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  چكيده
ي ها ريژيك بيماودليل كاربرد در كنترل بيول به Trichoderma harzianumي قارچ ها استرين

در تحقيق حاضر، ساختار فيلوژنتيكي اين . بر زندگي بشر، اهميت فراواني دارند تأثيرگياهي و 
ي ايران ها ي متنوع در برخي اقليمها آمده از مناطق جغرافيايي مختلف و زيستگاه دست گونه به

)NC ،SCD  وCSW ( ةجداي 239نگاري  منظور بررسي و غربال اوليه، انگشت به. شدبررسي 
براساس . فتانجام گر RAPD-PCRبا استفاده از نشانگر  Trichodermaآمده از جنس  دست به

-ITS1-5.8 s ةتعيين توالي ناحي منظور به، تعدادي جدايه از هر گروه گرفته بندي انجام گروه

ITS2  ازrDNA  ةجدايه از گون 176در مجموع، . ندشدانتخاب T. harzianum دست آمد به .
ه بود، با روش ماكسيمم گرفتآنها تعيين توالي انجام  ITS ةجدايه كه براي ناحي 76، از اين ميان

فيلوتيپ  10در  ها در نتيجه، اين جدايه. شدندوتحليل فيلوژنتيكي  پارسيموني تجزيه
)phylotype (فيلوتيپ . جاي گرفتندA  با يك جدايه)الل جديدي از ة آنمايند) 4414ITS  در

لل منحصر به فرد در اقليم آيافتن اين . باشد، كه بومي ايران است يم T. harzianum ةگون
CSW لل جديد در آاين شرايط اقليمي در ظهور اين  تأثيرتواند بيانگر  در شمال ايران، مي
  . باشد T. harzianum ةگون

  

   .ITS ،ژيكوكنترل بيول ،فيلوژني، فيلوتيپ ،للآ :هاي كليدي  واژه
  

  مقدمه
ي است كه هاي قارچاز  Hypocrea/Trichodermaجنس 
هاي اين  استرين. دارندوسيعي بر زندگي بشر  تأثير

دليل توانايي در برقراري انواع ارتباط هتروتروف  به جنس
صورت ساپروفيت، انگل و  با محيط اطراف، از جمله به

جازي  موجوداتي همه ،طلب ي فرصتها حتي اندوفيت
)ubiquitous (بستر  بوده و قادر به رشد در)ها )سوبسترا 

سوبستراهاي  يكي از. هستندي متنوع ها و اكوسيستم
هاي ساير  ، اندامي اين جنسها مناسب براي برخي گونه

صورت انگلي روي  تواند به اين ارتباط مي. هاست قارچ
، يا ساپروفيتي روي )mycoparasitism( ها ساير قارچ

نوان قارچي باشد، كه از آن با ع )biomass( ةتود زيست
mycotrophy شود ياد مي )Druzhinina et al., 2011 .(

توان به  از ديگر سوبستراهاي مناسب اين جنس مي
 ,Klein & Eveleigh(خاك، بقاياي گياهي و چوب 

و ) Samuels, 2006(ي گياهي ها و همچنين اندام )1998
 Druzhinina(ي بيمار انسان ها جمله اندام پستانداران، از

et al., 2008 ( ي مهم برخي ها از قابليت .دكراشاره
و  ها بيوتيك ي اين جنس، توانايي توليد آنتيها گونه
 ها ست كه آنها را قادر به حمله به ساير قارچها آنزيم
اين خصوصيت آنها را  .)Jaklitsch, 2009(سازد  مي
عنوان عوامل كنترل بيولوژيك عليه بيمارگرهاي   به

و ) Druzhinina et al., 2011( ها گياهي، از جمله قارچ
 كردهمطرح ) Goswami et al., 2008(نماتدها  اخيراً
ي اين جنس و ها با توجه به كاربردهاي متنوع گونه .است
و  ها زندگي بشر، شناسايي صحيح گونه بر ات آنهاتأثير



 1393بهار ، 1 ، شماره45دوره ايران پزشكي  دانش گياه            60

اهميت . داردي هاي مختلف آن، اهميت فراوان استرين
تن اين تاكسونومي صحيح اين جنس با در نظر گرف

د كه نتايج متضاد حاصل از شو ميحقيقت آشكارتر 
مشابه در مورد يك ميكروارگانيسم يكسان  هاي آزمايش

دليل شناسايي اشتباه آن ميكروارگانيسم  ممكن است به
 .T ةمثال، نام گون براي). Jaklitsch, 2009(باشد 

harzianum ي ها ي گذشته به گونهها در طول زمان
 Kullnig et(نسبت داده شده است  بسياري از اين جنس

al., 2001 .(شناسايي گونه  ةچنين اشتباهاتي در نتيج
 ،عبارت ديگر رفولوژيكي، و بهوي مها براساس روش صرفاً

 ةرفولوژيكي گونواستفاده از مفهوم شناسايي م
)morphological species recognition  ياMSR ( رخ

ل معدود بودن و دلي به ها داده است؛ درحالي كه اين روش
 منظور بهرفولوژيكي مفيد وشباهت خصوصيات م

ند يست، قابل اعتماد نTrichoderma يها شناسايي گونه
)Druzhinina et al., 2005b.( ي مولكولي ها ورود روش
در  DNAخصوص تعيين توالي نوكلئوتيدي  به

شناسي تكاملي، به تغييرات شگرفي در تاكسونومي  قارچ
مثال بارز در اين زمينه . است هشدمنجر  ها قارچ

ي ها است، كه استفاده از روش  Trichodermaجنس
ي آن ها شناسايي گونه برايمولكولي نه تنها ابزاري قوي 

ي ها وضعيت گونهتر شدن  رود، بلكه به روشن ميشمار  به
يكي  T. harzianum ةگون. كند ميشده نيز كمك  شناخته

ي جنس ها گونه ترين ترين و فراوان شده از شناخته
Trichoderma )Migheli et al., 2009 (،كه قادر  است

اين گونه . استي اكولوژيكي متنوعي ها به رشد در مكان
ي ها اصلي موجود در بسياري از فرمولاسيون ياز اجزا

و داراي ) Druzhinina et al., 2010( ها كش تجاري قارچ
ل عوام) بيوكنترل(كاربرد وسيع در كنترل بيولوژيك 

همچنين اين گونه قادر به . زاي گياهي است بيماري
بهبود رشد و القاي مقاومت در گياهان در برابر 

). Gromovich et al., 1998( استبيمارگرهاي گياهي 
 Trichodermaاين گونه از جنس  تأثيرنظر به اهميت و 
درك ساختار ژنتيكي و جايگاه صحيح  بر زندگي بشر،

؛ اما با وجود اهميت داردي بندي آن اهميت زياد رده
 Chaverri et(دليل كمپلكس بودن  فراوان اين گونه، به

al., 2003( حدود و ثغور آن به لحاظ تاكسونوميكي و ،
نتايج حاصل از  .شده نيست شناخته فيلوژنتيكي كاملاً

در مورد تنوع ژنتيكي و فيلوژني گرفته  مطالعات انجام
دنيا حاكي از آن  در سراسر .T. harzianum s. l ةگون

است كه اين گونه كمپلكس بوده، و قادر به زندگي در 
 ;Chaverri et al., 2003( استي متنوعي ها  هزيستگا

Migheli et al., 2009; Vahabi et al., 2009; 
Druzhinina et al., 2010; Blaszczyk et al., 2011; 

Naeimi et al., 2011; Chaverri & Samuels, 2013.( 

كمپلكس  ةدر مورد گون گرفته جامنا ةترين مطالع جامعدر 
T. harzianum )Druzhinina et al., 2010(،  نتايج

استرين از  93ژني مربوط به  ةي سه ناحيها بررسي توالي
حاكي از وجود  -از جمله يك جدايه از ايران-سراسر دنيا

، زايي درون اين گروه بزرگ است گونه ةيك فرايند پيچيد
 راهبرديي با ها بر همزيستي و تعامل ارگانيسم كه مبتني

مرزهاي دقيق  نبودتكاملي متفاوت و در عين حال، 
همچنين نتايج اين تحقيق نشان . ستژنتيكي ميان آنها

 .Tقارچ ) تلئومرف(عنوان فرم جنسي  كه به- H. lixiiداد 

harzianum تفاوت ژنتيكي فاحشي با  ،مطرح شده است
 H. lixii/T. harzianumب و كاربرد تركي ردآن دا

، چراكه آنها يستعنوان يك ارگانيسم واحد صحيح ن به
ايران كشوري پهناور با شرايط . ندهستمجزا  ةگون دو

. استجغرافيايي متنوع در خاورميانه  اقليمي و زيست
در ايران در مورد جنس گرفته  بيشتر مطالعات انجام

Trichodermaجنس در ي اين ها ، بر قابليت برخي گونه
كنترل بيولوژيك بيمارگرهاي گياهي متمركز بوده و 

ي آن، ها تنوع زيستي استرين ةمطالعات كمتري در زمين
خصوص با در نظر گرفتن شرايط اقليمي و مناطق  به

هاي   وسيستمجغرافيايي متنوع و نيز سوبستراها و اك
تحقيق، بررسي هدف از اين   .مختلف انجام گرفته است

 s. l.  T. harzianumةتيكي گونساختار فيلوژن
آمده از مناطق مختلف جغرافيايي در برخي  دست به
ي ها ي ايران، و نيز سوبستراها و اكوسيستمها ماقلي

 Internal Transcribedمتنوع، براساس توالي نواحي 

Spacer )ITS1 and ITS2( ازآنجا كه شناسايي  .بود
دقيق و درك ساختار فيلوژنتيكي عوامل كنترل 

ثر آنها در مزرعه نقشي ؤبيولوژيك در كاربرد صحيح و م
تواند گامي در جهت  مياين تحقيق  ةنتيج ،اساسي دارد

صحيح از پتانسيل اين عامل كنترل بيولوژيك  ةاستفاد
  .  در كشور باشد
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  ها  شمواد و رو
    ها جدايه ةسازي اولي و آماده برداري نمونه
از  2010- 2011ي ها ي قارچ طي سالها آوري جدايه جمع

سردسيري شمالي و اقليم هاي ايران، شامل  برخي اقليم
سردسيري و  ، اقليم نيمه)NC( متر 1500اعات بالاي فارت

گرمسيري  و اقليم نيمه) SCD(خشك فلات مركزي 
و از سوبستراها  )CSW(اي خاص داخلي  ساحلي و جلگه

سوبستراهاي . گرفتي متنوعي انجام ها سيستموو اك
شده شامل خاك، قارچ بازيديوميست  هدرنظرگرفت

Armillaria sp. )نيز  ، فيلوسفر و)كلاهك و ريزومرف
تعدادي جدايه نيز از . درختان بودندهاي  كندهچوب 

و فيلوسفر و  Agaricus bisporusخاك، قارچ خوراكي 
آوري  جمع 2006-2009ي ها لبقاياي برنج، كه طي سا

همچنين . ندشدن دريافت اشده بودند، از ساير محقق
 ها ي مختلفي چون مزارع، باغات و جنگلها اكوسيستم

پس از . قرار گرفتندبرداري  و نمونهمورد بازديد 
، Trichodermaي ها سازي جدايه جداسازي و خالص

 50نگهداري آنها در ماسه بادي استريل و نيز گليسرول 
نيز با  ها رفولوژيكي گونهوشناسايي م. گرفتانجام  درصد

يرفت ذاز كليدها و منابع شناسايي معتبر انجام پ استفاده
)Bissett, 1991; Gams & Bissett, 1998; Gams & 

Meyer, 1998; Samuels et al., 2002; Jaklitsch, 

2009 .(  
  

RAPD-PCR ها جدايه ةمنظور بررسي و غربال اولي به  
قارچ براساس روش ترنر و همكاران  DNAاستخراج 

)Turner et al., 1997 ( پس از اعمال تغييرات مختصري
توان از  ميدند كه كربيان اين دانشمندان . گرفتانجام 

عنوان  به RAPDضرايب تشابه صفات مورد استفاده در 
بهره به يك گونه  ها نسبت دادن استرين برايمعياري 

 RAPDبر اين اساس، در تحقيق حاضر از . گرفت
ي ها و جدايه شداستفاده  ها جدايه ةمنظور غربال اولي به

كه در يك يكسان خيلي مشابه تا داراي الگوي باندي 
نظر يك گونه در  يوان اعضانع بهگروه قرار گرفتند، 

هر گروه يك جدايه به  ازبدين ترتيب، . گرفته شدند
ت ــجه .انتخاب گرديد ITSمنظور تعيين توالي ناحيه 

ر ـانگـاده از نشــا استفـي بــومـژن DNAر ــتكثي
RAPD ،0.2 رـازگـآغ از ولارـرومـميك M13 )5'-

GAGGGTGGCGGTTCT-3'; Lieckfeldt et al., 

  Sigma Aldrichشركتشده توسط  ساخته )1993
(Germany)  ميكروليتري شامل بافر  50به واكنشPCR 

X5/0 )Promega, USA( ،3 مولار از  ميليMgCl2 
)Promega, USA( ،16/0 مولار از ميلي dNTPs 
)Promega, USA( ، واحد از آنزيم يك Taq DNA 

Polymerase)Promega, USA(  نانوگرم از  25وDNA 
: ترتيب زير بود نيز به PCRبرنامة زماني . دش افزوده الگو

به  سلسيوس ةدرج 94سازي اوليه در دماي  واسرشت
شامل  چرخه 40دنبال آن  دقيقه، و به يكمدت 

مدت به  سلسيوس ةدرج 94سازي در دماي  واسرشت
به  سلسيوس ةدرج 50در دماي آغازگر ، اتصال ثانيه 20

 ةدرج 72در دماي رشته و بسط  يك دقيقهمدت 
نهايت بسط پاياني در  ، و درثانيه 30به مدت  سلسيوس

منظور  به. به مدت هفت دقيقه سلسيوس ةدرج 72دماي 
 هاي آمده، تمامي آزمايش دست افزايش اعتبار نتايج به

PCR ي مثبت و منفي نيز بودندها ترلكن ةدربرگيرند .
توسط الكتروفورز افقي با استفاده از ژل  PCRمحصولات 

 TAE X1و بافر ) حجمي/وزني(درصد  5/1آگارز 
  .ندشدمشاهده 

  
  ها هشناسايي مولكولي گون

از هر ، RAPDبا استفاده از  ها جدايه ةاز بررسي اولي پس
باندي گروه يك يا تعداد بيشتري جدايه براساس الگوي 

-ITS1-5.8 sاحية تعيين توالي ن منظور آمده، به دست به

ITS2  بدين منظور، ابتدا واكنش . دندشانتخابPCR 
 با استفاده از جفت آغازگر مذكورتكثير نواحي  براي

SR6R f و LR1 r )White et al., 1990 (انجام گرفت .
مولار از  ميلي PCR X1 ،3 شامل بافر PCRهر واكنش 

MgCl2 ،16/0 مولار از ميلي dNTPs ،25/0 مولار ميكرو
 ,SR6R f )MWG-Biotech AG يك از آغازگرهاي از هر

Germany (و LR1 r )Sigma, USA( ،5/0  واحد از
 DNAنانوگرم از  Taq DNA Polymerase، 25 آنزيم 

الگوي  DNAنانوگرم از  130و ها هالگوي بيشتر جداي
براساس  DNA تكثير .بود ها تعداد اندكي از جدايه

شده توسط كولنيگ گرادينگر و همكاران  بيانشرايط 
)Kullnig-Gradinger et al., 2002 ( گرفتانجام .

 94سازي اوليه به مدت يك دقيقه در دماي  واسرشت
شامل  چرخه 30دنبال آن  ، و بهسلسيوس ةدرج
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 ةدرج 94سازي به مدت يك دقيقه در دماي  واسرشت
مدت يك دقيقه در دماي به آغازگرها ، اتصال سلسيوس

ثانيه در  90به مدت رشته و بسط  سلسيوس ةدرج 50
بسط پاياني به مدت هفت  سلسيوس، و ةدرج 72دماي 

 هاي تمامي آزمايش. سلسيوس ةدرج 72دقيقه در دماي 
PCR ي مثبت و منفي بودندها كنترل ةدربرگيرند .

 سازي با استفاده از كيت خالص DNA ةقطعات تكثيريافت
mi-PCR Purification Kit )Metabion International 

AG, Germany (يابي  توالي منظور بهه، و شدسازي  خالص
 ,Eurofins MWG, Operon )Ebersberg به شركت

Germany (در موارد معدودي كه .فرستاده شدند
 ITS2 و ITS1شناسايي دقيق گونه براساس توالي نواحي 

 .T. longibrachiatum/Hشامل-نبود پذير امكان

orientalis  بخشو سه جدايه متعلق به Trichoderma- 
عنوان  شده به ي شناساييها جدايه و نيز در مورد يكي از

) فيلوتيپ(آمد گروه  مينظر  كه به T. harzianum ةگون
جديدي را در اين گونه تشكيل داده است، بخشي از 

 )translation elongation factor 1-alpha  )tef1ةناحي
و ) كوچك(و پنجم ) بزرگ(ي چهارم ها شامل اينترون

با استفاده از جفت ) بزرگ(نيز بخشي از اگزون ششم 
-EF2 )Jaklitsch et al., 2006; Komonو  EF1آغازگر 

Zelazowska et al., 2007 ( عنوان  و از توالي آن بهتكثير
احية تكثير ن. استفاده شد ابزار تكميلي شناسايي گونه

tef1 ةد زيادي مشابه تكثير ناحيتا حدو ITS  و با
سازي  واسرشت: كارگيري شرايط زير به انجام رسيد به

به مدت سه دقيقه، و  سلسيوس ةدرج 94اوليه در دماي 
سازي در دماي  شامل واسرشت چرخه 30دنبال آن  به

آغازگرها به مدت يك دقيقه، اتصال  سلسيوس ةدرج 94
ثانيه و بسط  90به مدت  سلسيوس ةدرج 56در دماي 

به مدت دو دقيقه، و  سلسيوس ةدرج 72در دماي رشته 
به  سلسيوس ةدرج 72نهايت بسط پاياني در دماي  در

براساس  ها هشناسايي مولكولي گون. مدت هفت دقيقه
 TrichOKeyةبا استفاده از برنام ITS2 و ITS1 توالي نواحي

v. 2.0  )http://www.isth.info/tools/molkey/index.php; 

Druzhinina et al., 2005a(جوي و ، و نيز از طريق جست
 TUCIMو  NCBI GenBank در موجود يها يتوال با تشابه

)TU Vienna-Collection of Industrial Microorganisms, 

Vienna University of Technology(، ي ها يدر مورد توال و

 TrichOBLAST از استفاده با  tef1 ةناحي
)http://www.isth.info/tools/blast; Kopchinskiy et 

al., 2005 (به انجام رسيد.  
  

  وتحليل فيلوژنتيكي  تجزيه
سازي  رديف وتحليل فيلوژنتيكي، ابتدا هم تجزيه منظور به
)alignment (ي ها تواليITS آمده، با استفاده از  دست به

، و )/Clustal W )www.genome.jp/tools/clustalW افزار نرم
افزار  سازي اوليه با نرم رديف سازي هم ايش و بهينهوير

GeneDoc version 2.7.000  دليل  به. گرفتانجام
هاي مورد  جدايه s 5.8شباهت بسيار زياد توالي ناحية 

وتحليل، اين ناحيه، از  استفاده در اين تجزيه
وتحليل  سپس، تجزيه. سازي حذف شد رديف هم

كسيمم پارسيموني فيلوژنتيكي با استفاده از روش ما
)Maximum Parsimony or MP (براساس توالي نواحي 

ITS1  وITS2 ةيي كه در نتيجها مربوط به جدايه 
معرفي شده  T. harzianumعنوان  شناسايي مولكولي به

 *PAUP* )win-PAUPافزار  بودند، با استفاده از نرم

4.0b10 (روش  بدين منظور، از. انجام پذيرفتheuristic 

search  معياروparsimony optimality استفاده شد .
-TBR )tree-bisection ،تعويض شاخه الگوريتم

reconnection ( شد، كه شامل افزودن در نظر گرفته
شكاف . جو بودو توالي در هر جست 100تصادفي 

)gap( ةعنوان داد سازي به رديف ي موجود در همها 
 توالي. شدنددر نظر گرفته ) missing data(رفته  دستاز

 .Tي ها مربوط به يكي از جدايه ITS2و  ITS1 نواحي

virens عنوان  بهoutgroup در نهايت، . در نظر گرفته شد
وتحليل فيلوژنتيكي با روش  حاصل از تجزيه ةشجر

 TreeViewافزار  ماكسيمم پارسيموني با استفاده از نرم

(win32) version 1.6.6   مشاهده شد، و تغييرات لازم
در آن  CorelDRAW Graphics Suite13افزار  ا نرمب

  .دشاعمال 
  

  نتايج
   Trichoderma يها  هوع گونتن

. دست آمد به Trichoderma ةجداي 239در مجموع، 
يك از سه اقليم مورد مطالعه در  در هر ها فراواني جدايه

 60، درصد 32-ة جداي 77: اين تحقيق، از قرار زير بود
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، كه درصد 43-ة جداي 102و  درصد 25-ة جداي
. دست آمدند به CSWو  NC ،SCDهاي  ترتيب از اقليم به

 برايي نماينده ها منظور انتخاب جدايه به ها تمامي جدايه
مورد بررسي  RAPD، با استفاده از ها نشناسايي تاكسو
گروه  54جدايه در  169بدين ترتيب، . اوليه قرار گرفتند

باندي منحصر به  جدايه كه الگوي 55قرار گرفتند؛ 
عضوي جاي گرفتند؛ و  ي تكها ، در گروهداشتندفردي 

 176. جدايه نيز فاقد الگوي باندي مشخص بودند 15
 T. harzianumعنوان  جدايه كه در مراحل بعد به

  .الگوي باندي بودند 120ند، داراي شدشناسايي 
جدايه  RAPD ،149براساس نتايج حاصل از   

در ميان  .ندشدانتخاب  ITS ةاحييابي ن توالي منظور به
 ساس تركيبي از توالي نواحيشده برا شناسايي هاي گونه

ITS1-5.8 s-ITS2  وtef1 ،T. harzianum ترين  فراوان
شده در اين تحقيق  ي شناساييها ساير گونه. گونه است

شامل ( T. virens ،T. longibrachiatumاز  بودند عبارت
-T. longibrachiatumان عنو شده به شناسايي ةيك جداي

H. orientalis  دشو مينيز( ،T. atroviride،T. 

hamatum ،T. velutinum ،T. pleuroticola،T. 

asperelloides ،T. spirale ،T. citrinoviride وT. 

koningii long branch )به احتمال قويT. petersenii.( 
T. asperelloides  وT. petersenii ز براي اولين بار ا

  .ندشو ميايران گزارش 
  

  وتحليل فيلوژنتيكي  تجزيه
و  ITS1توالي  76-تاكسون 77شامل  ها هماتريس داد

ITS2 ة ي متعلق به گونها مربوط به جدايهT. 

harzianum  و يك توالي متعلق بهT. virens عنوان  به
outgroup -  373ن، بيصفت بود؛ كه از اين  397و 

از بين صفات متغير . ندصفت متغير بود 24صفت ثابت و 
. بودند) parsimony-informative(عدد مفيد  10نيز 

و بدون وزن ) unordered(تمامي صفات از نوع نامنظم 
)unweighted( وتحليل فيلوژنتيكي،  براساس تجزيه. بودند

فيلوتيپ قرار گرفتند  10در  T. harzianumة جداي 76
ن گروه را تري جدايه بزرگ 19با  Cفيلوتيپ ). 2شكل (

 جدايه 15و  16با  Fو  Hي ها پتشكيل داد، و فيلوتي
يكي از . جاي گرفتندو سوم در مقام دوم ترتيب  به

وردهاي مهم اين تحقيق، يافتن يك فيلوتيپ جديد ادست
در  Aاست، كه با نام فيلوتيپ  T. harzianum ةدر گون
 ةاين فيلوتيپ، نمايند. نمايش داده شده است 2شكل 

 T. harzianum ةگون در ITSر به فردي از لل منحصآ
ده و شگزارش ندر دنيا ، كه تا كنون )1شكل (است 

اين فيلوتيپ  ةدهند تشكيل ةتنها جداي. استبومي ايران 
سيب زميني در سرخن  ةاز خاك يك مزرع) 4414(

مشخصات  .دست آمده است به CSWكلاته واقع در اقليم 
ده در مورد استفا T. harzianumهاي  جدايه
  . شود ملاحظه مي 1وتحليل فيلوژنتيكي در جدول  تجزيه

  
  

 
  

 T. harzianum ةدر گون ITSلل جديدي از آ ة، كه نمايندAدر فيلوتيپ ) pyrimidine transition(باز پيريميدين  انشينيموقعيت ج .1شكل 
  .هستندده آم دست ده فيلوتيپ بهدهندة يك نماينده از هر يك از  نشان Jتا  A حروف .است

  

pyrimidine transition 
in phylotype A 
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  بحث
و  ها آمده از اقليم دست به ةجداي 239در بين 

ي مختلف در ايران، بيشترين فراواني متعلق ها زيستگاه
اي در  چنين نتيجه. است T. harzianum ةبه گون

 Zafari(دست آمده بود  مطالعات ساير دانشمندان نيز به

et al., 2002; Migheli et al., 2009; Blaszczyk et al., 

2011; Naeimi et al., 2011; Khalili et al., 2013 .(
 ةبراساس نتايج حاصل از اين تحقيق، سه گون

 .Tو  T. harzianum ،T. virensجازي  طلب و همه فرصت

longibrachiatum ي مورد مطالعه ها از تمامي اقليم
 ةاز كلي T. harzianum ةهمچنين، گون. دست آمدند به

از . دشي مورد مطالعه جدا ها مسوبستراها و اكوسيست
شده تنها از يك  ي شناساييها گونه سوي ديگر، برخي

 براي. دست آمدند اكوسيستم به ومكان، اقليم، سوبسترا 
از  T. hamatum ةمتعلق به گون ةمثال، تمامي چهار جداي

از  از اين ميان سه جدايهعلاوه،  به. ندهست CSWاقليم 
 يي يكسان)توتون ةخاك خزان(و سوبسترا ) بهشهر(مكان 
 .T ةديگر در اين زمينه گون ةنمون. اند دهشجدا 

velutinum آن از اقليم  ةكه تمامي سه جداي ،است
)CSW( منشأ جغرافيايي ،) كلاردشت، روستاهاي

يكسان ) مزرعه(، و اكوسيستم )خاك(، سوبسترا )متفاوت
شده  شناسايي ة، دو جدايهمچنين. اند دست آمده به
متعلق به اقليم، مكان،  T. pleuroticolaعنوان  به

ترتيب  د، كه بههستنسوبسترا و اكوسيستم يكساني 
روستاي يكسان، ولي (، كلاردشت CSWعبارت از 

، )T. velutinum ةمتفاوت با روستاهاي مربوط به گون
شده  ي انتخابها ن جدايهبياز . ندهستخاك و باغ ميوه 

 ITS ،76 ةتعيين توالي ناحي منظور بهعنوان نماينده  به
وتحليل  تجزيه T. harzianum ةمتعلق به گون ةجداي

فيلوتيپ در ميان  10بدين ترتيب، . شدندفيلوژنتيكي 
فراوان تنوع مؤيد  قداراين م .جدايه يافت شد 76

  ,.Blaszczyk et alدر تحقيق . به استمطالعات مشا
احية براساس توالي ن T. harzianum ةجداي43 (2011)

ITS پلوتيپ جاي گرفتندها  در هفت. Naeimi et al.,  
وتحليل فيلوژنتيكي  تجزيه ةنيز در نتيج) 2011(

 .T ةجداي 116ق به لمتع ITS2و  ITS1ي ها توالي

harzianum ،14 فيلوتيپ  10يكي از . ژنوتيپ يافتند

و لل جديد آ، )Aفيلوتيپ (شده در تحقيق حاضر  يافت
معرفي  T. harzianum ةگون را در ITSمنحصر به فردي از 

اين نتيجه با در نظر گرفتن نتايج حاصل از  .دكن مي
مثال، در  براي. ورد مهمي استادست ،مطالعات مشابه

در مورد تنوع زيستي ) Migheli et al.,  )2009ةمطالع
آمده از  دست به Hypocrea/Trichoderma ةجداي 482
بيني اين  ا در ايتاليا، با وجود پيشدينيسار ةجزير
بومي در  ITS2و  ITS1ي ها للآن مبني بر وجود امحقق

 SNP )single nucleotideاين منطقه، تنها يك 

polymorphism ( الي تودرITS1 ةمتعلق به گون T. 

hamatum  يك از هفت هاپلوتيپ  هيچ. شديافت
 در تحقيق T. harzianum ةجداي 43شده در بين  يافت

Blaszczyk et al.,) 2011 (در  .نيز بومي لهستان نبودند
  .شده ي يافتها چند مورد، ارتباطاتي ميان فيلوتيپ

اقليم، منشأ وتحليل فيلوژنتيكي با  جة تجزيهدر نتي
تمامي  ؛دشجغرافيايي، سوبسترا و اكوسيستم ملاحظه 

واقع در ) واحد(آمده از كلاردشت  دست به ةسه جداي
وتحليل فيلوژنتيكي قرار  رد تجزيهكه مو CSWاقليم 

در اين بين، دو . ي دارندجا Cگرفتند، در فيلوتيپ 
 سيستم يكسانيوو اك) خاك(سوبسترا  جدايه مربوط به

 ةهمچنين، تمامي پنج جداي. نيز هستند) مزرعه(
 SCDشده از رفسنجان و اطراف آن در اقليم  آوري جمع

ند، از وتحليل فيلوژنتيكي شركت داشت كه در تجزيه
 ةپنج جدايبين از  .ندهست Cفيلوتيپ  ياعضا
كه  SCDآمده از يزد و اطراف آن واقع در اقليم  دست به

جدايه  گرفتند، سه وتحليل فيلوژنتيكي قرار مورد تجزيه
تعلق  Hديگر به فيلوتيپ  ةو دو جداي Dبه فيلوتيپ 

 Dفيلوتيپ  گرفته در جاي ةدو عدد از سه جداي. دارند
و اكوسيستم ) خاك(، سوبسترا )بافق(ان مربوط به مك

جداية عضو  هر دو اينكهجالب . ندهستيكساني ) مزرعه(
يكسان و از ) صدوق(نيز از منشأ جغرافيايي  Hفيلوتيپ 

زمينه  ديگر در اين ةنمون   .اند دست آمده خاك گلخانه به
عضو آن از تهران در جداية كه هر دو  ،است Eفيلوتيپ 

 دست به Agaricus bisporusچ و از قار NCاقليم 
چهار جدايه تشكيل شده است، از  Gفيلوتيپ  .اند آمده

در اين بين، . اند دست آمده به CSWكه همگي از اقليم 
سوبسترا  ،)خيرودكنار(مربوط به مكان  دو جدايه
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  .هستنديكساني  )جنگل(اكوسيستم  و) .Armillaria sp ريزومرف قارچ(
  

  وتحليل فيلوژنتيكي مورد استفاده در تجزيه T. harzianumي ها مشخصات جدايه .1جدول
ITS PhylotypeEcosystem SubstrateClimateLocation Isolate C.P.K. number* 

AFarm SoilCSWSorkhan Kalateh 4414 
BFarm SoilSCDVaramin 4557 
BFarm SoilSCDVaramin 4579 
BForest SoilCSWGolestan (Ziarat) 4426 
BForest SoilCSWGolestan (Hezar Pich) 4437 
BFarm SoilCSWKia Kola 4508 
BFarm GlumeCSWChamestan 4533 
CFarm SoilNCShahroud 4396 
CFarm SoilNCShahroud 4624 
COrchard SoilNCKhomeyni Shahr 4631 
COrchard SoilNCShahryar 4653 
COrchard SoilNCShahryar 4655 
COrchard SoilNCGhazvin 4658 
C- Agaricus bisporusNCUrmia 4672 
COrchard SoilSCDRafsanjan 4401 
COrchard SoilSCDRafsanjan (Sirjan) 4553 
COrchard PhylosphereSCDRafsanjan 4562 
COrchard SoilSCDRafsanjan (Kashkouiyeh) 4574 
COrchard SoilSCDRafsanjan 4583 
CFarm SoilCSWGlougah 4413 
CFarm SoilCSWJouybar 4487 
CFarm SoilCSWBabol 4488 
CFarm SoilCSWKelardasht (Vahed) 4502 
CTobacco nursery SoilCSWSari 4504 
CFarm SoilCSWKelardasht (Vahed) 4510 
COrchard SoilCSWKelardasht (Vahed) 4532 
DGreenhouse SoilNCHashtgerd 4623 
D- Agaricus bisporusNCTehran 4625 
D- Agaricus bisporusNCTehran 4638 
D- Agaricus bisporusNCTehran 4673 
DGreenhouse SoilSCDYazd 4550 
DFarm SoilSCDYazd (Bafgh) 4555 
DFarm SoilSCDYazd (Bafgh) 4582 
DFarm SoilCSWGorgan 4415 
DFarm SoilCSWSari 4478 
E- Agaricus bisporusNCTehran 4635 
E- Agaricus bisporusNCTehran 4665 
FFarm SoilNCKhorasan Razavi 4395 
FFarm SoilNCShahryar 4610 
FOrchard Armillaria sp. (pileus)NCKhomeyni Shahr 4611 
FOrchard SoilNCShahryar 4650 
FFarm SoilSCDVaramin 4405 
FFarm SoilSCDVaramin 4548 
FGreenhouse SoilSCDVaramin 4572 
FFarm SoilCSWGolestan (Hashem Abad) 4471 
FFarm SoilCSWGolestan (Nodijeh) 4473 
FFarm PhylosphereCSWAmol- Vosta Kola 4409 
FFarm SoilCSWShast Kola 4486 
FFarm SoilCSWJouybar 4500 
FFarm SoilCSWSari- Airport 4505 
FFarm SoilCSWKelardasht 4525 
FFarm DebrisCSWSari- Airport 4531 
GFarm SoilCSWKia Kola 4477 
GForest Armillaria sp. 

(rhizomorph)
CSWKheyroud Kenar 4491 

GForest Armillaria sp. 
(rhizomorph)

CSWKheyroud Kenar 4511 

GFarm SoilCSWKelardasht 4514 
H- Agaricus bisporusNCTehran 4398 
HFarm SoilNCShahryar 4620 
HFarm SoilNCShabestar 4622 
HOrchard SoilNCShahryar 4636 
H- Agaricus bisporusNCUrmia 4637 
HOrchard SoilNCGhazvian 4654 
HOrchard SoilNCRamjin 4671 
HOrchard SoilSCDKashan 4551 
HGreenhouse SoilSCDYazd (Sadough) 4560 
HGreenhouse SoilSCDYazd (Sadough) 4585 
HForest WoodCSWGolestan (Hezar Pich) 4434 
HForest WoodCSWGolestan (Ziarat) 4445 
HForest WoodCSWGolestan (Nour-Alshohada) 4449 
HForest SoilCSWGolestan (Hezar Pich) 4451 
HOrchard SoilCSWKelardsht 4489 
HFarm SoilCSWShirgah 4534 
IForest WoodCSWGolestan (Hezar Pich) 4439 
ITobacco nursery SoilCSWGorgan- Jafar Abad 4440 
JOrchard SoilNCSepidan 4394 
J- Agaricus bisporusNCUrmia 4618 

 TUCIM ةكد جدايه در مجموع *
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 ةتوجه آن است كه از بين دو جداي شايانديگر مورد 
ناليز فيلوژنتكي قرار مربوط به خيرودكنار كه مورد آ

 Iفيلوتيپ . ندهست Gدو متعلق به فيلوتيپ  گرفتند، هر

مربوط به متشكل از دو جدايه است، كه هر دو 
  . دهستن CSWاقليم

  

0.1

4493, ,outgroupTrichoderma virens
4414, ,C S W,soil,farmIT S  N ovel Ph ylotyp e

4557,S C D ,soil,farm
4426,C S W,soil,fores t
4579,S C D ,soil,farm
4533,C S W,rice glum e,farm
4508,C S W,soil,farm
4437,C S W,soil,fores t

4510,C S W,soil,farm
4672,N C ,Agaricus bisporus

4574,S C D ,soil,orchard
4401,S C D ,soil,orchard
4631,N C ,soil,orchard
4653,N C ,soil,orchard
4502,C S W,soil,farm
4487,C S W,soil,farm
4532,C S W,soil,orchard
4658,N C ,soil,orchard
4583,S C D ,soil,orchard
4488,C S W,soil,farm
4553,S C D ,soil,orchard
4562,S C D ,phylosphere,orchard
4413,C S W,soil,farm

4396,N C ,soil,farm
4655,N C ,soil,orchard
4624,N C ,soil,farm
4504,C S W,soil,tobacco nursery 

4555,S C D ,soil,farm
4673,NC ,Agaricus bisporus
4623,N C ,soil,greenhouse
4415,C S W,soil,farm
4550,S C D ,soil,greenhouse
4638,N C ,Agaricus bisporus
4625,N C ,Agaricus bisporus
4582,S C D ,soil,farm
4478,C SW,soil,farm

4635,NC,Agaricus bisporus
4471,C S W,3A ,soil,farm
4548,S C D ,soil,farm
4505,C S W,soil,farm
4405,SC D,soil,farm
4611,N C , sp.(p ileus),orchardArmillaria  
4486,C S W,soil,farm
4409,C S W,phylosphere,farm
4572,S C D ,soil,greenhouse
4473,C S W,soil,farm
4650,N C ,soil,orchard
4531,C S W,rice debris ,farm
4610,N C ,soil,farm
4500,C S W,soil,farm
4395,N C ,soil,farm
4525,C S W,soil,farm

4491,C S W,  sp.(rhizomorph),fores tArmillaria
4477,C S W,soil,farm
4511,C S W, sp.(rhizomorph),fores tArmillaria 

4514,C S W,soil,farm
4551,S C D ,soil,orchard
4585,S C D ,soil,greenhouse
4534,C S W,soil,farm

4451,C S W,soil,fores t
4636,N C ,soil,orchard
4434,C S W,w ood,fores t
4398,N C ,Agaricus bisporus
4449,C SW,wood,forest
4489,C S W,soil,orchard
4445,C S W,w ood,fores t
4622,N C ,soil,farm
4637,NC ,Agaricus bisporus
4560,S C D ,soil,greenhouse
4654,N C ,soil,orchard
4620,N C ,soil,farm
4671,N C ,soil,orchard

4440,C S W,soil,tobacco nursery
4439,C S W,wood,fores t

4394,N C ,soil,orchard
4618,N C ,Agaricus bisporus

4665,NC ,Agaricus bisporus

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

 
با استفاده از  T. harzianum ةدايج 76متعلق به  ITS2و  ITS1 تيجة آناليز فيلوژنتيكي توالي نواحيفيلوگرام ايجادشده در ن .2شكل 

. ي انتهايي اطلاعات مربوط به كد جدايه، اقليم، سوبسترا و اكوسيستم نمايش داده شده استها يك از گره در هر. *PAUPافزار  نرم
: CSWي و اقليم آب: SCDسبز، اقليم : NCاقليم (اند  ي متفاوت نشان داده شدهها ي مختلف با رنگها آمده از اقليم دست ي بهها جدايه
 outgroupعنوان  به T. virensي ها يكي از جدايه ITS2و  ITS1 نواحي توالي. ندشو مينيز ملاحظه ) A-J(شده  ده فيلوتيپ يافت). صورتي

  .در نظر گرفته شده است
  

در . از چوب جدا شده است ها يكي از اين جدايه
از چوب كه مورد  آمده دست چهار جداية به واقع، از بين

ديگر  ةگرفتند، سه جداي وتحليل فيلوژنتيكي قرار تجزيه

 Iجاي دارند، كه در مجاورت فيلوتيپ  Hدر فيلوتيپ 
در فيلوتيپ  توجه در اين زمينهديگر مثال جالب . است

B ةعضو آن، دو جداي جداية است؛ كه از ميان شش 
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و چهار جدايه متعلق به ) ورامين( SCDمربوط به اقليم 
جالب توجه آن است كه از  ةنكت. ندهست CSWاقليم 

آمده از ورامين كه مورد  دست به ةبين پنج جداي
ديگر  ةوتحليل فيلوژنتيكي قرار گرفتند، سه جداي تجزيه

ي مربوط به اقليم ها و در مجاورت جدايه Fدر فيلوتيپ 
CSW )تواند  مياين پديده . جاي دارند) در شمال ايران

. ين به شمال ايران باشداز ورام ها حاكي از انتقال جدايه
ي موجود در ها علاوه، اين سه جدايه تنها جدايه به

از . تعلق دارند SCDليم قهستند كه به ا Fفيلوتيپ 
ي متعلق به مكان يا اقليم ها سوي ديگر، برخي از جدايه

. يكسان از موقعيت فيلوژنتيكي متفاوتي برخوردار بودند
ي متنوع در ها ننگر همزيستي دودمابياتواند  مياين امر 

اين نتايج . اقليمي مشابه باشد در وضعيتكنار يكديگر يا 
) Chaverri et al.,) 2003يد دستاوردهاي مطالعة مؤ

هفت  بين محققان وجود ارتباطات ضعيفي رااين . است
جغرافيايي نشان  با منشأ T. harzianum/H. lixii دودمان
ي موارد و از سوي ديگر عنوان كردند كه در برخ دادند؛
در  منشأ جغرافيايي مشابهآمده از  دست ي بهها جدايه

تحقيق  .ي فيلوژنتيكي متفاوتي قرار گرفتندها موقعيت
 .T ةبررسي ساختار فيلوژنتيكي گونحاضر با هدف 

harzianum s. l. آمده از دامنة وسيعي از  دست هب
ي ها ي اكولوژيكي و سوبستراها در برخي اقليمها مكان

 ITSلل منحصر به فردي از آيافتن . جام رسيدايران به ان

تر  سوي روشن تواند گامي به ميدر اين گونه در ايران 
از سوي ديگر، . ن پيچيدگي اين گونه در كشور باشدشد

در  CSWآمده از اقليم دست به ةلل در جدايآ وجود اين
نقش مؤثر اين شرايط  ةدهند تواند نشان ميشمال ايران، 

 T. harzianum ةلل جديد در گونآن اقليمي در ظهور اي
ساير  ةد مطالعات تكميلي در زمينشو ميپيشنهاد . باشد

صفات بيولوژيكي و  خصوصيات اين جدايه، اعم از
ژيك وپتانسيل آن در كنترل بيول ويژه متابوليكي و به

اميد بر آن است كه يافتن برخي . انجام گيرند
به  خصوصيات منحصر به فرد در اين جدايه تا حدي

و در  CSWاين گونه در اقليم  ةدرك ساختار پيچيد
  . تر، در ايران كمك كند مقياس وسيع

  
  سپاسگزاري 
 ةشمارطرح پژوهشي  تحقيق حاضر با استفاده از اعتبار

دانشگاه معاونت علمي اعطاشده توسط  23/6/7110022
بخش مولكولي اين پژوهش در . گرفتتهران انجام 

مهندسي شيمي،  ةدانشكد ژي،وآزمايشگاه ميكروبيول
 بدين. دانشگاه صنعتي وين، اتريش به انجام رسيد

ي ها ني كه برخي از جدايهامحقق ةكلي وسيله، از
Trichoderma  را در اختيار ما قرار دادند، قدرداني

  .دشو مي

  
   REFERENCES 
 

1. Blaszczyk, L., Popiel, D., Chelkowski, J., Koczyk, G., Samuels, G.J., Sobieralski, K. & Siwulski, M. 
(2011). Species diversity of Trichoderma in Poland. Journal of Applied Genetics, 52, 233-243. 

2. Bissett, J. (1991). A revision of the genus Trichoderma. III. Section Pachybasium. Canadian Journal 
of Botany, 69, 2373-2417. 

3. Chaverri, P., Castlebury, L. A., Samuels, G.J. & Geiser, D.M. (2003). Multilocus phylogenetic 
structure within the Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii complex. Molecular Phylogenetics and 
Evolution, 27, 302-313. 

4. Chaverri, P. & Samuels., G.J. (2013). Evolution of habitat preference and nutrition mode in a 
cosmopolitan fungal genus with evidence of inter-kingdom host jumps and major shifts in ecology. 
Evolution, 67(10), 2823-2837. 

5. Druzhinina, I.S., Komon-Zelazowska, M., Kredics, L., Hatvani, L., Antal, Z., Belayneh, T. & 
Kubicek, C.P. (2008). Alternative reproductive strategies of Hypocrea orientalis and genetically close 
but clonal Trichoderma longibrachiatum, both capable of causing invasive mycoses of humans. 
Microbiology, 154, 3447–3459. 

6. Druzhinina, I.S., Kopchinskiy, A.G., Komon, M., Bissett, J., Szakacs, G. & Kubicek, C.P. (2005a). 
An oligonucleotide barcode for species identification in Trichoderma and Hypocrea. Fungal Genetics 
and Biology, 42, 813-828.  

7. Druzhinina, I.S. & Kubicek, C.P. (2005b). Species concepts and biodiversity in Trichoderma and 
Hypocrea: from aggregate species to species clusters? Journal of Zhejiang University Science, 6B(2), 
100-112. 



 1393بهار ، 1 ، شماره45دوره ايران پزشكي  دانش گياه            68

8. Druzhinina, I.S., Kubicek, C.P., Komon-Zelazowska, M., Belayneh Mulaw, T. & Bissett, J. (2010). 
The Trichoderma harzianum demon: complex speciation history resulting in coexistence of 
hypothetical biological species, recent agamospecies and numerous relict lineages. BMC Evolutionary 
Biology, 10(94). 

9. Druzhinina, I.S., Seidl-Seiboth, V., Herrera-Estrella, A., Horwitz, B. A.,  Kenerley, C.M., Monte, E., 
Mukherjee, P.K., Zeilinger, S., Grigoriev I.V. & Kubicek, C.P. (2011). Trichoderma: the genomics of 
opportunistic success. Nature Reviews Microbiology, 9, 749-759. 

10. Gams, W., & Bissett, J. (1998). Morphology and identification of Trichoderma. In C.P. Kubicek & G. 
E. Harman (Eds.), Trichoderma and Gliocladium. Vol. 1. Basic Biology, Taxonomy and Genetics. 
(pp. 3-34). Taylor and Francis Ltd. 

11. Gams, W., & Meyer, W. (1998). What exactly is Trichoderma harzianum? Mycologia, 90(5), 904-
915. 

12. Goswami, J., Pandey, R.K., Tewari, J.P. & Goswami, B.K. (2008). Management of root knot 
nematode in tomato through application of fungal antagonists, Acremonium strictum and Trichoderma 
harzianum. Journal of Environmental Science and Health, Part B, 43(3), 237-240. 

13. Gromovich, T.I., Gukasian, V.M., Golovanova, T.I. & Shmarlovskaya, S.V. (1998). Trichoderma 
harzianum Rifai aggr. as a factor enhancing tomato plants' resistance to the root rotting pathogens. 
Mikologiya I Fitopatologiya, 32, 73-78. 

14. Jaklitsch, W.M. (2009). European species of Hypocrea Part I. The green-spored species. Studies in 
Mycology, 63, 1-91. 

15. Jaklitsch, W.M., Komon, M., Kubicek, C.P. & Druzhinina, I.S. (2006). Hypocrea crystalligena sp. 
nov., a common European species with a white-spored Trichoderma anamorph. Mycologia, 98(3), 
499-513. 

16. Khalili, E., Sadravi, M., Naeimi, Sh. & Khosravi, V. (2013). Introduction of some Trichoderma 
species from rice fields of Mazandaran and Golestan provinces. In: Proceedings of the 1st Iranian  
Mycological Congress, 3-5 Sep., University of Guilan, Rasht, Iran, p. 55. (In Farsi)  

17. Klein, D. & Eveleigh, D.E. (1998). Ecology of Trichoderma. In C.P. Kubicek & G.E. Harman (Eds.), 
Trichoderma and Gliocladium. Vol. 1. Basic Biology, Taxonomy and Genetics. (pp. 57-74). Taylor 
and Francis Ltd. 

18. Komon-Zelazowska, M., Bissett, J., Zafari, D., Hatvani, L., Manczinger, L., Woo, S., Lorito, M., 
Kredics, L., Kubicek, C.P. & Druzhinina, I.S. (2007). Genetically closely related but phenotypically 
divergent Trichoderma species cause green mold disease in oyster mushroomfarms worldwide. 
Applied and Environmental Microbiology, 73(22), 7415-7426.  

19. Kopchinskiy, A., Komon, M., Kubicek, C.P. & Druzhinina, I.S. (2005). TrichOBLAST: a multilocus 
database for Trichoderma and Hypocrea identifications. Mycological Research, 109, 658-660.  

20. Kullnig, C.M., Krupica, T., Woo, S.L., Mach, R.L., Rey, M., Benítez, T., Lorito, M. & Kubicek, C.P. 
(2001). Confusion abounds over identities of Trichoderma biocontrol isolates. Mycological Research, 
105(7), 769–772. 

21. Kullnig-Gradinger, C.M., Szakacs, G. & Kubicek, C.P. (2002). Phylogeny and evolution of the genus 
Trichoderma: a multigene approach. Mycological Research, 106(7), 757-767. 

22. Lieckfeldt, E., Meyer, W. & Borner, T. (1993). Rapid identification and differentiation of yeasts by 
DNA and PCR fingerprinting. Journal of Basic Milobiology, 33, 413-426. 

23. Migheli, Q., Balmas, V., Komon-Zelazowska, M., Scherm, B., Fiori, S., Kopchinskiy, A.G., Kubicek, 
C. P. & Druzhinina, I. S. (2009). Soils of a Mediterranean hot spot of biodiversity and endemism 
(Sardinia, Tyrrhenian Islands) are inhabited by pan-European, invasive species of 
Hypocrea/Trichoderma. Environmental Microbiology, 11(1), 35-46. 

24. Naeimi, S., Khodaparast, S.A., Javan-Nikkhah, M., Vagvolgyi, C. & Kredics, L. (2011). Species 
pattern and phylogenetic relationships of Trichoderma strains in rice fields of southern Caspian Sea, 
Iran. Cereal Research Communications, 39(4), 560-568. 

25. Samuels, G.J. (2006). Trichoderma: systematics, the sexual state and ecology. Phytopathology, 96(2), 
195-206. 

26. Samuels, G.J., Dodd, S.L., Gams, W., Castlebury, L.A. & Petrini, O. (2002). Trichoderma species 
associated with the green mold epidemic of commercially grown Agaricus bisporus. Mycologia, 
94(1), 146-170. 

27. Turner, D., Kovacs, W., Kuhls, K., Lieckfeldt, E., Peter, B., Arisan-Atac, I., Strauss, J., Samuels, G. 
J., Borner, T. & Kubicek, C.P. (1997). Biogeography and phenotypic variation in Trichoderma sect. 
Longibrachiatum and associated Hypocrea species. Mycological Research, 101(4), 449–459. 



 69  ...جداشده از  Trichoderma harzianumساختار فيلوژنتيكي گونة: و همكاران كريميان  

28. Vahabi, K., Sharifnabi, B. & Zafari, D. (2009). Genetic diversity of Trichoderma spp. associated with 
button mushroom, Agaricus bisporus, inferred from AFLP markers and ITS sequencing. Acta 
Phytopathologica et Entomologica Hungarica, 44(2), 239-253. 

29. White T.J., Bruns, T., Lee, S. & Taylor, J. (1990). Amplification and direct sequencing of fungal 
ribosomal RNA genes for phylogenetics. In M. A. Innis, D. H. Gelfand, J.J. Sninsky & T.J. White 
(Eds.), PCR protocols: a guide to methods and applications. (pp. 315-322). Academic Press. 

30. Zafari, D., Ershad, D., Zare, R. & Alizadeh, A. (2002). A contribution to the identification of 
Trichoderma species in Iran. Iranian Journal of Plant Pathology, 38, 21-45. (In Farsi). 

  
  
  
  
  
  
  


