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  دهيچك
اهان به يدر گ مقاومت يش رشد و القاي، افزاياهي گيها يماريک بيولوژينه کنترل بي در زمي قارچيها ن جنسيتر از مهم Trichodermaجنس 
کـه از مـزارع بـرنج       ) د بخش يوکنترل ام يه ب يشامل چند جدا  (ن جنس   ي متعلق به شش گونه از ا       هي جدا ۸۱ يکيلوژنتيارتباط ف . رود يشمار م 

 ـ يها هي ژن مذکور در جدا    يها يتوال. شد يبررس αtef1 از ژن    يا  قطعه ياند، بر اساس توال    استان مازندران به دست آمده     ش بـه  يا مـورد آزم
نه يشي بيها، پارسمون هيوست همسا ي پ يها ها با روش   ل داده يه و تحل  ي شدند و تجز   يساز فيرد  به دست آمده از بانک ژن هم       يها يهمراه توال 
 ـزار در اين گونه شاليتر فراوان (T. harzianum متعلق به يها هيج نشان داد که جداينتا. نه انجام شديو تکامل کم  ـن تحقي  ـ هاپلوت۱۴) قي پ ي

. ش گذاشـت  ي را بـه نمـا     يک ـين تنـوع ژنت   يشتري مرکب، ب  ي ن گونه ين ا يل دادند که در پنج گروه مجزا قرار گرفتند و بنابرا          يمختلف را تشک  
 ـفقط در دو هاپلوت) ين بررسي فراوان مزارع برنج مازندران در ا ن گونهيدوم (T. virens يها هيجدا  .T يهـا  گونـه .  شـدند يبنـد  پ گـروه ي

atroviride و T. hamatumـوکنترل متعلق به ي بيها هيسو. ل دادنديپ را تشکيب سه و دو هاپلوتيه به ترتي با سه و دو جدا   يک گونـه دارا ي
 ـجه، هاپلوت يدر نت .  قرار گرفتند  يا  جداگانه يها ست در شاخه  ير آنتاگون ي غ يها هي بودند و همراه با سو     ي متفاوت يها پيهاپلوت پ منحـصر بـه   ي
 ـن هاپلوت ي ب يارتباط. ص داده نشد  يتشخ αtef1 يل توال يه و تحل  يسم مرتبط باشد، بر اساس تجز     يت آنتاگون يه خاص  که ب  αtef1 از   يفرد پ و  ي

  .هاي مختلف جداسازي شدند پيها و هاپلوت  وجود نداشت و از يك مزرعه، گونهييايمکان جغراف
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  مقدمه
 ـ از ز  ي بخش مهم  Trichoderma جنس   ياعضا تـوده   ستي
ل ي تشک يياي متنوع جغراف  يها مي مختلف را در اقل    يها خاک

سـت و  رروز به صورت يو ن) Hagn et al. 2007 (دهند يم
برنـد   ياهـان بـه سـر م ـ   ي گ يي هـوا  يها  در اندام  ستردرون

)Cordier et al. 2007; Xia et al. 2011 .( نيچن ـآنها هـم 
 ـولوژي در صنعت، کنتـرل ب     ياديکاربرد ز   يهـا  يمـار يک ب ي

اهان دارنـد   يش رشد گ  ي و افزا  ييجاد مقاومت القا  ي، ا ياهيگ
)Sanz et al. 2004 .(ــه علمـ ـ ــ ويعلاق ــه ا ژهي ــ ب   ن ي

ــارچ  ــنس ق ــدود ز يج ــا ح ــ ت ــازار   يادي ــعه ب ــه توس    ب
 در جهـان مـرتبط اسـت    يک کـشاورز  ي ـ ارگان يها فرآورده

)Druzhinina et al. 2010b .(يک ـين حـال، ثبـات ژنت  يبا ا 
 يهـا  يت، اسـتراتژ  ي ـعت، سـاختار جمع   يها در طب   ن قارچ يا

 يهــا ستميــاکوسر و پــراکنش آنهــا بــه خــصوص در يــتکث
 کمتــر مــورد مطالعــه قــرار گرفتــه اســت      يکــشاورز

)Druzhinina et al. 2010a .(  
ــس ــهياريب ــا  از گون ــس  Trichoderma يه ــرم جن  يف

  رسـد کـه حـداقل       ي ندارنـد و بـه نظـر م ـ        يا شناخته شـده  
   باشـــند يا ک و همـــسانهيـــتوتي، بـــه صـــورت ميبعـــض

)Gams & Bissett 1998 .(ــا ــفات  يياز آن ج ــه ص  ک
 يهـا  ق و بدون ابهام گونـه ي دقيي شناسا ي برا يکيلوژمورفو

Trichoderma  و يکيولـوژ ي بيهـا  ن حدود گونهييز تع ي و ن 
    اســـتي نامناســـب و ناکـــافيستيـــ تنـــوع زيابيـــارز

)Samuels 2006(يهـا  ها بـه سـراغ روش   ، تاكسونوميست 
نـا و  ينيدروز). Maymon et al. 2004(انـد   مولكـولي رفتـه  

ستم يــک سيــ) Druzhinina et al. 2005 (همکــاران
 يي شناسـا يرا برا) DNA) DNA barcoding يبارکُدگذار

در حد گونه در قالـب       هاي تريكودرما   ع جدايه يق و سر  يدق
 يتوسـعه ابزارهـا  .  ابـداع کردنـد  TrichOKEY 2.0برنامه 

 يهـــا هيـــق و درســـت جدايـــ دقيي، شناســـايمولکـــول

Trichoderma  را ممکـن   يکيلـوژنت ي ف يها م شجره يو ترس  
 تعداد گذشته، سال ٤٤ يط). Samuels 2006(ساخته است 

   يا از نُــــه گــــروه گونــــه کودرمــــايتر يهــــا گونــــه
)Rifai 1969 ( گونــه ۱۵۰بــه حــدود )يهــا شــامل گونــه 
 سـال  ۱۲ يافته است که اکثر آنهـا ط ـ  يش  يافزا) يکيلوژنتيف

 ).Samuel et al. 2012 (اند  ف شدهير توصياخ

 براي اولين بـار     Trichodermaآناليز فيلوژنتيكي جنس    
) Kindermann et al. 1998 (كيندرمان و همكـاران توسط 

 ـآنهـا از ا   .  انجام شد  ITS1هاي ناحيه     با استفاده از توالي    ن ي
هـاي بخـش    ها براي تعيين روابـط فيلـوژنتيكي گونـه       توالي

Pachybasium          استفاده كردند و نشان دادند كه اين بخـش 
ــست  ــايي نيـ ــك نيـ ــپينا. تـ ــ-اُسـ ــارانگيرالـ    دو و همكـ

)Ospina-Giraldo et al. 1999 ( ــواحي ــم نـ  ITSهـ
مـارگر  يهـاي ب  شـامل بيوتيـپ  ( T. harzianum يها جدايه

را ) هاي بيوكنترل   هيعامل كپك سبز در قارچ خوراكي و سو       
مورد آناليز فيلوژنتيكي قرار دادند و نشان دادند كه اگرچـه           

رك هاي بيمـارگر و بيـوكنترل داراي يـك جـد مـشت              جدايه
هــاي متفــاوت فيلــوژنتيكي را تــشكيل  هــستند، امــا گــروه

 يابي با هدف ارز   يگرياد د يپس از آن، مطالعات ز    . دهند  مي
ــه ــ و نيا تنــوع درون گون ــهيلــوژنيز مطالعــه في  يهــا  گون

 انجام شـده اسـت      ITSه  ي ناح يکودرما با استفاده از توال    يتر
)Hermosa et al. 2000; Kullnig et al. 2000; Dodd et 

al. 2000; Lieckfeldt et al. 2001; Lee & Hseu 2002; 
Kubicek et al. 2003; Naeimi et al. 2011  .(  

ــات ف  ــر مطالع ــوژنتياکث ــاس  ي تريکيل ــر اس ــا ب کودرم
ل آن تعـداد    ي ـدل.  صورت گرفته است   ITSه  ي ناح يها يتوال
 ـ( فـراوان آن در ژنـوم      يها يکپ ر ي ـو تکث) ي کپ ـ۹۰ش از يب

 ـ ا يهـا  ي هر چند که تـوال     .ه است ين ناح يآسان ا  ه ي ـن ناح ي
ک ي ـ در حـد گونـه مناسـب اسـت امـا تفک            يي شناسـا  يبرا
 ;Dodd et al. 2000(کنـد   ي ارائـه نم ـ ي کـاف يکيلـوژنت يف
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Druzhinina and Kubicek 2005 .(کــه در يگــريژن د 
ها مورد استفاده قـرار       قارچ يلوژني و ف  يمطالعات تاکسونوم 

ــ ــگ يم ــسخهي ــك ن  translation elongationاي  رد ژن ت

factor1-alpha (EF-1α=tef1α)ها و  باشد که از اگزون ي م
از آنجـايي کـه     . شـود  هاي مختلفـي تـشکيل مـي       اينترون
tef1α تر از متنوعITS  تواند تفـاوت بـين    ، بهتر مياست
ــه ــاي گونـ ــ نزدهـ ــازد   يـ ــنعکس سـ ــم را مـ ــه هـ   ک بـ

)Samuels 2006 .(مطالعهين ژن براي از ابسيارین يمحقق  
بهـره   کودرمـا ي مختلـف تر   يها  گونه يلوژني و ف  يتاکسونوم

 ;Samuels et al. 2002; Dodd et al. 2002(انـد   بـرده 

Wuczkowski et al. 2003; Holmes et al. 2004, 
Zhang et al. 2005; Hoyos-Carvajal et al. 2009; 
Druzhinina et al. 2010a, 2010b; Belayneh Mulaw et 

al. 2010 .(ــاخ ــاً نري ــوالي ــرا tef1α يز از ت ــايب  يي شناس
ه ي ـ ناح ي که توال  يکودرما در موارد  ي تر يها هي جدا يمولکول

ITSن کــار مناســب نبــود، اســتفاده شــده اســت يــ اي بــرا
)Blaszczyk et al. 2011; Xia et al., 2011; Sun et al., 

2012  .(  
 ـ      DNA يهـا  يز تـوال  ي، آنـال  يعلاوه بر مطالعات تک ژن

 مطالعه روابط   يز برا ين) tef1αشامل  (ن ژن   ي چند مربوط به 
 انجـام شـده   Trichoderma جـنس  يهـا   گونـه  يکيلوژنتيف

 .Kullnig-Gradinger et al. 2002; Chaverri et al(است 

2003; Bissett et al. 2003 .(ــاران ينيدروز ــا و همک  ن
)Druzhinina et al. 2010a (ــارم ــرونين اياز چهـ   نتـ

tef1α   ترون ژن   نيو دو اcal1 روشـن شـدن     يلوژني ف ي برا ،
تلئومـورف در گونـه     - و رابطـه آنـامورف     يت تکامل يوضع
نا و ينيدروز.  استفاده کردندT. reesei/H. jecorina يصنعت

 از پـنج نـشانگر    )Druzhinina et al. 2010b (همکـاران 
خچـه  ي مطالعـه تار   يبـرا  tef1α مختلف شـامل     يکيلوژنتيف

 اسـتفاده  T. harzianum H. lixii/ومورف  در هولييزا گونه
    .کردند

ق و همــه جانبـه عوامــل کنتــرل  ي ـف دقي و توصــييشناسـا 
 ـک با يولوژيب  و کاربردشـان در     يد قبـل از اسـتفاده تجـار       ي

  نيچن ـهـم ). Hermosa et al. 2000(رد يعت صورت گيطب
ت ي ـ موفق يکودرما و کاربردها  ي تر يت اقتصاد يل اهم يبه دل 
 در مزرعـه،    ياهي گ يها يماريک ب يولوژي ب ز آن در کنترل   يآم

 ـ ز ياي ـ، تنـوع و جغراف    يولوژي از ب  يدرک درست   ـ ا يستي ن ي
مطالعـه سـاختار   .  اسـت  ي در کـشور ضـرور     يجنس قارچ 

 مورد اسـتفاده در کنتـرل       يکودرماي تر يها  گونه يکيلوژنتيف
. د باشـد ي مؤثر، مف يها هيتواند در انتخاب جدا    يک م يولوژيب
 يلـوژن يها ممکن اسـت بـا ف       هي جدا يي کارآ يها را تفاوت يز

ن بـا  يبنـابرا ). Chaverri et al. 2003(ص باشد يقابل تشخ
نه، هدف از انجام ايـن      ين زم ي در ا  يتوجه به نبود دانش کاف    

 ـ و ارزيابي فيلـوژني جدا يستين تنوع زييتحقيق، تع   يهـا  هي
با ( مازندران   يزارهايجنس تريكودرما به دست آمده از شال      

بخـشي    بر اساس آناليز تـوالي ) وکنترلي ب يها هيد بر سو  يکتأ
  .است tef1αاز ژن 
 

  روش بررسي
     Trichoderma جنس يها هيجدا

 ـ استفاده شده در ا    يکودرماي تر  هي جدا ۸۱تعداد   ق ي ـن تحق ي
 يسـاز   و خـالص   ي مازنـدران جداسـاز    يزارهايقبلاً از شال  

 ـ اياسـام ). Naeimi et al. 2010b(انـد   شده  ـن جداي هـا،   هي
شـمار آنهـا      و رس  ي، منـشأ جداسـاز    يياي ـ جغراف يها  انمک
 ـا. ش داده شـده اسـت  ي نمـا ۱ جدول در  GenBankدر ن ي

کودرما تعلـق دارنـد و از منـاطق    يها به شش گونه تر    هيجدا
 ـا.  در سراسر استان به دسـت آمدنـد        يکاريمختلف شال  ن ي

 ، )T. harzianum) ۴۹ ها به صـورت  آنيشش گونه و فراوان

T. Virens )۲۵( ،T. atroviride) ۳( ،T. hamatum) ۲(،  
T. asperellum) ۱ ( وT. brevicompactum) ۱ (اســت .

   Rhizoctonia solani مـؤثر در کنتـرل   يهـا  هين سويچنهم
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   آنهاGenBankشمار  و رس قين تحقي مورد استفاده در ا.Trichoderma spp يها هي جدا.۱جدول 
  Table 1. Trichoderma isolates used in this study and their GenBank accession numbers 

  

  

a  اند به دست آمده) هاي هوايي برنج خاک، بقاياي گياهي و اندام  (ها از شاليزارهاي مازندران       همه جدايه .bهاي يکسان، فقـط يکـي در بانـک ژن      از هر گروه توالي
  .اند  با قلم تيره نشان داده شدههاي بيوکنترل  جدايهd. اند گروهبندي شده  tef1αها بر اساس هاپلوتيپ   جدايهc. شمار مربوطه اخذ گرديد ذخيره شد و رس

a  All isolates obtained from rice fields in Mazandaran province, Iran. b From each group of identical sequences, only one representative sequence was 
submitted to GenBank and its accession number obtained. c Isolate were grouped according to their tef1α haplotypes. d Promising biocontrol 
isolates are printed in bold. 

  
) Naeimi et al. 2010a( غلاف برنج ي سوختگيماريعامل ب

). ۱جـدول   ( مورد مطالعه وجود دارند      يها ن قارچ يز در ب  ين
 يش حـاو  ي آزمـا  يهـا   خالص شده داخـل لولـه      يها هيجدا
) PDA, Merck, Germany(آگار  -دکستروز -ينيب زميس

  . شدنديوس نگهداري چهار درجه سلسيو در دما
  

   DNAاستخراج
 ييغـذا  طيمح ـ يحاو يهاي پتر تشتك در قارچ يها هيجدا

پنج گرم عصاره مخمر، پـنج گـرم        (آگار   -دکستروز-مخمر

 ـ گرم آگار در ٢٠دکستروز و   بـا ورقـه   کـه ) تـر آب يک لي
پـس از  . داده شدند کشت بود، شده دهيپوش سلوفان سترون

بـا کمـک اسـکالپل     قـارچ  تـازه  يوميسلي ـم   روز، توده٢-٣
هـاون   داخـل    سلوفان برداشته شـد و   ورقهيسترون از رو

 يژنوم DNA .شد خرد يخوب به عيما تروژنين ي حاوينيچ
 GenElute Plant Genomic DNAت ي ـازک اسـتفاده  بـا 

Miniprep Kit (Sigma, USA)ــر اســا س پروتکــل  و ب
نان از اسـتخراج  ي اطميبرا. گرديد استخراجشرکت سازنده 

DNA وم يديــ اتيحـاو % ۱ ژل آگــاروز ي، الکتروفـورز افق ـ

Species Strain code a GenBank accession nos.b 
T. asperellum BS3-8 c FJ618574 
T. atroviride AS8 FJ618568 
T. atroviride DS121 FJ618569 
T. atroviride CS5-1 FJ618570 
T. brevicompactum DS701 FJ618573 
T. hamatum DS302 FJ618571 
T. hamatum SS11-2 FJ618572 
T. harzianum AD1-2 FJ618577 
T. harzianum SS6-1 FJ618578 
T. harzianum AS15-1, CS1-1 FJ618579 
T. harzianum AS16-1, AS17-3 FJ618580 
T. harzianum AS16-3 FJ618581 
T. harzianum AS15-4, AS15-6, DS203, DS322, AS16-4, BL8-5 FJ618582 
T. harzianum DS403 FJ618583 
T. harzianum SS6-2 FJ618584 
T. harzianum DS303, DS304 FJ618585 
T. harzianum AD1-1, AS2-1, AS3-3,  AS3-5, AS4-1, AS4-3, AS5, 

AS12-1, AS12-2, AS12-3, AS12-4, AS17-2, AS19-1, 
AS20-3, AS20-4, AS20-5, AS22-2, AS22-3, AS22-4, 
BLP7, SS1-1, DS202 

FJ618586 

T. harzianum AS15-3, AS19-3, AS21-1, AS21-2, BL3-3, BL7-5 FJ618587 
T. harzianum DS301 FJ618588 
T. harzianum DS801 FJ618589 
T. harzianum BL3-7, BLP1 FJ618590 
T. virens AD1-3, AS1-1, AS3-1, AS3-4, AS10-7,  AS16-22, 

BS3-1, BS3-4, BL8-1 
FJ618575 

T. virens AS3-2, AS6-1, AS6-4, AS10-1, AS10-5, AS11-2, 
AS11-4, AS14-1, AS14-3, AS17-1,  AS18-1, BS1-2, 
BL1-5, DS509, DS901, SS8-1 

FJ618576 
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 يبرا.  انجام شد×Tris-Borate-EDTA  1د در بافر يبروما
 استخراج شده بـا دو      DNAتر  يکروليهر نمونه، مقدار پنج م    

ــگ يکروليم  %۴۰شــامل  (6X gel loading bufferتــر رن
 ـمخلوط گرد ) بروم فنول بلو  % ۲۵/۰سوکروز و    د و درون   ي

الکتروفـورز در محـدوده ولتـاژ       . خته شد يهاي ژل ر    چاهک
 ـ     .  ولـت انجـام گرفـت      ۱۲۰ ي ال ۱۰۰ م يپـس از گذشـت ن

 بنفش در دستگاه يماورا ر نوريج الکتروفورز زيساعت، نتا
BioDoc-It System (UVP, USA)  شدديده .  

  
   يابييز و توالمراي پليا رهيواکنش زنج

ــه ــتفاده tef1α از ژن يا قطعــ ــا اســ ــا بــ   ياز آغازگرهــ
EF1-728F (5′-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3')  و

TEF-LLErev )5'-AACTTGCAGGCAATGTGG-3'( 
)Carbone & Kohn, 1999 (مخلوط واکنش در . ر شديتکث

  Taq Buffer (10X)تـر يکرولي شـامل پـنج م  PCRهر لوله 
ــه مKCl يحــاو ــي، س ــول  يل ــول ي مMgCl2، ۱۶۰م کروم

dNTPs) Invitrogen( ،۲۵/۰ــولي م ــك از  کروم ــر ي از ه
ــز۵/۰ آغازگرهــا،  Taq DNA polymeraseم ي واحــد آن

)Fermentas Life Sciences ( ــانوگرم ۴۰-۸۰و  DNA ن
 ۵۰ مخلــوط واکــنش در هــر لولــه بــه ييحجــم نهــا. بــود

 يا رهيواکنش زنج). Holmes et al. 2004(د يتر رسيکروليم
ــتگاه  يپل ــراز در دس  ,T3 Thermocycler (Biometraم

Germany)  قـه واسرشـت    يک دق ي: ر انجام شد  يط ز ي با شرا
 صـورت واسرشـت     چرخه به۳۰ و C ۹۴ °ه در ي اوليساز
 C ° دن آغازگرهـا در ي، چـسب )قهييك دق (C ۹۴ ° در يساز

و متعاقـب آن    ) هي ثان ۵۰ (C ۷۴°و بسط در    ) قهييك دق  (۵۹
 .C ۷۴) Bissett et al °قه دري مدت هفت دق بهييبسط نها

2003.( 

ر ي استخراج شده و قطعات تکث     ي ژنوم ي ا  ان  يغلظت د 
  Qubit® fluorometer بـا اسـتفاده از دسـتگاه   DNAشـده  

)Invitrogen, USA ( ــسب ــر ح ــي تع μg/mLب ــدي . ن ش
 PCR Clean-up Kit تي ـبا استفاده از کPCR محصولات 

(Sigma, USA) GenEluteاساس دستورالعمل شـرکت   بر 
 ير شده بـرا يقطعات تکثسپس . سازي شدند سازنده خالص 

 ي در کشور کره جنـوب     Macrogenن ترادف به شرکت     ييتع
براي تعيين توالي، همان آغازگرهـايي كـه در         . ارسال شدند 

. كـار گرفتـه شـد       تكثير آنها مورد استفاده واقع شده بود، به       
 اسـتفاده از نـرم افـزار        هـا بـا     يکروماتوگرام مربوط به تـوال    

Finch TV 1.4 (Geospiza, Inc.)شــدند و در ي بررســ 
 يهـا مجـدداً بـرا       ت مطلـوب، نمونـه    ي ـفيصورت نداشتن ک  

 در بانـک  BankItبـا ابـزار    ها يتوال. دندش ارسال يابي يتوال
ن يهمچن ـ. شمار آنهـا اخـذ گرديـد       ره شدند و رس   يژن ذخ 

 ـ ارز يبرا  مختلـف   يکيلـوژنت ي ف يت نـشانگرها  ي ـ موقع يابي
ــ و مقايموجــود در تــوال ــا تــوالي گــر از ي ديهــا يسه آن ب

ــا  TrichoBLASTو  TrichoMARK يابزارهــــ
)http://www.isth.info/tools/blast/index.php ( اســتفاده

  . شد
 

  ها يمحاسبه تفاوت توال
 ـي ا يها هي به دست آمده از جدا     يها يه توال يکل  بـا نـرم     يران

 دو بـه  Kimura 2-parameterنـه  ي و بـا گز MEGA5افزار 
  .سه شدنديدو با هم مقا

  
   يکيلوژنتيل فيه و تحليتجز

ق ين تحق ي به دست آمده در ا     يها ي، توال يساز پس از مرتب  
 اخذ شده از بانک ژن با نـرم         يها ي از توال  يهمراه با تعداد  

و برنامـه  ) GeneDoc) Nicholas & Nicholas 1997افزار 
Clustal X) Thompson et al. 1997(،و يسـاز  فيرد  هم 

مـشابه هـم    % ۱۰۰هـا    ي کـه تـوال    يدر مـوارد  . م شدند يتنظ
 و رسـم    ييز نهـا  ي آنـال  ينده بـرا  ي نما يک توال يبودند، فقط   

http://www.isth.info/tools/blast/index.php
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هـا   ل داده ي ـه و تحل  يتجز. ديک انتخاب گرد  يلوژنتيدرخت ف 
و بـا دو  ) MEGA5 ) Tamura et al. 2011افـزار  در نـرم 
بـا  ) ( Neighbor-Joining, NJ(هـا  هيوست همـسا يروش پ

و تکامل ) Maximum Composite Likelihood يها نهيگز
 Maximum يها نهيبا گز) (Minimum evolution(نه يکم

Composite Likelihood، Close-Neighbor-

Interchange algorithm at a search level of 1 (  انجـام
 ي خـال  ي فـضا  ي دارا يها گاهي جا  در هر دو روش همه    . شد

ــ) Complete deletion option(حــذف شــدند  ــا کلي ه ي
ــواليهــا گــاهيجا  حــذف شــدند ي مــبهم در هــر جفــت ت
)Pairwise deletion option .( ــنج ــون اعتبارسـ  يآزمـ
)bootstrap ( تکرار انجام شد۱۰۰۰در هر دو روش با  .  

 PAUP 4.0b10 )Swofford ن از نرم افـزار يعلاوه بر ا

ن يدر ا . ه شد ها استفاد  ل داده يه و تحل  ي تجز يز برا ين )2000
ــهيروش از گز ــا نــــ  random sequence يهــــ

addition،swapping algorithm = TBR  ،collapse 

option in effect،Multrees  option in effect و 
addition sequence replicate = 10 ي در روش پارسـمون 

با توجـه  . دياستفاده گرد) Maximum Parsimony(نه يشيب
ند يک کلادوگرام برآ  ين روش   ي کلادوگرام در ا   ۱۸جاد  يبه ا 

 ـن بـا ا   يهمچن ـ. مورد اسـتفاده قـرار گرفـت       ن نـرم افـزار،   ي
ــ ــا روش يکلادوگرامـ ــتفاده از گز NJ بـ ــا اسـ ــهي و بـ   نـ

Kimura's two-parameter distancesز به دست آمدي ن .  
گر فقـط   يک بار د  يک  يلوژنتيل ف يه و تحل  ين تجز يچنهم

در  . با هـر دو نـرم افـزار انجـام شـد     يانري ايها  نمونهيبرا
 بـه عنـوان    Nectria eustromatica از گونه يموارد مورد ن
  .دشانتخاب ) Outgroup (يگروه خارج

  
 نتيجه

 ي بــراtef1α از ژن ي شــده بخــشيابيــ يه تــواليــطــول ناح

 جفت باز   ۸۰۲ن مطالعه از    ي در ا  Trichoderma يها هيجدا
و تا حـداکثر  ) T. harzianum گونه AS16-1ه ي جدايبرا(

 ـ جدايبـرا ( جفت باز ۸۳۱ ) T. atroviride گونـه  AS8ه ي
و ) بـزرگ ( چهـارم  يهـا  نترونيشامل ان قطعه يا. ر بود يمتغ

 )بـزرگ ( از اگزون ششم يبه انضمام بخش) کوچک(پنجم 
 Clustal X با tef1αهاي نواحي  سازي توالي فيرد  هم .بود

ــزرگ بيــشترين تنــوع نتــين اينــشان داد كــه چهــارم رون ب
ر ييحساس به تغ   نوكلئوتيدي را دارا مي باشد و يك منطقه

)hot spot (دهد  را تشكيل مي)۱ شکل .(  
 مازنـدران،   يها شامل نمونه ( مورد استفاده    يها هيکل آرا 

 ـ به دسـت آمـده از بانـک ژن و            يها هي آرا يتوال ک گونـه   ي
. اهم کـرد   فر ي بررس يه برا ي آرا ۴۲ مجموعاً) يگروه خارج 

 استفاده شد، کل    PAUPها از نرم افزار      هي کل آرا  ي برا يوقت
ان ي ـن مي صفت بود که از ا  ۱۰۰۵ها   ها در جدول داده    صفت
 صــفت ۲۶۵د و ي ـر مفي ـ صـفت غ ۱۰۳ صـفت ثابـت،   ۶۳۷
 ـ تجز يد برا ي اطلاعات مف  يدارا  ـدر ا . ل بـود  ي ـه و تحل  ي ن ي

 ـي ا يها  نمونه يها فقط برا   روش جدول داده    ـ  يران ا  همـراه ب
 صـفت   ۵۷۷شـامل   ( صـفت    ۹۳۴ ي دارا يک گروه خارج  ي

ــ غ۱۱۰ثابـــت،  ــ مف۲۴۷د و يـــر مفيـ ــام . بـــود) ديـ   هنگـ
ــرم  ــتفاده از نـ ــزار اسـ ــ MEGA5افـ ــهي از گزي وقتـ   نـ

pairwise deletion option   هـا    اسـتفاده شـد جـدول داده
ــود۱۰۰۵ يدارا ــفت بــ ــ.  صــ ــا وقتــ ــهي از گزيامــ   نــ

Complete deletion option ل حـذف  ي ـ استفاده شد بـه دل
 ۴۲ يبـرا ( صـفت    ۵۶۳،  ي خـال  ي فـضا  ي دارا يهـا  گاهيجا
 جـدول   ين روش وقت ـ  يدر ا  . ماند ي باق ي بررس يبرا) هيآرا
 يک گروه خارج  ي و   يراني ا يها ها فقط بر اساس نمونه     داده
  . ماندي باقي بررسي صفت برا۶۷۱ه شد يته

 با استفاده از دو نرم افـزار مـورد          يکيلوژنتيز ف يج آنال ينتا
 tef1α ژن   يهـا  ي بـر اسـاس تـوال      ير روش بررس ـ  اشاره د 

 ـ   يزارهاي شـال  يکودرمـا ي تر يها هيجدا   عـلاوه  ه مازنـدران ب
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 اسـتان  يزارهاي شالجدا شده از .Trichoderma spp يهاهيجدا يبرا که tef1α  از ژني بخشي بر اساس توالنهيلوگرام تکامل کمي ف.۱شکل 
 و تکـرار  ۱۰۰۰ يبرا (يسنج اعتبار اعداد. م شده است ي به دست آمده از بانک ژن ترس       يها هي جدا ي از توال  يمازندران همراه با تعداد   

 ـ ب يها هي و جدا  ينه خاکستر ي برگرفته از بانک ژن با زم      يها هيجدا. است شده داده نشان ها شاخه يرو%) ۵۰ يبالا وکنترل بـا سـتاره     ي
  .اند شان داده شدهن

 
Fig. 2. A Minimum evolution phylogenetic tree based on a part of tef1α sequence showing the relationships among 

Trichoderma spp. isolates from Mazandaran paddy fields. Percentage bootstrap support (1000 replications; >50%) are 
shown above the branches. GenBank isolates are highlighted grey and biocontrol strains marked with asterisk. 
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  )NCBI GenBank(هـا    اخذ شده از بانـک داده يها يتوال
جـاد  ي انـدک ا   يهـا   مشابه بـا تفـاوت     يها باً کلادوگرام يتقر

ک کلادوگـرام بـه دسـت آمـده بـا روش            ي ۱شکل  . کردند
 را نـشان    MEGA5افـزار     نـه بـا اسـتفاده از نـرم        يمتکامل ک 

 ـچهل و نُه جدا   . دهد يم   ن گونـه  يتـر   متعلـق بـه فـراوان       هي
پ مختلـف ژن  ي ـ هاپلوتT. harzianum ۱۴  يعن ـيزار يشال

tef1α  انتخـاب و    يا ندهيل دادند که از هر کدام نما      يرا تشک 
همـان طـور کـه      . ها مورد استفاده واقع شـد      در جدول داده  

 را به   يکين تنوع ژنت  يشتري مرکب، ب   هين آرا يرفت ا  يتظار م ان
 ۱۴شـود   ي م ديده ۱ که در شکل     يبه طور . ش گذاشت ينما
 ـک، هفت جدايگروه . رنديگ يه در پنج گروه قرار م     يجدا ه ي

  .ه ها را به خود اختصاص داده استياز جدا)  درصد۵۰(
 T. harzianumو  T. harzianum FJ436162 يتـوال 

AY857266       ۹۸ش از   ياند با ب   که از بانک ژن به دست آمده 
 ها بـه   ين توال يا. رنديگ ين گروه قرار م   يدرصد شباهت در ا   

ب از خـاک    ي ـ هستند که به ترت    ييها هيمربوط به جدا   بيترت
 .Belayneh Mulaw et al (يوپي ـاطراف مزرعه قهوه در ات

انـد   جـدا شـده  ) Arequipa, Inagesمنطقـه  (و پرو ) 2010
)Druzhinina et al. 2005.( 

ه به دست   يک جدا يز هر کدام حداقل با      يها ن  ر گروه يسا
 درصـد، بـا     ۹۸حـداقل   (ار بالا   يآمده از بانک ژن قرابت بس     

. دارند)  درصد ۱۰۰ ي دو توال  ي صفر و هم پوشان    Eب  يضر
ک گـروه  يه در ي جداT. harzianum  ،۱۲هي جدا۱۴ان ياز م

 درصد قرار   ۶۰  بوت استراپ  يت آزمون اعتبارسنج  يبا حما 
 ـعلاوه بـر ا   .  است ينييت پا يدارند که نسبتاً حما     ـن جدا ي   هي

T. harzianum Iran DS301فوق جدا شده ي از گروه اصل 
 از بانک ژن و همراه T. harzianum FJ436156ه يو با جدا
 ـ در T. tomentosum FJ870906با گونـه   ک گـروه قـرار   ي

 ـگرفته است کـه البتـه حما        بـوت   يت آزمـون اعتبارسـنج    ي
  ). درصد۵۰تر از  نييپا(استراپ را ندارد 

 ـ جدا ين، وقت ـ يبا وجود ا    ـي ا يهـا  هي  ي بـدون تـوال    يران
 يجـه انـدک   يل شـدند، نت   يه و تحل  ي بانک ژن تجز   يها هيجدا

 کـه   يبـه طـور   ). اند ش داده نشده  يها نما  داده(متفاوت بود   
ــه جدا ــاولاً هم ــا هي ــ (T. harzianum يه ــ جدايحت   هي

T. harzianum Iran DS301 (ت آزمـــون يـــبـــا حما
 ـدر  )  درصد ۸۶( نسبتاً خوب    ياعتبارسنج ک گـروه قـرار     ي
ــد ــثان. گرفتن ــستگي ــه ياً همب ــه T. virens گون ــه گون    ب

T. harzianum ـ بـا حما   حـداکثر  يت آزمـون اعتبارسـنج  ي
 ـد ا يشا. د شد ييتأ)  درصد ۱۰۰( ل کـم   ي ـن موضـوع بـه دل     ي

 ـبـا ا . ل شـده باشـد  يه و تحلي تجزيها بودن داده ، حـال  ني
 دورتـر  يليچنان خ  همT. harzianum Iran DS301ه يجدا

 يتـوال  تفاوت درصد سيماتر. ها قرار گرفت   هير جدا ياز سا 
tef1α ۲۳ هـا   داده (کودرمـا يتر گونه شش به مربوط هيجدا

ان ي ـدهـد کـه در م      يهم نـشان م ـ   ) ش داده نشده است   ينما
 ـ يشتري ب T. harzianum يها هيجدا  ـن جداين تفـاوت، ب   هي

T. harzianum DS301شود ي مديدهها  هير جداي و سا.  
 ي رو ITSه  ي ـ ناح ي که بـر اسـاس تـوال       يدر مطالعه قبل  

rDNA   صـورت گرفـت )Naeimi et al. 2011(ـ، جدا    هي
T. harzianum Iran DS301ــر از ســا ــان دورت ر ي همچن

 ـها و در پا    هيجدا  ـ کـه شـامل جدا  يه گـروه بزرگ ـ   ي   يهـا  هي
T. harzianumر گرفتشد قرا ي م .  
T. virensفراوان مزارع برنج مازنـدران بـا    ن گونهي دوم 

 يهـا  گونه.  بودند tef1αپ  ي فقط دو هاپلوت   يه دارا ي جدا ۲۵
T. atroviride و T. hamatumــا ســه و دو جدا ــ ب ــه ي ه ب

ــترت ــديــب واجــد ســه و دو هاپلوتي ــجدا. پ بودن  يهــا هي
گونـه  ک  يلق به   ـعـج مت ـ غلاف برن  يگـرل سوخت ـتـوکنـيب
 ) T.   harzianum  ـو   يهـا  پي ـ هاپلوتيدارا) T. virensا ي

tef1α بودنديمختلف و متفاوت .  
  



  ... هاي ابي روابط فيلوژنتيکي گونهيارز:  و همکاراننعيمی

۱۴۷  

  بحث
 از تنـوع    يتـر  ر روشـن  ي کـسب تـصو    يق بـرا  ين تحق يدر ا 
 مازنـدران بـه     يزارهاي در شال  Trichoderma جنس   يستيز

 ـ ا يلـوژن يز کـشور، ف   ي ـ خ  ن استان بـرنج   يترعنوان بزرگ  ن ي
مربوط به   tef1α ژن   يها يبر اساس توال   يجنس مهم قارچ  

 ـ  يک ـيتنـوع ژنت  . ه از شش گونه انجام شـد      ي جدا ۸۱ ن ي در ب
 ـ مـورد مطالعـه بـارز بـود، امـا در ا     يها  گونه  همه   اني ـن مي

T. harzianum  ژن ينوع متفـاوت از تـوال   ۱۴ با tef1α  در
 بـه مراتـب     يا گر، تنـوع درون گونـه     ي د  سه با پنج گونه   يمقا
 ـ يپ فقـط دارا   يهفت هاپلوت .  نشان داد  يترشيب ک عـضو   ي

ق ي ـج تحق يمطابق نتـا  .  عضو داشتند  ۲-۲۲ن  يه ب يبودند و بق  
 ـا) Naeimi et al. 2011 (يقبل ن تعـداد  ين گونـه بـا هم ـ  ي

 يزارهايکودرما در شـال   ين گونه تر  يتر  متنوع ITSپ  يهاپلوت
گـر  يقـات د يج تحقيق بـا نتـا    ي ـن تحق يج ا ينتا. مازندران بود 

 tef1α از ژن    ي متفـاوت  يها پيا، که هاپلوت  يشده در دن  انجام  
سـاموئلز  .  دارد ياند، همخوان   کرده ين گونه معرف  ي ا يرا برا 

 ژن يبـر اسـاس تـوال    )Samuels et al. 2002( و همکاران
tef1αيهــــــا هيــــــ، نــــــشان دادنــــــد کــــــه جدا  

T. harzianum    دهنـد  يل م ـيسه گـروه مـشخص را تـشک .
 .Hoyos-Carvajal et al( همکـاران کارواخال و -وسيهو

ن ي ا يها هي جدا يرا برا  tef1αپ متفاوت   يسه هاپلوت  )2009
نـا و   يني دروز . مـشخص نمودنـد    ي جنـوب  يکايگونه در آمر  

 هم گزارش کردند که از پـنج نـشانگر    )b٢٠١٠ (همکاران
   گونـه يلـوژن ي روشـن شـدن ف  ي به کار رفته برا   يکيلوژنتيف

T. harzianumوسـته  ي ناپي ژن، سه مکان)Unlinked loci (
  .  متنوع بودنديبه حد کاف αtef1شامل ژن 

  اي ـن مختلـف در سراسـر دن      يبر اساس مطالعـات محقق ـ    
T. harzianum کودرمـا  ين گونـه تر يتر ن و متنوعيتر فراوان
 ـ از ز  يعيا و در گـستره وس ـ     ي ـدر همه نقاط دن     يهـا  ستگاهي

وضــعيت ). Zhang et al. 2005( اســت يکياکولــوژ
اكسونوميكي اين گونه، مبهم است و معيارهايي كه تاكنون         ت

بـه  (هـاي ايـن گونـه      سـویه بنـدي و شناسـايي        براي طبقه 
) رونـد   كـار مـي     خصوص آنهايي كه در كنترل بيولوژيك به      

. وجود دارد، تمايز كـافي و مناسـبي را ارائـه نكـرده اسـت            
 .Kullnig-Gradinger et al( گرادينگر و همكاران-كالنيگ

هاي مشخص شـده در ايـن         ابراز داشتند كه ژنوتيپ    )2002
هاي جديد و يا زيرگونـه باشـند و           گونه، ممكن است گونه   

هاي فيلوژنتيكي را     ممكن است اين موضوع، وجود دودمان     
 و  يچـاور . زايي هـستند   اثبات كند كه در حال فرايند گونه      

 ـگزارش کردند کـه ا ) Chaverri et al. 2003 (همکاران ن ي
) Genetic lineages (يک ـين دودمـان ژنت ي شامل چندگونه

 پنهـان را در داخـل       يکيلـوژنت ي ف يها است و در واقع گونه    
جـه  يآنهـا نت . دهـد  ي نشان م ـيکيک گونه بزرگ مورفولوژ   ي

 ـ،  يجاز ج و همه  ي را  ن گونه يگرفتند که ا   گ گونـه مرکـب     ي
ک مشخص و فاقـد     يلتي مونوف يکيلوژنتي ف يها شامل دودمان 
نا ينيدروز. ک آنهاست ي تفک ي لازم برا  يکيوژصفات مورفول 

) Demon(طان ين گونه لقـب ش ـ يبه ا) b٢٠١٠(و همکاران   
 در گـروه   يا دهي ـچي پ يـي زا ن باورند که گونه   يو بر ا  ! اند داده

ــه ــ رخ داده و اH. lixii-T. harzianum يا گون ــروه ي ن گ
 ـولوژيشامل چند گونه ب    ن اظهـار   يچن ـآنهـا هـم   . اسـت ک  ي

 يد اعضا ين گونه در واقع با    ي مختلف ا  يها هيداشتند که سو  
 متفاوت  يبيزان نوترک ي با م  يکيلوژنتي ف  ن گونه ي از چند  يکي

 بـر  ير مهم ـيوکنترل تـأث ي بي هيک جداي در   يبينوترک. باشند
 ک و همکـاران   يبلازچ. ثبات آن در مزرعه خواهد گذاشت     

)Blaszczyk et al. 2011 (تنــوع يراً بــا بررســيــهــم اخ 
 هفت  ITSه  ي ناح يها يهستان، بر اساس توال   کودرما در ل  يتر

  .  کردنديمعرف T. harzianum  يپ را برايهاپلوت
 از يا  مجموعـــهT. harzianumح، ين توضـــيـــبـــا ا

، ي اسـت کـه از نظـر سـاختار ژنـوم           ير جنس ي غ يها هيجدا
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 يها هياحتمالاً جدا . کنند ي و رفتار با هم فرق م      DNA يتوال
 ـ      بوده   يبي از نوترک  يمتفاوت ناش  پ ي ـ ت يو بـسته بـه فراوان

افتنـد  يت مشخص، به سرعت تکامل   يک جمع ي در   يزشيآم
)Sharma et al. 2009.( ـ بـالا در ا يک ـيتنوع ژنت  ن گونـه  ي

 ي نقش مهم ـ  يد مثل جنس  يدهد که مهاجرت و تول     ينشان م 
 .Chaverri et al(کنـد   ي م ـيت بـاز ي ـک جمعيناميرا در د

ــهو .)2003 ــاد ا) ٢٠٠٩ (کارواخــال و همکــاران-وسي عتق
 ييکودرمـا بـا توانـا   ي در تر يکي و تنوع ژنت   يدارند که فراوان  

 مختلف و مصرف منابع متفاوت      يها تيد متابول يآنها در تول  
نتـايج ايـن تحقيـق احتمـال      . م دارد ي رابطه مـستق   يکربن آل 

  هاي پنهـان بـا مورفولـوژي مـشابه را در گونـه              وجود گونه 
 T. harzianum اد يتعداد زن وجود يچنهم. كند تقويت مي

 ـ جدا يک ـي ژنت ي و تنـوع بـالا     tef1α يهـا  پيهاپلوت   يهـا  هي
T. harzianum ـ يزارهايشال   ـ اي بـالا ي مازنـدران فراوان ن ي

  .  کند يه ميستم را توجين اکوسيگونه در ا
  هي ـ ناح يهـا  يبـا تـوال    tef1α ژن   يهـا  يسه تـوال  يبا مقا 

ITS) Naeimi et al. 2011 (ــو ــا هيس ــاي تريه  يکودرم
 يهـا  هيسـو  tef1α يهـا  يافت که تـوال   يتوان در  يزار، م يلشا

 تنـوع  T. hamatum و T. atroviride يهـا  مربوط به گونه
 يهـا  ي که همه تـوال    يبه طور .  دارند يشتري ب يا درون گونه 

ITS يها يه هم بودند اما توال    ين دو گونه کاملاً شب    ي ا tef1α 
تنـوع درون   . رفتنـد ب در سه و دو گروه قرار گ       يآنها به ترت  

کـسان و در  ي T. harzianum در ي هر دو نوع تـوال يا گونه
کمتـر   tef1α يها يف توالين تنوع در ردي اT. virensمورد 
ز يج آنـال  ي نتـا  يگـران هـم عـدم همخـوان       يقات د يتحق. بود
کودرمـا  ي تر يها هي جدا ITS و   tef1α يها ي توال يکيلوژنتيف

  ). Hoyos-Carvajal et al. 2009(را نشان داده است 
بر اساس اين تحقيق در يك خـاك مزرعـه، عـلاوه بـر              

  هـاي مختلفـي از يـک گونـه           مختلف، هاپلوتيـپ   يها گونه
جداسـازي  ) T. harzianumبيشتر در مورد (کودرما هم يتر

و مکــان  tef1αپ يــن هاپلوتي بــين، ارتبــاطيبنــابرا. شــدند
 ممکـن   يبردار مونهک محل ن  ي وجود ندارد و از      ييايجغراف

پ به دست آمده باشد که در کنار هـم          ين هاپلوت ياست چند 
 در مـورد    يري ـگ جهين نت يچن. ستگاه حضور دارند  يک ز يدر  

 ـن ز ي موجود در هم   ITS يها پيهاپلوت ستگاه هـم صـدق     ي
ــاو). Naeimi et al. 2011(کنــد  يمــ   و همکــارانيغرب
)Gherbawy et al. 2004 (   ــه ــد ک ــزارش کردن ــم گ ه

 يهـا  جـدا شـده از خـاک    T. harzianum يهـا  پي ـهاپلوت
ستگاه يــمــستقل از زل در مــصر يــ منطقــه دره نيکــشاورز

معلـوم  . اه و خـاک ندارنـد     ي، نوع گ  pH با   يهستند و ارتباط  
ا غالبـاً بـه صـورت       يهاي مختلف آ    پينيست كه اين هاپلوت   

مـثلاً   (يبي نوترکين که تا حديا ايابند ي ير م ي تکث يا همسانه
ن آنهـا اتفـاق     يب) ند پاراسکسوال يا فرآ يستوموز  ق آنا ياز طر 

  .افتد يم
 ـ هر جدا  ي برا ي اختصاص يها يتوال وکنترل عـلاوه   ي ـه ب ي

ق و  ي ـتوانـد در انتخـاب دق      ي، م ـ يلوژنيبر مشخص کردن ف   
). Dodd et al. 2000(د باشـد  ي ـ آنها هم مفياستفاده تجار
ست مـؤثر در  ي آنتاگونيها هيق، سوين تحقيج اياما مطابق نتا  

 غلاف برنج متعلق بـه دو گونـه         يک سوختگ يولوژينترل ب ک
T. harzianum  وT. virens )Naeimi et al. 2010a (

 داشـتند بلکـه آنهـا       ي مختلف يها پين که هاپلوت  يعلاوه بر ا  
ک يست شـر  ي ـر آنتاگون ي ـ غ يهـا  هيپ را با سـو    ين هاپلوت يا

 از  يپ منحـصر بـه فـرد      ي ـتـوان هاپلوت   ين نم يبنابرا. بودند
tef1α  ن موضوع بـه  يا. سم نسبت داديت آنتاگونيرا به خاص

 ـکه ) هين سويمؤثرتر( AS12-2 T. harzianumر از يغ ک ي
ل داد، در مـــورد  ي را تـــشک يـــي  مجزاITSپ يــ ـهاپلوت
کنـد   يوکنترل هم صـدق م ـ    ي ب يها هي سو ITS يها پيهاپلوت

)Naeimi et al. 2011 .( ــاران ــوزا و همکــ    هرمــ
)Hermosa et al. 2000 (ـ   بـر اسـاس   يکيلـوژنت يز فيالبا آن

وکنترل يه ب ي سو ۱۷ هم گزارش کردند که      ITS1ه  ي ناح يتوال
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) T.viride و T. harzianumمتعلق به دو گونه (کودرما يتر
   شـــارما و همکـــاران. در چهـــار گـــروه قـــرار گرفتنـــد

)Sharma et al. 2009 (مختلـف  يهـا  هي جدايکيتنوع ژنت 
T. harzianumختلف هندوسـتان   به دست آمده از مناطق م

 کردند و خاطر نشان کردند که       يابي ارز RAPDک  يرا با تکن  
 يهــا در گــروه Sclerotium rolfsiiوکنترل يــ بيهــا هيســو
  . قرار گرفتنديمختلف

 بـر اسـاس   يکيلوژنتيز فيق، آنالين تحقيج ا يبر اساس نتا  
کودرمـا  يوکنترل تر ي ب يها هيک سو يقادر به تفک   tef1α يتوال
  ق مــشابه کــه يــک تحقيــج يمطــابق نتــا. نبــودگر يکــدياز 

کودرمـا  ي تر ي بـوم  يهـا  هي سـو  ITSه  ي ـ ناح يبر اساس توال  
 بـه جـز   يلـوژن ي، ف)Naeimi et al. 2011(صورت گرفـت  

ز يست را از هم متمـا     ي آنتاگون يها هيک مورد نتوانست سو   ي

 ـار ز يت بـس  ي ـن، با توجه بـه اهم     يبنابرا. سازد  يياد شناسـا  ي
مطالعات مربوط بـه کـاربرد عوامـل        وکنترل در   ي ب يها هيسو

 کـه   شود يشنهاد م ي، پ يعي طب يها طيک در مح  يولوژيکنترل ب 
 يها  ژن يزار با استفاده از توال    ي شال ي بوم يها هي سو يلوژنيف
 يهـا  نيها و پروتئ   مي کدکننده آنز  يها گر به خصوص ژن   يد

ز مـورد   ي ـن) نـاز يتيمانند ک (وکنترل  ي ب يها سميل در مکان  يدخ
  .ردي گ قراريابيارز
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