزایی ارائه شد )شکل  جدایه

  های گونۀ بندی تبارزایی، جدایه بر پایۀ این گروه
T. harzianum و T. brevicompactum  باارزشبه ترتیب 

ای  در یک گروه گونه هرکدامدرصد 13 درصد و16کلاد 

 باارزشدو کلاد  T. virensهای  قرار گرفتند. جدایه

 های گونۀ درصد ایجاد کردند. جدایه21درصد و 11
T. asperellum  وT. koningiopsis های  در کلاد

بندی شدند و پنج گروه تبارزایی ایجاد  ترکیبی خوشه

 با دو جدایه از T. capillare ISf-7 کردند. جدایۀ
T. saturnisporum  درصد ایجاد 12 ارزش باکلادی

در سه گروه  T. pleuroticolaهای گونۀ  جدایه کردند.

 بندی شدند. تبارزایی خوشه
 

توالی نواحی  پایۀها بر  جدایه تبارزاییبررسی 

   tef1α و  tef1αاز 4، اینترون  tef1αاز  3و  2اینترون 

از توالی نواحی  آمده دست به تبارزاییهر سه درخت 

و هر سه   tef1αاز 7، اینترون  tef1αاز  3و  6اینترون 

و  T. asperellumهای  جدایه جز به tef1αاینترون ژن 

T. pleuroticola  ند، اشتنسبت یکسانی د‌بهتوپولوژی

ود بمتفاوت های ایجادشده  هرچند، ارزش کلاد

                                                                               
3. Bootstrap 



 15 ... تبارزایی ارتباط بررسی در tef1α و ITS-rDNA ژنی نواحی مقایسۀمهرابی کوشکی و همکاران:  

 

های  های مربوط به گونه (. جدایه6و  b -6های  )شکل

T. virens ،T. brevicompactum و T. koningiopsis 
 17-677 قبول قابل ارزش باای مستقلی ه کلاد هرکدام

 T. pleuroticola های گونۀ جدایه. درصد ایجاد کردند

و هر سه اینترون  3و  6بر پایۀ دو ناحیۀ اینترون 

درصد 11 ارزش باافزایشی یک کلاد مستقل به ترتیب 

 7درصد ایجاد کردند ولی بر پایۀ ناحیۀ اینترون 677و 

بندی شدند.  هدرصد خوش17 ارزش بادر دو کلاد 

یر از درخت غ به T. asperellum های گونۀ جدایه

در دو گروه تبارزایی قرار گرفتند.  7مبتنی بر اینترون 

بر  T. harzianum ۀهای گون جدایهدر هر سه درخت، 

و هر سه اینترون  7، اینترون 3 و 6نواحی اینترون  پایۀ

 .Hۀ بندی شدند. جدای کلاد خوشه سهدر  tef1αژن 

lixii PPRC-ET47  در هر سه درخت، در کنار

 T. saturnisporumو   T. capillare های گونۀ   جدایه

 . (6و  b-6های  )شکل قرار گرفت

 
 های تبارزایی و بانک ژن برای استفاده در بررسی ISTHاز  مورداستفادههای  . توالی6جدول 

Table 1. The genome data used from ISTHT and GenBank for phylogenetic analysis 

Accession Numbers 
Origin* Strain name Species name 

tef1α sequence ITS sequence 

EF392749 EF392757 Kubicek group DAOM 233986 H. lixii  

FJ763182 FJ461580 Kubicek group PPRC-ET47 H. lixii  

EU279976 EU280079 Colombia CIB T02 H. lixii  

- NR131264 TYPE material CBS 110080 T. lixii  

AY605833 - TYPE material CBS 226.95 T. harzianum  

EU280059 EU280079 Colombia CIB T06 H. virens  

KF668119 KF144637 India V-22 T. virens  

- - ISTH CBS_249.59 T. virens 

- - ISTH GJS-01-287 T.virens 

KJ677260 KJ652493 Morocco ST1 T. asperellum 

JN104508 JN104493 India TV13 T. asperellum  

AY376058 NR_130668 TYPE material CBS 433.97 T. asperellum  

EU280056 EU280088 Colombia DAOM 233362 T. brevicompactum  

JQ040332 - TYPE material GXNN2002 T. brevicompactum  

EU280028 EU280141 Colombia DAOM 229982 T. koningiopsis  

- NR_131281 TYPE material CBS 119075 T. koningiopsis  

DQ284966.1 - TYPE material GJS 93-20 T. koningiopsis  

JQ040428 JQ040379 China FJFZ5007 T. pleuroticola  

EU279973 EU280071 Colombia T1295 T. pleuroticola  

- NR_134420 TYPE material CBS 124383 T. pleuroticola  

HM142381 - TYPE material CBS 124383 T. pleuroticola  

- - ISTH Cornell9 T. brevicompactum 

JF735693 JF735259 - - N. macroconidialis 

- KC874898 India RCT13 T. saturnisporum  

- NR103704.1 TYPE material - T. saturnisporum 

AY865642 - Kubicek group IMI 146852 T. saturnisporum 

JN175585 - Samuel group GJS 06-66 T. capillare  

JN182283 - TYPE material C.P.K. 2883 T. capillare  

های  گروه تحقیق آورده شده است. در غیبت توالی مربوط به نمونۀ تیپ از مجموعۀ توالی گونه بانامآن در بانک ژن اشاره نشده است  مبدأهایی که  * توالی

 استفاده شده است.  ISTHییدشده تأ
* The sequences with unclear origin in GenBank mentioned under research group name. In the lack of type specimens based sequences, the sequence 

collection belong to confirmed species from ISTH were used. 

 

 نواحی ترکیبی  پایۀها بر  جدایه تبارزاییبررسی 

ITS-tef1α. 

الگوی انشعابات )توپولوژی( درخت تبارزایی ناشی از 

، نزدیک به همانند درختان ITS-tef1αهای ترکیبی  توالی

های مربوط  (. جدایه3بود )شکل  tef1αمبتنی بر ناحیۀ 

 ،T. virens ،T. brevicompactumهای  به گونه
T. pleuroticola  وT. koningiopsis های  به ترتیب کلاد

درصد ایجاد  677و  677، 677، 11 ارزش بامستقل 

در دو  T. harzianumهای مربوط به گونۀ  جدایه. کردند

-T. harzianum Isf بندی شدند. سه جدایۀ گروه خوشه

B ،H. lixii CIB T02  وT. harzianum DAOM 

یک گروه تبارزایی جداگانه ایجاد کردند.  233986

در کنار   PPRC-ET47 T. harzianumهمچنین جدایۀ 

 های گونۀ قرار گرفت. جدایه T. capillareگونۀ 
T. asperellum تبارزایی جداگانه قرار  نیز در دو گروه

 گرفتند.

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/JQ040332/?filetype=html


 6315بهار و تابستان ، 6 ة، شمار74 ةایران، دور دانش گیاهپزشکی 11

 

 

a) 

 H. lixii DAOM 233986 RG:Kubiceks Group(Ac:EF392757)

 T. harzianum Isf-B*

 H. lixii CIB T02 O:Colombia(Ac:EU280079)

 T. harzianum Arak-6*

 H. lixii PPRC-ET47 RG:Kubiceks Group(Ac:FJ461580)

 T. lixii CBS 110080 TYPE material

 T. virens Arak-14*

 T. virens Ham-65*

 H. virens CIB T06 O:Colombia(Ac:EU280079)

 H.virens CBS 249.59 (ISTHT)

 T. virens V-22 O:India (Ac:KF144637)

 T. virens Isf-77*

 T. pleuroticola Isf-11*

 T. pleuroticola Isf-15*

 T. pleuroticola CBS 124383 TYPE material

 T. pleuroticola FJFZ5007 O:China(Ac:JQ040379)

 T. pleuroticola T1295 O:Colombia(Ac:EU280071)

 T. brevicompactum DAOM 233362 O:Colombia(Ac:EU280088)

 T. brevicompactum Cornell9 (ISTHT)

 T. brevicompactum Arak-146*

 T. capillare ISf-7*

 T. saturnisporum RCT13 O:India(Ac:KC874898)

 T. saturnisporumNR103704.1 TYPE material

 T. asperellum ST1 O:Morocco(Ac:KJ652493)

 T. asperellum CBS 433.97 TYPE material

 T. asperellum TV13 O:India(Ac:JN104493)

 T. koningiopsis DAOM 229982 O:Colombia(Ac:EU280141)

 T. koningiopsis CBS 119075 TYPE material

 T. asperellum Arak-12*

 T. koningiopsis Arak-96*

 Neonectria macroconidialis(Ac:JF735259)

99

99

95

77

93

72

98

58

52

90

58

68

98

96
86

69

91

66

 
 

b) 

 T. pleuroticola Isf-11*

 T. pleuroticola Isf-15*

 T. pleuroticola FJFZ5007 O:China(Ac:JQ040428)

 T. pleuroticola T1295 O:Colombia(Ac:EU279973)

 H. lixii CIB T02 O:Colombia(Ac:EU279976)

 H. lixii DAOM 233986 RG:Kubiceks Group(Ac:EF392749)

 T. harzianum Isf-B*

 H. virens CIB T06 O:Colombia(Ac:EU280059)

 T. virens V-22 O:India (Ac:KF668119)

 T. virens Ham-65*

 T. virens Isf-77*

 H. lixii PPRC-ET47 RG:Kubiceks Group(Ac:FJ763182)

 T. capillare ISf-7*

 T. saturnisporum IMI 146852 RG:Kubiceks Group(Ac:AY865642)

 T. brevicompactum DAOM 233362 O:Colombia(Ac:EU280056)

 T. brevicompactum Arak-146*

 T. asperellum TV13 O:India(Ac:JN104508)

 T. asperellum ST1 O:Morocco(Ac:KJ677260)

 T. asperellum Arak-12*

 T. koningiopsis DAOM 229982 O:Colombia(Ac:EU280028)

 T. koningiopsis Arak-96*

 N. macroconidialis(Ac:JF735693)

98

98
95

100

94

97

99

75

100

55

78

93 100

84

100

86

100

0.1  
 K2+G( با استفاده از مدل b) tef1α( و a) ITSنمایی بیشینه بر پایۀ نواحی  ها که در تجزیۀ درست . درختان تبارزایی جدایه6شکل 

ها درج شده است. در  استراپ( در محل ریشۀ کلاد گیری کاذب )بوت ها در هزار بار نمونه به دست آمده است. درصد تکرار کلاد

استفاده شده است.  T. saturnisporum، از دو جدایۀ گونۀ نزدیک T. capillareگونه  tef1αوزن ناحیۀ  و توالی هم ITSغیبت توالی 

های چندشاخگی، ‌علت ظهور انشعاب دار شده است. به ریشه Neonectria macroconidialisدرخت با استفاده از گونۀ نزدیک 

 ها کاذب است. ترسیم شده و طول شاخه Consensus treeفرمت  با ITSدرخت 
Figure 1. The phylogram of isolates constructed using maximum likelihood analysis based on ITS (a) and tef1α (b) 

sequences under K2+G model. The percentages of replicate trees in the bootstrap test (1000 replicates) are shown 

next to the branches. In the lack of ITS sequence and tef1α equal-weight sequence for T. capillare in GenBank, two 

T. saturnisporum strains were used as close species. The tree was rooted to close species of N. macroconidialis. Due 

to the appearance of polytomous topology, the tree based on ITS was shown as Consensus tree with lost branch 

lengths. 
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a)

 T. pleuroticola Isf-11*

 T. pleuroticola Isf-15*

 T. pleuroticola FJFZ5007 O:China(Ac:JQ040428)

 T. pleuroticola T1295 O:Colombia(Ac:EU279973)

 H. lixii DAOM 233986 RG:Kubiceks Group(Ac:EF392749)

 T. harzianum Isf-B*

 H. lixii CIB T02 O:Colombia(Ac:EU279976)

 T. virens V-22 O:India (Ac:KF668119)

 T. virens Isf-77*

 H. virens CIB T06 O:Colombia(Ac:EU280059)

 T. virens Ham-65*

 H. lixii PPRC-ET47 RG:Kubiceks Group(Ac:FJ763182)

 T. capillare ISf-7*

 T. saturnisporum IMI 146852 RG:Kubiceks Group(Ac:AY865642)

 T. brevicompactum DAOM 233362 O:Colombia(Ac:EU280056)

 T. brevicompactum Arak-146*

 T. koningiopsis DAOM 229982 O:Colombia(Ac:EU280028)

 T. koningiopsis Arak-96*

 T. asperellum TV13 O:India(Ac:JN104508)

 T. asperellum ST1 O:Morocco(Ac:KJ677260)

 T. asperellum Arak-12*

 N. macroconidialis(Ac:JF735693)

91

94

63

89

99

98

69

99

9495

58

68

74

97

58

0.1  

 

b)

 T. pleuroticola T1295 O:Colombia(Ac:EU279973)

 T. pleuroticola CBS 124383 TYPE material

 T. pleuroticola FJFZ5007 O:China(Ac:JQ040428)

 T. pleuroticola Isf-11*

 T. pleuroticola Isf-15*

 H. lixii DAOM 233986 RG:Kubiceks Group(Ac:EF392749)

 T. harzianum Isf-B*

 T. harzianum CBS 226.95 TYPE material

 H. lixii CIB T02 O:Colombia(Ac:EU279976)

 H. virens CIB T06 O:Colombia(Ac:EU280059)

 T.virens GJS 01-287 ISTHT

 T. virens V-22 O:India (Ac:KF668119)

 T. virens Ham-65*

 T. virens Isf-77*

 T. brevicompactum DAOM 233362 O:Colombia(Ac:EU280056)

 T. brevicompactum Arak-146*

 T. brevicompactum GXNN2002 TYPE material

 T. capillare ISf-7*

 T. capillare C.P.K. 2883 TYPE material

 T. saturnisporum IMI 146852 RG:Kubiceks Group(Ac:AY865642)

 H. lixii PPRC-ET47 RG:Kubiceks Group(Ac:FJ763182)

 T. koningiopsis Arak-96*

 T. koningiopsis GJS 93-20 TYPE material

 T. koningiopsis DAOM 229982 O:Colombia(Ac:EU280028)

 T. asperellum TV13 O:India(Ac:JN104508)

 T. asperellum ST1 O:Morocco(Ac:KJ677260)

 T. asperellum Arak-12*

 T. asperellum CBS 433.97 TYPE material

 N. macroconidialis(Ac:JF735693)

100

97

100

100

51

98

94

98

83

98

91

95

74

97

75

9899

97

94

85

94

0.1  
( به ترتیب b) tef1α/In.4( و a) tef1α/In.2-3نمایی بیشینه بر پایۀ نواحی  ها که در تجزیۀ درست . درختان تبارزایی جدایه6شکل 

استراپ( در  گیری کاذب )بوت ها در هزار بار نمونه به دست آمده است. درصد تکرار کلاد K2+G+Iو  K2+Gه از مدل با استفاد

 ، از یک جدایۀ گونۀ نزدیکT. capillareگونه  tef1αوزن ناحیۀ  ها درج شده است. در غیبت توالی هم محل ریشۀ کلاد
T. saturnisporum ه از گونۀ نزدیک استفاده شده است. درخت با استفادNeonectria macroconidialis دار شده است. ریشه 

Figure 2. The phylogram of isolates constructed through maximum likelihood analysis based on tef1α/In.2-3 (a) and 

tef1α/In.4 (b) regions under K2+G and K2+G+I models, respectively. The percentages of replicate trees in the 

bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the branches. In the lack of tef1α equal-weight sequence for  

T. capillare in GenBank, a T. saturnisporum strain was used as close species. The tree was rooted to close species of 

N. macroconidialis. 
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 T. pleuroticola FJFZ5007 O:China

 T. pleuroticola T1295 O:Colombia

 T. pleuroticola Isf-11*

 T. pleuroticola Isf-15*

 H. lixii CIB T02 O:Colombia

 H. lixii DAOM 233986 RG:Kubiceks Group(Ac:EF392749)

 T. harzianum Isf-B*

 H. virens CIB T06 O:Colombia

 T. virens V-22 O:India

 T. virens Ham-65*

 T. virens Isf-77*

 H. lixii PPRC-ET47 RG:Kubiceks Group

 T. capillare ISf-7*

 T. brevicompactum DAOM 233362 O:Colombia

 T. brevicompactum Arak-146*

 T. koningiopsis DAOM 229982 O:Colombia

 T. koningiopsis Arak-96*

 T. asperellum TV13 O:India

 T. asperellum ST1 O:Morocco

 T. asperellum Arak-12*

 N. macroconidialis(Ac:JF735693)

100

99

76

100

100

99
79

74

95

99

96
100

95

100

87

100

96

0.1  
با استفاده از مدل  ITS-tef1αهای ترکیبی  نمایی بیشینه بر پایۀ توالی ها که در تجزیۀ درست . درخت تبارزایی جدایه3شکل 

K2+G ها درج شده است.  استراپ( در محل ریشۀ کلاد گیری کاذب )بوت ها در هزار بار نمونه به دست آمده است. درصد تکرار کلاد

 دار شده است. ریشه Neonectria macroconidialisت با استفاده از گونۀ نزدیک درخ
Figure 3. The phylogram of isolates constructed through maximum likelihood analysis based on ITS-tef1α combined 

sequence under K2+G model. The percentages of replicate trees in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next 

to the branches. The tree was rooted to close species of N. macroconidialis. 

 

 بحث

 tef1αو  ITS  ژنی ۀنتایج این بررسی دو ناحی پایۀبر 

  های جنس گونه جداسازیقابلیت نسبی مناسبی برای 

Trichoderma ند. درخت یستدارند، ولی کافی ن

، نشان داد ITS ۀتوالی ناحی پایۀشده بر ‌ترسیم تبارزایی

این ژن توانایی کافی در تعیین حدود گونه در این 

 Samuels et) پیشین های بررسیجنس را ندارد. در 

al., 2006; Jaklitsch et al., 2006 نیز نقش ضعیف )

 تبارزایی های بررسیها و  در جداسازی گونه ITS ۀناحی

مرتبط با تنوع  Hypocrea/Trichodermaهای  گونه

های  جهشای پایین و  گونه زیاد، تنوع بین یا گونه درون

( long insertionنوکلئوتیدی ) کشیدة های‌هدرج قطع

، درختانی برابرها شناخته شده است. در  در بعضی گونه

ترسیم شدند،  tef1αنواحی مختلف ژن  پایۀکه بر 

، هرگونههای  دایهج تر مناسببندی  ضمن گروه

بالاتری نسبت به درختان مبتنی بر  باارزشهای  کلاد

ITS  به نمایش گذاشتند. با تمرکز بر ارزش نواحی

( در 7و  3، 6های  )اینترون tef1αمختلف ژن 

دهد، که بالاترین  ها نشان می (تاکسون) آرایه جداسازی

ای در اینترون  گونه درون همانندیای و  گونه تنوع بین

 تجزیه و تحلیلهای معتبرتری از  جود دارد و کلادو 7

از آن به  ناشیی بیشینه در درختان ژنی اینم درست

 7توان نتیجه گرفت، اینترون  دست آمد. بنابراین می

تری  مناسب نشانگر، tef1αژن  3و  6نسبت به اینترون 

است. نگاهی به  Trichodermaهای  گونه تبارزاییدر 

در درخت ژنی  T. asperellumهای  جدایه تبارزایی

درختان ژنی نقش  nd'vنسبت به  7مبتنی بر اینترون 

نشان  یخوب بهژنی را  ۀای بهتر این ناحی جداسازی گونه

 های بررسیبا  یجنتا(. این 3و  6، 6های  دهد )شکل می

 ,.Samuels et al., 2006; Jaklitsch et alگذشته )

 tef1α های ژن ( که در آن به نقش اینترون2006

معتبر  نشانگربارکدینگ مناسب و -DNAیک  عنوان به

 اشاره شده است، همخوانی دارد. تبارزاییبررسی  برای

های  جدایه نشان داد، T. harzianumموقعیت تبارزایی 
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گیرند  مناسب قرار نمی اعتبار بادر یک گروه و  گونه نیا

های  که این نتایج با بررسی(، 3و  6 ،6های  )شکل

 ای گونه ی پیشین که به تنوع بالای درونمولکول
T. harzianum همسان است )کند،  اشاره میSamuels et 

al., 2002; Naeimi et al., 2010; Chaverri et al.,. 

2003 .)Naeimi et al. (2010)  در بررسی تبارزایی

شده از شالیزارهای استان ‌های تریکودرما جداسازی گونه

 T. harzianum های جدایه مازندران نشان دادند که

جور  تک 67ترین جمعیت و بیشترین تنوع  فراوان عنوان به

)هاپلوتیپ( مختلف را تشکیل دادند و در پنج گروه 

نیز در  Druzhinina et al. (2010)تبارزایی قرار گرفتند. 

های  جدایه بودنمرکبگونه به  یناهای تبارزایی  بررسی

H. lixii/T. harzianum های  اند. بر پایۀ گزارش ردهاشاره ک

های  در بررسی T. harzianumموجود، گونۀ مرکب 

های بیشتری جداسازی خواهد  ی به گونهچندژنتبارزایی 

 ;Chaverri et al., 2003; Gherbawy et al., 2004شد )

Druzhinina et al., 2010;. Zhang et al., 2005 در .)

 ;Druzhinina et al., 2010های گذشته ) بررسی

Kubicek et al., 2003 این تنوع جمعیتی در سطح ،)

ی نیز مشاهده شده است و غالب بودن پصفات فنوتی

های مختلف  ی جدایهپجمعیت و تنوع در صفات فنوتی

Trichoderma harzianum وسازی  تنوع سوخت ازجمله

 ید شده تأکهای مختلف  بوم )متابولیکی( در زیست

 است.

برای  tef1αوزن  و توالی هم ITSبه دلیل نبود توالی 

های  ، در بررسی تبارزایی از توالیT. capillareگونه 

در بانک  T. saturnisporumترین گونۀ آن یعنی  نزدیک

 (. گونه3و  6، 6های  ، استفاده شد )شکلISTHژن و 
T. capillare  های  با استفاده از بررسی 6766در سال

 عنوان بهجدا و  T. saturnisporum  تبارزایی از درون گونۀ

  قرار گرفت Longibrachiatumگونۀ مستقل در بخش 

(Samuels et al., 2012تنها جدایۀ مربوط به گونۀ .) 
T. capillare  در این بررسی با استفاده از جستجوی

های تبارزایی مبتنی  و بررسی tef1αبلاست توالی ناحیۀ 

 ییدتأبندی شد. همچنین  بر آن شناسایی و خوشه

با استفاده از  T. asperellumو  T. pleuroticolaهای  گونه

های تبارزایی  و بررسی tef1αجستجوی بلاست ژن 

Dodd et al. (2003 )انجام شد.  tef1αو  ITSمبتنی بر 

های جنس تریکودرما با  نیز اذعان کردند شناسایی گونه

ها  همۀ گونه جدا کردنکافی برای  ITSاستفاده از توالی 

  یست.ن

های  های زیاد گونه ی با توجه به همانندیطورکل به

صفات ظاهری و از سوی دیگر گسترش  ازنظرنزدیک 

مفهوم گونۀ تبارزایی با استفاده از شماری ژن )همچون 

tef1α ،rpb2 ،β-tubulin ،calmodulin  وchi18-5 )

انفرادی یا چندگانه در بررسی تبارزایی که ارزش  صورت به

ها در  و راست نسخۀ )ارتولوگ( آن بندی دارند طبقه

های  شوند باعث افزایش گونه موجودهای مختلف یافت می

 Druzhininaشده است ) Trichoderma ازجملهقارچی 

et al., 2012 نتایج این بررسی نیز با ارائۀ تبارزایی .)

با  Trichodermaهای بومی از هفت گونۀ  جدایه

ای  اصالت گونه ییدتأییدشده ضمن تأهای مرجع و  جدایه

، ضرورت استفاده از توالی چندین ژن را برای تعیین ها آن

 یید کرد.تأحدود مرز گونه و ارتباط تبارزایی 
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