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چکیده
کنند. ها بعنوان عامل بیوکنترلی علیه بیمارگرهاي گیاهی عمل میشوند و اغلب آنهاي کشاورزي یافت مییکودرما به فراوانی در خاكهاي ترگونه

هـا در سـطح گونـه ضـروري     شوند. با توجه به اهمیت این قارچ، شناسـائی صـحیح آن  ها شناخته میهاي صنعتی آنزیمکنندهها همچنین بعنوان تولیدآن
جدایـه 40در این تحقیق، .باشدشناسی با توجه به هموپلاسی زیاد در صفات ظاهري مناسب نمیها مبتنی بر خصوصیات ریختاشد. شناسائی گونهبمی

کشـت  PDBها در محیط شناسائی شد. جدایهtef1αو nrRNAهاي یابی جزئی ژنهاي اصفهان، اراك و همدان با استفاده از توالیتریکودرما از استان
شـد. واکـنش   DNAانجمادي و سـپس از آن اسـتخراج   -ها در لیوفیلیزر خشکآوري شد. میسیلیومشد و توده میسیلیومی با استفاده از کاغذ صافی جمع

م شد. قطعات هاي عمومی و تخصصی انجابا استفاده از آغازگرtef1αو ITSجفت باز بترتیب از نواحی 900و 550مراز جهت تکثیر حدود اي پلیزنجیره
شناسی و آنالیز در بانک ژن ذخیره گردید. بر اساس صفات ریخت،BLASTnالگوریتم با استفاده ازیابی شد و بعد از ویراستاري و جستجو تکثیري توالی

.Trichoderma harzianum ،Tاي شـامل  هـا در هفـت گـروه گونـه    ، جدایهtef1αو ITSهاي نوکلئوتیدي توالی capillare ،T. pleuroticola ،T.

asperellum ،T. koningiopsis ،T. brevicompactum وT. virensبر اساس هاي مرجع تیپ ها با استرینتوزیع شدند. درخت فیلوژنتیکی این جدایه
.Tد. ایـن اولـین گـزارش گونـه     یید کرأهاي مورد بررسی را تاي جدایهبندي فیلوژنتیکی تولید شده اصالت گونهترسیم شد که در آن خوشهtef1αتوالی 

capillare  .براي میکوفلور ایران است

شناسیبندي فیلوژنتیک، ریختخوشه، بارکدینگ-DNA: کلیديهايواژه

مقدمه  
Hypocreaنیائی بـا تلئومـورف   تریکودرما یک جنس قارچی تک

هـاي  هـاي تریکودرمـا اغلـب بـه فراوانـی در خـاك      ). گونـه 61است (
و بعنوان عامل بیوکنترلی بـر علیـه بیمارگرهـاي    جود دارندکشاورزي و

هـاي  کننـده ها همچنـین بعنـوان تولیـد   ). آن11کنند (گیاهی عمل می
). 18و17شوند (ها همچون سلولاز شناخته میصنعتی بعضی از آنزیم

ها در سطح گونه جهـت انجـام   به دلیل این اهمیت، شناسائی دقیق آن
باشد.سایر تحقیقات ضروري می

از هــاي تریکودرمــا در ســطح گونــهمنظــور شناســایی جدایــهبــه
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ــک و ریخــت ــزان رشــد، شناســی همچــونمشخصــات فیزیولوژی می
هـا  هـا و مشخصـات میکروسـکوپی آن   مشخصات ماکروسکوپی پرگنه

هـا،  هـا، فیالیـد  هـاي کنیـدیوفور  شامل شـکل، انـدازه و سـایر ویژگـی    
هاي فرو رفته در هوایی و ریسههاي ها، ریسهسپوروها، کلامیدکنیدیوم

ــت  ــیط کش ــت ( مح ــده اس ــتفاده ش ــیات  )8، اس ــتفاده از خصوص . اس
هـا نیـاز بـه مرحلـه     در مورد بعضی گونهکهاین دلیلشناسی بهریخت

هموپلاسـی فراوانـی در صـفات فنـوتیپی     از طرفـی  باشد ومیجنسی 
ی ). بعض5(گرددمنجر به شناسائی اشتباه میمشاهده شده است، اغلب

اي هـاي گونـه  هاي تریکودرما بصورت مخفی همـراه جمعیـت  از گونه
هـاي  برنـد و تنهـا روش  شناخته شده دیگر بصورت کمپلکس بسر مـی 

هاي مولکـولی ها را متمایز کند. لذا، ابداع روشمولکولی قادر است آن
در شـرایط  را شناسـی و فیزیولـوژي   شناسائی مبتنی بـر ریخـت  روش

).  7است (ساختهکنونی نامعتبر
بارکدینگ مناسب توالی کوتاهی از یک ژن است که -DNAیک 

ها و تنوع بسـیار کمتـري در بـین    تنوع نوکلئوتیدي زیادي در بین گونه
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هـاي  ). اگرچـه تـوالی  13و12دهـد ( هاي یک گونه نشان میجمعیت
ITS  مربوط بـه ژنRNA  ) ریبـوزومی هسـتهnrRNA   بـا موفقیـت (

ــز گو  ــائی و تمی ــراي شناس ــهب ــاي ن Hypocreaو Trichodermaه
) لـیکن ایـن ناحیـه ژنـی مناسـب بـراي بعضـی        4استفاده شده است (

هـاي  یک بارکدینگ مناسب بـراي گونـه  tef1αباشد. ژن ها نمیگونه
یـابی  ) شناخته شده اسـت. امـروزه تـوالی   4) و تریکودرما (9فوزاریوم (

ــی از ژن ــون   بعض ــاخص همچ ــاي ش ، tef1α ،rpb2 ،β-tubulinه
calmodulin وchi18-5 ــتفاده از آنو ــا  اس ــرادي ی ــا بصــورت انف ه

تشخیص "هاي تریکودرما و نهایتاچندگانه در بررسی فیلوژنی جمعیت
تـرین روش جهـت جداسـازي    ) دقیـق GCPSRهاي فیلوژنتیک (گونه
).  7و6باشند (ها میگونه

.T. pleuroticola ،Tهـاي  در ایران، در مطالعات گذشـته گونـه  
asperellum ،T. virens ،T. longibrachiatum ،T.

koningiopsis ،T. brevicompactum ،T. asperellum ،T.
atroviride ،T. hamatum ،T. harzianum ،T. ghanense ،

T. citrinoviride ،T. inhamatum ،T. velutinum ،
T. tomentosum ،T. spirale ،T. koningii،T. ceramicum،

T. crassum ،T. reesei،آنــــــامورفHypocrea andinensis و
.Hآنامورف orientalis از مناطق مختلف ایران جداسازي و شناسائی

و 28، 26، 20، 19، 14منتشـر نشـده،   شده است (روحانی، اطلاعـات 
). با در نظر گرفتن اینکـه در یـک دهـه اخیـر بـا بسـط مطالعـات        29

لوکـوس ژنـی ناپیوسـته، تعـداد     مولکولی با اسـتفاده از آنـالیز چنـدین   
هاي تریکودرما افزایش یافته است و از طرفی هر گونه مطالعه در گونه
بیوکنترلی قارچ تریکودرما مسـتلزم شناسـائی   اکولوژي و توانائیزمینه

باشد، در این تحقیـق،  هاي مورد استفاده در سطح گونه میدقیق جدایه
گـروه گیاهپزشـکی دانشـگاه    جدایه تریکودرما از کلکسیون قارچی 40

شناسـی و  هاي مبتنی بر ریخـت شهید چمران اهواز با استفاده از روش
مولکولی مورد شناسائی قرار گرفت.

مواد و روش کار
سازي و خالصي تریکودرماهاجدایه

در این مطالعه از کلکسیون قـارچی گـروه گیاهپزشـکی دانشـگاه     
انتخاب شد. این جدایـه هـا از   جدایه تریکودرما 40شهید چمران اهواز 

هاي اصفهان، همدان و اراك جداسـازي شـده   هاي زراعی استانخاك
آگار -دکستروز-زمینیمدت روي محیط سیبها براي کوتاهبود. جدایه

)PDAهاي اسـپور مخلـوط بـا ماسـه     ) و براي درازمدت بصورت توده
PDAمحتـوي هاي تریکودرما به ظروف پترينگهداري شدند. جدایه

بـه مـدت   C°28دهی، در شرایط نـور و دمـاي   زنی و جهت اسپورمایه
یک تا چهار هفته بسته بـه نـوع جدایـه، نگهـداري شـدند. سـپس بـا        

،80تــویین درصــد1/0اده از آب مقطــر اســتریل محتــوي   اســتف

اسپور ها به روش تکسازي جدایهسوسپانسیون اسپور تهیه شد. خالص
آگـار  -دکسـتروز -زمینـی شده سـیب ضعیف 4/1روي محیط کشت تا 

)¼-strength PDA) 1) انجام شد  .(

شناسیبررسی ریخت
)، PDA)Merckهـاي  هاي تریکودرما روي محـیط کشـت  جدایه
ــار (-آرد ذرت  ــداقلی CMA, Sigma Aldrichآگ ــنتتیک ح ) و س

)SNA در دماي (°C28 سـاعته رشـد داده شـدند.    -12و تناوب نوري
فیزیولوژیک بسته به نوع جدایـه و صـفت   مشخصات ریخت شناسی و 

هاي میکروسـکوپی  گیريزنی برداشت شد. اندازهروز بعد از مایه25-3
میکروســکوپ ماتیــک 100xو 40Xهــاي شــیئی بــا اســتفاده از لنــز

)Motic BA210 Basic Biological Light Microscope  مجهـز (
ی مشـاهده  گیري انجام شد. مشخصات کیفـی و کم ـ افزار اندازهبه نرم

افـزاري کلیـد آنلـین مخصـوص     شده براي هر جدایـه در محـیط نـرم   
هـاي مورفومتریـک بـر    ) ثبـت و گونـه  23هاي جنس تریکودرما (گونه

اساس آن تفکیک شد.

DNAتولید بیوماس قارچی و استخراج 

لیتـر بـه محـیط    اسپور در میلی510اسپورهاي تریکودرما با نسبت 
rpmو C°28در شـرایط دمـائی  سـاعت 48زنـی و  مایهPDBکشت 

نگهداري شدند. با استفاده از قیف و گاز سترون، توده میسیلیومی 120
آوري و بـا آب مقطـر   جمعPDBهاي مایع رشد یافته در محیط کشت

گیري سترون شستشو شد. توده میسیلیومی حاصله بلافاصله بعد از آب
و بـه مـدت دو   لیتـري منتقـل  میلـی 50هاي سـانتریفوژ  اولیه، به لوله

ها با قطعات گاز سپس درب لولهنگهداري شدند.-80ساعت در فریزر 
Cدر دمـاي حـدود   "سترون جایگزین و در دستگاه لیوفیلیزر که قـبلا 

تنظیم شده بود، قرار داده شد و سپس پمپ خـلاء روشـن شـد.    -°55
انجمادي -ساعت نگهداري در این شرایط، خشک16ها در مدت نمونه
توده میسیلیومی خشک شده به هاون چینی سـترون منتقـل و بـا    شد. 

استفاده از دسته هاون در درون ازت مایع پودر گردید. پودر ایجاد شـده  
گذاري، با پـارافیلم مسـدود و   آوري، دربدر همان لوله سانتریفوژ جمع

نگهداري شدند. جداسـازي  -C°20در دماي DNAتا زمان استخراج 
DNA با اندکی تغییر انجام گرفت. )21ریدر و برودا (به روشDNA

280و 260با بارگذاري روي ژل آگاروز و میزان جذب در طـول مـوج   
ــدل    ــپکتروفتومتر (مـ ــتفاده از اسـ ــا اسـ ــانومتر بـ eppendorfنـ

BioPhotometer plus1سنجی شد (شکل سنجی و کیفیت) کمیت  .(

tef1αو ITSهاي تکثیر ژن

ITS1-Fاز جفـــــــــت آغـــــــــازگر عمـــــــــومی 

(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) وITS4-R
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(TCCTCCGCTTATTGATATGC)  ــه ــر ناحی ــراي تکثی ITSب

ــی   27( ــازگر اختصاصـــــ ــت آغـــــ tef171-F) و جفـــــ

(CAAAATGGGTAAGGAGGASAAGAC) وtef1997-R

(CAGTACCGGCRGCRATRATSAG) بــــراي تکثیــــر ژن
tef1α 4و 3، 2، 1هــاي تــرونحــاوي این5تــا اگــزون 1(از اگــزون (

هـاي  مـراز در حجـم  اي پلـی ). مخلوط واکنش زنجیره24استفاده شد (
μl50 با استفاده ازμl5 10بافرx Taq buffer  غلظت نهـائی ،mM3
آغــازگر معکــوسμl3، (10μm)روآغــازگر پــیش2MgCl ،μl3از 

(10μm) ،μl2 ازdNTP (2.5μm each) ،μl5/0 آنــزیمTaq

DNA Polymarase (5u/μl) ،μl2DNA نانوگرم) 200الگو (حدود
تهیه و تکثیر بـا  μl50کیور تا حجم و آب مقطر دوبار تقطیر شده میلی

اي رژیم حرارتی ذیل در دستگاه ترموسایکلر انجام شد. واکنش زنجیره
ــی ــدل  پل ــیکلر (م ــک ترموس ــراز در ی GradientTMMJ Miniم

Thermal Cyclerی ذیل تنظیم شد:) با رژیم حرارتی تجرب

مدت زمان (ثانیه))°Cدرجه حرارت (تعداد چرخهنوع رژیم
194180ذوب اولیه

35هاي اصلیچرخه

9430
ITSبراي 51

tef1αبراي 57
30

7290
172300مریزاسیون نهائیپلی

یابیخالص سازي قطعات تکثیري و توالی
و ITSدو گـروه ژن  مربـوط بـه هـر جدایـه در     PCRمحصولات 

tef1αآوري و با استفاده از روش رسوب با هاي سانتریفوژ جمعدر لوله
حجم استات 10/1براي این منظور، ).2(اتانول تغلیظ و شستشو شد

برابر حجم اتانول مطلق اضافه و بـه  2-3و pH 5.4مولار با 3سدیم 
و Cº4نگهداري شد. سـپس در دمـاي   -80مدت یک شب در دماي 

دقیقه سانتریفوژ شد و رسـوب حاصـله بـا    20به مدت xg10000دور 
آب µl25شستشو شد. رسـوب نهـائی در   درصد70استفاده از اتانول 

یـابی بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي     کیور حـل و جهـت تـوالی   مقطر میلی
رو و معکوس به شرکت ماکروژن ارسال شد.پیش

هاگونهها و تایید فیلوژنتیکیآنالیز توالی
بـا اسـتفاده   tef1αو ITSهاي هاي بدست آمده از تکثیر ژنتوالی

هـاي  ویراستاري شـد. خـوانش  ) BioEdit v. 7.0.9.0)10افزار از نرم
بـراي هـر جدایـه بـا اسـتفاده از نـرم افـزار        رو و معکوس هر ژنپیش

DNA Baser Sequence Assembeler v4
)www.DnaBaser.comاي شــده) مونتــاژ و بعنــوان تــوالی تصــحیح

جهـت تفسـیر و تعیـین نـواحی اکسـون و      نهائی مدنظر قـرار گرفـت.  

افـزار  در محـیط نـرم  tef1αهـاي کـد کننـده پـروتئین     اینترون تـوالی 
BioEditهاي اطلاعات ژنـوم  یید شده در پایگاههاي مرجع تأ، از توالی

معرفـی و بـا   NCBIها بـه پایگـاه اطلاعـات ژنـوم     استفاده شد. توالی
هـاي بلاسـت و   براي شناسـائی هیـت  BLASTnاستفاده از الگوریتم 

داراي هـائی کـه  ي مرتبط جستجو شـد. هیـت  هاي شناخته شدهتوالی
و بـالاترین درصـد   E1بالاترین درصد شناسائی با کمتـرین شـاخص   

هـاي  ییـد شناسـائی  أتترین توالی در پوشش توالی بودند بعنوان نزدیک
شناسـی، مـد نظـر قـرار گرفتنـد. جهـت تاییـد        قبلی مبتنی بر ریخـت 
مربـوط بـه   tef1αهـاي  شناسائی شـده، تـوالی  فیلوژنتیکی هفت گونه

این مطالعـه و هفـت اسـترین تیـپ از بانـک ژن و پایگـاه       هايجدایه
Trichodermaاطلاعات ژنوم کمسیون بین المللی جهت تاکسونومی 

انتخاب شـدند و  ISTH)http://www.isth.info(2یا reaHypocو 
همBioEdit v. 7.0.9.0افزار در نرمClustalWبا استفاده از برنامه 

maximumنمـائی بیشـینه (  راستا شدند. درخت فیلـوژنتیکی درسـت  

likelihood   از طریـق مـدل (Kimura 2-parameter (K2+G)  بـا
).  25م شد (ترسیMEGA 6افزار استفاده از نرم

نتایج    
شناسی و پرگنـه کـه روي   جهت شناسائی اولیه، مشخصات ریخت

گیري شدند. بـا ورود  رشد یافتند، اندازهSNAو PDA ،CMDمحیط 
هـا در  ) جدایـه 23این مشخصات در کلید آنلین شناسـائی تریکودرمـا (  

). یـازده نماینـده از ایـن    1قـرار گرفتنـد (جـدول    ايهفت گروه گونـه 
ها براي شناسائی دقیق مولکـولی اسـتفاده شـد. پـس از ارزیـابی      گروه
هـاي مـورد   مربـوط بـه جدایـه   tef1αو ITSهـاي نوکلئوتیـدي   توالی

نمایـه  NCBIشده در پایگـاه اطلاعـات ژنـوم    هاي تاییدبررسی، توالی
2هـاي درج شـده در جـدول    ها تحـت شـماره  شدند و دسترسی به آن

آمده در بانک ژن و انجام هاي بدستالیپذیر است. با معرفی توامکان
ها میزان شباهت آنBLASTnعملیات جستجو با استفاده از الگوریتم 

). بـر اسـاس صـفات    2هاي مرجع آشکار شد (جـدول  استرینبا توالی
، tef1αو ITSهاي نوکلئوتیـدي  شناسی و تجزیه و تحلیل توالیریخت
T. capillareاي شـامل  ها در هفت گروه گونـه جدایه Samuels &

Kubicek ،T. pleuroticola Yu & Park ،T. asperellum
Samuels, Lieckf & Nirenberg ،T. virens (J.H. Mill.,

Giddens & A.A. Foster) Arx ،T. koningiopsis Oudem. ،
T. brevicompactum Kraus, Kubicek & Gams وT.

harzianum Rifai ها همچنین بـه  این توالی).2توزیع شدند (جدول
TrichO Keyافزاري اختصاصی تریکودرمـا همچـون   هاي نرممحیط

1- E Value: Expected value
2- International Subcommission on Trichoderma and
Hypocrea Taxonomy



365...هايژنیابی جزئیهاي تریکودرما با استفاده از توالیشناسائی گونه

ISTHهاي موجـود در  ) معرفی و با گونه15(TrichoBLAST) و 5(

سنجی شدند.اعتبار
tef1αو ITSهـاي  ، هر کـدام از تـوالی  BLASTnدر جستجوي 

.Tهاي هاي مربوط به گونهبراي جدایه virens ،T. koningiopsis و
T. brevicompactum  شناسائی دقیق و بدون ابهامی ارائه کردنـد در

.Tهـاي  هـاي مربـوط بـه گونـه    بـراي جدایـه  ITSصورتیکه تـوالی  
harzianum ،T. pleuroticola ،T. asperellum وT. capillare

بعنـوان  tef1αهـا تـوالی   شناسائی معتبري ارائه نکرد و براي این گونه
DNA-یید نام گونه مد نظـر قـرار گرفـت    أینگ مناسب جهت تبارکد

هاي مورد بررسی به ترتیـب  ها جدایه). درصد شناسائی توالی2(جدول 
ارائه شد درصدITS99-88و درصد tef1α100-96هاي براي توالی

هـا، درخـت فیلـوژنتیکی ایـن     یید فیلوژنتیکی گونهأ). جهت ت2(جدول 
ترسـیم شـد   tef1αبر اساس توالی یپ هاي مرجع تها با استرینجدایه

.Tهــاي گونــههــاي شناســائی شــدهکــه در آن جدایــه virens ،T.

koningiopsis ،T. brevicompactum ،T. harzianum ،T.

pleuroticola ،T. asperellum وT. capillare  ــب ــه ترتیـ بـ

درصـــد بـــا 99و 99، 98، 96، 86، 94، 99هـــاي بـــا ارزش کـــلاد
) کـه ایـن   2(شـکل  ایجـاد کردنـد  هـا  همـان گونـه  هاي تیپاسترین
کنـد. ایـن   ییـد مـی  هـا را تأ اي آنژنتیکی اصالت گونهبندي فیلوخوشه

تـا  1(از اگزون tef1αو طول بیشتري از ژن ITSمطالعه اولین توالی 
در بانـک ژن نمایـه کـرد. در    T. capillare) را بـراي گونـه   5اگزون 

هاي متعـددي  ط به این گونه، جهشمربوtef1αبررسی و تفسیر توالی 
شــدن نوکلئوتیــد از نــوع تغییــر در نــواحی کدکننــده ناشــی از اضــافه

)insertion frameshift مشــاهده شــد کــه موضــوع جــالبی بــراي (
).  3تواند باشد (شکل مطالعات آینده، می

جهت شناسائی مولکولی tef1αو ITSعلاوه بر استفاده از نواحی 
شناسـی و رشـدي   ده، مشخصـات مهـم ریخـت   هفت گونه مطالعه ش ـ

از ایـران گـزارش   "هائی کـه قـبلا  هاي مورد بررسی براي گونهجدایه
.Tبصورت خلاصه آورده شـده اسـت و گونـه    1شده است در جدول 

capillare Samuels & Kubicek   که براي میکوفلور ایـران جدیـد
).  4شود (شکل باشد شرح داده میمی
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 T. pleuroticola Isf-11*

 T. pleuroticola Isf-15*

 T. pleuroticola CBS 124383 (TYPE HM142381)

 T. harzianum Isf-B*

 T. harzianum CBS 226.95 (TYPE AY605833)

 T.virens GJS 01-287 (TYPE ISTH)

 T. virens Ham-65*

 T. virens Isf-77*

 T. capillare ISf-7*

 T. capillare C.P.K. 2883 (TYPE JN182283)

 T. capillare C.P.K. 885(JN182277)

 T. capillare C.P.K. 3412(JN182284)

 T. capillare TW22166(KT862524)

 T. capillare GJS 06-66(JN175585)

 T. capillare GJS 99-3(JN175584)

 T. brevicompactum Arak-146*

 T. brevicompactum GXNN2002 (TYPE JQ040332)

 T. koningiopsis Arak-96*

 T. koningiopsis GJS 93-20 (TYPE DQ284966)

 T. asperellum Arak-12*

 T. asperellum CBS 433.97 (TYPE AY376058)

 N. macroconidialis(Ac:JF735693)

100

100

99

100

100

75
99

100

100

68

38

100

0.1

بدست آمده است. K2+Gبا استفاده از مدل tef1αهاي نمائی بیشینه بر اساس توالیها که در آنالیز درستخت فیلوژنتیکی جدایهدر- 2شکل
.Nها درج شده است. درخت با استفاده از گونه نزدیک استراپ) در محل ریشه کلادگیري کاذب (بوتبار نمونه1000ها در درصد تکرار کلاد

macroconidialisدار شده استریشه
Figure 2- The phylogram of isolates constructed through maximum likelihood analysis based on tef1α sequence under K2+G
model. The percentages of replicate trees in the bootstrap test (1000 replicates) have been shown next to the branches. The

tree was rooted to close species of N. macroconidialis

Trichoderma capillare G.J. Samuels & C.P.
Kubicek, Fungal Diversity 55: 83 (2012)) 4شکل(

ه بر اساس سه تکرار روي محیط کشـت میزان رشد شعاعی پرگن
PDA در دمايºC1±25 وºC1±35    ال بـا اصـلاح اثـر تـنش انتق ـ

سـاعت  72متـر پـس از   میلـی 60و 55دیسک میسیلیومی، به ترتیب 
، ºC1±35در دمـاي  SNAمشاهده شد. این میزان روي محیط کشت 

هاي قارچ روشن و عموما فرورفته و سـطح  متر ثبت شد. ریسهمیلی45
پرگنه کاملا صاف مشاهده شد. سطح روئی و پشتی پرگنه رشـد کـرده   

شن و با تولیـد فـراوان رنگدانـه زرد بـه     در ابتدا روPDAروي محیط 
زردي گرایش پیدا کرد. زردي پرگنه با گذشـت زمـان و نگهـداري دو    

هـا،  اي در دماي آزمایشگاه کاهش پیدا کرد. بر خلاف اکثر گونـه هفته
و در شرایط نگهداري در نور ممتد بسیار PDAاسپورزائی روي محیط 

اي عموما کروي برجسته هخیر و از هفته دوم بصورت ظهور جوشأبا ت
متري انجام میلی5هاي متفاوت تا پرزدار سبز روشن و متراکم با اندازه

ها بیشـتر در اطـراف پرگنـه، مخصوصـا مـرز سـطح       شد. تراکم جوش
اسپورزائی در شرایط تنـاوب  محیط کشت با دیواره پتري، مشاهده شد.

هـاي قـارچ، بصـورت دوایـر متحـدالمرکز مشـاهده       نوري رشد کشـت 
رنـگ، داراي  نگردید. تولید کلامیدوسپور مشاهده نشد. کنیدیوفورها بی

دیواره صاف و تولید انشعابات فرعی که هرکدام به تعـدادي فیالیـد در   
شد اگرچه تعداد کمی از این کنیـدیوفرها تولیـد فیالیـدهاي    انتها منجر 

شکل تـا  منفرد بصورت انتهائی و گهگاهی جانبی کردند. فیالیدها تنگی
متـورم در نیمـه پـایینی، بیشـتر مسـتقیم و      "اي، کـاملا قریبا استوانهت

ها بر اساس مانند و نامتقاران، اندازه آنمتقارن ولی گاهی خمیده قلاب
5/2-5/3) 4) میکرومتر طول و (5/4(5/5-10) 13گیري (اندازه80

هـا  تـرین قسـمت مشـاهده شـد. کنیـدیوم     ) میکرومتر پهنا در متورم2(
هـا بـر   آنکروي تا بیضوي، سطح زبر با رنگ سبز روشن، ابعـاد تقریباً

-3) 4میکرومتـر قطـر طـولی و (   5/2-4) 5/4گیري (اندازه80اساس 
) میکرومتر قطر عرضی مشاهده شد.2(5/2
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بحث
tef1αو ITSهـاي  ها بر اساس تـوالی هاي متفاوت گونهشناسائی

"یک ژن مخصوصـا ها بر اساس توالیکند که تشخیص گونهثابت می
باشـد و ایـن در   هـاي تریکودرمـا دقیـق نمـی    بـراي گونـه  ITSتوالی 

براي T. capillare). گونه 4مطالعات قبلی نیز به اثبات رسیده است (
شـود. ایـن   اولین بار در این مطالعه براي میکوفلور ایران گـزارش مـی  

هـاي فیلوژنتیـک از سـایر   بـا اسـتفاده از بررسـی   2012گونه در سال 
ــت ــه مســتقل در بخــش   جمعی ــوان گون ــدا و بعن ــا ج ــاي تریکودرم ه

Longibrachiatum) همچنین، ایـن مطالعـه تـوالی    22قرار گرفت .(
را بـراي  tef1αمربـوط بـه ژن   3و 2هاي و توالی اینترونITSناحیه 

اولین بار به بانک ژن معرفی و آن را ثبت کرد.  

T. capillareغییر در نواحی کدکننده جدایه هاي چندگانه از نوع تموتاسیون- 3شکل  Isf-7هاي مورد بررسیدر مقایسه با سایر جدایه
Figure 3- Multiple insertion-type frame shifts in tef1α reading frame of T. capillare Isf-7 compere to other isolates surveyed

.T. pleuroticola ،Tدر این بررسی، شش گونـه   asperellum ،
T. virens ،T. koningiopsis ،T. brevicompactum وT.
harzianum   بـراي میکوفلـور ایـران    "نیز شناسائی شـدند کـه قـبلا

، 26، 20، 19، 14روحانی، اطلاعات منتشر نشـده،  گزارش شده است (
هـائی از خـاك و فیلوسـفر    ) جدایـه 19). نعیمی و همکـاران ( 29و 28

آوري شمالی کشور و ساحل جنوبی دریاي خزر جمعمزارع برنج در نوار
ها در ، جدایهITSکردند و بعد از شناسائی مولکولی با استفاده از نواحی 

.T. asperellum ،T. atroviride ،Tاي شـــش گـــروه گونـــه
brevicompactum ،T. hamatum ،T. harzianum وT. virens

خـاك  تریکودرما همراه هاي ) گونه20نظمی و همکاران (قرار گرفتند.
هاي شـمال کشـور (گـیلان،    و چوب پوسیده جمع آوري شده از استان

هـاي  را بررسـی کردنـد و در ایـن بررسـی، گونـه     مازندران و گلستان)
T. ceramicum،T. crassum ،T. reeseiآنــامورف ،Hypocrea

andinensisو آنامورفH. orientalis هایی جدیـدي  گونهرا بعنوان

.Tهاي گزارش کردند. گونهفلور قارچی ایران میکوبراي harzianum
ــاT. virensو  ــا در   "تقریب ــه تریکودرم ــع ب ــات راج ــام تحقیق در تم

روحـانی،  هاي مختلف جغرافیائی در ایران گـزارش شـده اسـت (   حوزه
) و این غالب بـودن  29و 28، 26، 20، 19، 14اطلاعات منتشر نشده، 

دهد.ریشه نشان میتریکودرماي خاك و فراها را در جمعیت این گونه
دهد که در مطالعات شناسائی گونـه و  نتایج این تحقیق، نشان می

باشـد (جـدول   هاي فیلوژنتیک استفاده از چند ژن ضروري مـی ارزیابی
T. capillare). تنهـا جدایـه   1 Isf-7     در ایـن مطالعـه بـا اسـتفاده از

ییـد  أی شـد. همچنـین ت  شناسـائ tef1αجستجوي بلاست توالی ناحیه 
ــه ــاي گون ــتفاده از T. asperellumو T. pleuroticolaه ــا اس ب

) نیز اذعان 3انجام شد. دود و همکاران (tef1αجستجوي بلاست ژن 
ITSهاي جنس تریکودرمـا بـا اسـتفاده از تـوالی     کردند شناسائی گونه

باشد.ها نمیکافی براي جداکردن تمام گونه
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T. capillare- 4شکل  Isf-7 :a وb روزه رشدیافته روي 7.  پرگنهPDA،c وd روزه رشدیافته روي 10. پرگنهPDA ،e وf روزه 25. پرگنه
است میکرومتر 10روزه. خط مقیاس10هاي ها از کشت. کنیدیوفور، کنیدیوم و فیالیدiو PDA ،g ،hرشدیافته روي 

Figure 4- a and b, T. capillare Isf-7: 7-days colony on PDA. c and d, 10-days colony on PDA. e and f, 25-days colony on PDA.
Conidiophores, conidia and phialids from 10-days cultures, Scale bars: 10 μm

تـاهی  کـه تـوالی نوکلئوتیـدي کو   DNAیک ژن یا یک ناحیه از 
هـا  باشد و تنوع آن در افراد داخل یک گونه بسیار کمتـر از بـین گونـه   

توانـد  اي باشـد) مـی  گونـه اي بیشتر از تنوع درونباشد (تنوع بین گونه
و12ها اسـتفاده شـود (  بارکدینگ جهت تشخیص گونهDNAبعنوان 

هـاي  بـراي گونـه  ITSدهد که نـواحی  ) و تحقیقات اخیر نشان می13
هـا  این ویژگی را ندارد و به تنهائی قادر به جدا کردن گونـه تریکودرما

بارکدینگ و مارکر مناسبی جهـت  tef1αDNA). ناحیه ژنی 5نیست (
ــه ــز گون ــه تمیی ــارچی از جمل و تلومــورف آن Trichodermaهــاي ق
Hypocrea) از طرفی توسـعه مفهـوم گونـه فیلوژنتیـک بـا      ).5است

هـا در  بندي دارند و ارتولـوگ آن قهاستفاده از تعدادي ژن که ارزش طب

هـاي قـارچی از   شوند باعث افـزایش گونـه  موجودات مختلف یافت می
).7جمله تریکودرما شده است (

هـاي نزدیـک از نظـر    هـاي زیـاد گونـه   بطور کلی با توجه به شباهت
هـاي قـارچی، اسـتفاده از    صفات ظاهري و هموپلاسـی فـراوان در گونـه   

جهت شناسائی گونه و کشـف  DNAهاي والیصفات مولکولی از جمله ت
هاي روشنی را در علم سیستماتیک قارچی ها افقارتباطات فیلوژنتیک آن

هـاي  ها در سالنوید خواهد داد و سیر شتابان تحول در سیستماتیک قارچ
باشد. تحقیق اخیر نیز در همین راسـتا  اخیر نیز محصول همین رویکرد می

T. capillareاي جدیـد  نه تریکودرما، گونـه با شناسائی مولکولی هفت گو

را براي میکوفلور ایران معرفی کرده است.

c b                                                                       a

d                                                                        e f

g h                                                                       i
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