
139891سال،دوهشمار،هفتمجلد،پزشکیگیاهدرزیستیمهار

مقاله تحقیقی

Pythium oligandrumهاي ایرانی جدایهشناسایی، پراکنش و تنوع کارکردي

زاده قلمفرسا، حبیب االله حمزه زرقانیزینب حقی، رضا مستوفی

دانشکده کشاورزي دانشگاه شیراز، شیراز، ایران
rmostofi@shirazu.ac.ir:، پست الکترونیکزاده قلمفرسارضا مستوفی: مکاتباتمسئول

16/06/99: پذیرشتاریخ7)2(91- 10/03/99112: دریافتتاریخ

چکیده
بر اساس . شودمهار مهم در برابر بیمارگرهاي گیاهی محسوب مییکی از عوامل زیستPythium oligandrumهگون

آذربایجان غربی، ایلام، بوشهر، چهارمحال و بختیاري، هاي هاي این گونه از استانشناختی و مولکولی جدایههاي ریختآزمون
هاي کرمانشاه و ها به ترتیب در استانبیشترین فراوانی جدایه. جداسازي و شناسایی گردیدفارس، کرمانشاه، کرمان، گلستان و یزد 

ها در شرایط آزمایشگاه اساس دماي رشد و اثر مهار زیستی آنها بر گري، تنوع کارکردي جدایهبه منظور غربال. فارس مشاهده شد
، Rhizoctonia solaniبرد شامل هاي بیمارگر خاكدر برابر قارچP. oligandrumهاي بومی اثر جدایه. ارزیابی شد

Phytophthora parasitica ،Fusarium solani ،F. redoens ،F. oxysporum f. sp. lycopersici وF. oxysporum f. sp. pisi

Fusarium oxysporum ،Clonostachysهاي تجاري ارزیابی و با سویهیکناپارامترآماريهايبا واکاوي rosea ،P.

oligandrum وTrichoderma asperellumهاي بومی جدایه. مقایسه گردیدP. oligandrumهاي در دماي رشدي و فعالیت
R. solaniبا P. oligandrumي بیشترین میزان بازدارندگی رشد ریسه در برهمکنش جدایه. مهاري خود داراي تنوع بودندزیست

.Fو کمترین اثر را روي R. solaniوP. parasiticaدار را روي ها بیشترین اثر معنیار این جدایهترکیبات فرّ. مشاهده شد

oxysporum f. sp. lycopersiciدار خود را روي ها بیشترین اثر معنیار آنرّهمچنین ترکیبات غیرف. نشان دادندP. parasitica

P. oligandrumي هاو جدایهP. oligandrumار، در اکثر تیمارها بین فرم تجاري ار و غیرفرّهاي ترکیبات فرّدر آزمون. نشان دادند

در drumnaP. oligهاي بومی دایهتوان جهاي رشدي و ویژگیکه دادتایج تحقیق حاضر نشان ن. داري مشاهده نشدمعنیتفاوت
هاي بیوشیمیایی و گريتوان در غربالدر شرایط آزمایشگاهی متفاوت است و از تنوع موجود می،مهار بیمارگرهاي گیاهی مختلف

.استفاده کردهاآنايگلخانه

، تنوع، مهار زیستی، سازوکارهابرداُامُیکوتا، بیمارگرهاي گیاهی خاك: هاي کلیديواژه

مقدمه
توجه در حفاظت هاي قابل با وجود پیشرفت

محصول مانند کاربرد تناوب زراعی، استفاده از 
هاي مقاوم، بیمارگرهاي هاي شیمیایی و تولید رقمکشآفت

هنوز هم به طور قابل توجهی بازده و بردخاكگیاهی 
دهند کیفیت محصولات مهم اقتصادي را کاهش می

)Brozova, 2002 .(که از طریق یمارگرها به دلیل ایناین ب
. برانگیز هستندیابند چالشساختارهاي مقاوم در خاك بقا می

اي هاي گلخانهوارد کشتبردخاكزمانی که بیمارگرهاي 

Le Floch)شودشوند به سرعت گسترش یافته و منتشر میمی

et al., 2003) .هاي کشت بدون خاك و در مورد سامانه
زا در هاي قارچی بیماري، گونه)hydroponic(کشت آب

اما در این . شوندتر دیده میمقایسه با شرایط کشت سنتی کم
هاي ریشه شایع هستند و در مقایسه با بیماريها،سامانه
Le)کنندتري وارد میسنتی خسارت بیشهاي کشت روش

Floch et al., 2007) .هاي گذشته، فعالیتۀدر چند ده
ي کشاورزي پایدار صورت گرفته و وسعهاي براي تگسترده



...هايجدایهشناسایی، پراکنش و تنوع کارکردي:همکارانوحقی92

هاي جایگزین ایمن و قابل اعتمادي نیز براي مبارزه با روش
استهاي گیاهی مورد بررسی قرار گرفتهبیماري

)Alabouvette et al., 2006 .(هایی مانند در کنار روش
هاي کشهاي مقاوم، آفتزراعی و تولید رقمهاي بهشیوه

هاي زیستی یکی از ارکان کشقارچغیرشیمیایی به ویژه 
آیند زاي گیاهی به شمار میمهار تلفیقی عوامل بیماري

)Paulitz & Belanger, 2001 .(ي این از این رو مطالعه
هاي اخیر به طور قابل توجهی عوامل مهار زیستی در سال

Gerbore(افزایش یافته است  et al., 2014.(
1930Pythium oligandrumۀگون Dreschler

هاي بیمار نخود بار از بوتهنیاولکهاستيزخاكاُامُیستی 
,Drechsler(در ایالات متحد آمریکا جداسازي شده است 

یک اُامُیست P. oligandrumکه با این). 1930
ي بسیاري از سیستم ریشهزي است، زاي خاكغیربیماري

انگلی چاین شبه قارچ از طریق قار. کندگیاهان را کلنیزه می
)mycoparasitism (ها فعالیت روي ریسۀ بسیاري از قارچ

Benhamou(دارد  et al., 2012 .( نفوذP. oligandrum به
هاي میزبان موجب تخریب کامل سیتوپلاسم درون سلول

شود که این تخریب در نهایت با مرگ هاي آن میسلول
ها واین فرایند در واکنش با قارچ. میزبان همراه است

Fusariumهایی مانندقارچشبه oxysporum f. sp. radicis–

Jarvis & Shoemakerlycopersici وTrowP. ultimum

Benhamou(مشاهده شده است  et al., 1997, 1999 .(
همچنین در طیف وسیعی از گیاهان P. oligandrumگونۀ 

هاي دفاعی گیاه بر علیه بیمارگرهاي موجب القاي واکنش
Yacoub(شود یمختلف م et al., 2018 .( در این گونۀ شبه

الیسیتین با نام الُیگاندرینقارچ دو نوع پروتئین شبه
(oligandrin)ي سلولی با نام هاي دیوارهو پروتئینPod–1 و

Pod–2هاي گیاهی با توانایی القاي مقاومت در گونه
Gerbore)مختلف جداسازي شده است et al., 2014) .

به عنوان تعامل خاص بین ) antibiosis(پادزیستی 
.Pهاي مهار زیستی درریزجانداران، یکی دیگر از ویژگی

oligandrumي در این تعامل، موجود هدف به وسیله. است
. رودي سمی موجودي دیگر از بین میهاي ثانویهمتابولیت

Rey(در مطالعۀ ريِ و همکاران  et al., 2008 (انگلی و قارچ

ین شبه قارچ در طول واکنش با یک میزبان پادزیستی ا
به منظور ارزیابی سهم نسبی . قارچی مشاهده شده است

.Pانگلی و پادزیستی در فرایند مهار زیستی، برهمکنشقارچ

oligandrumهاي هاي بیمارگر با میکروسکوپو قارچ
این مشاهدات . الکترونی و نوري ارزیابی شده است

ه اثر پادزیستی همراه با تولید دهد کمیکروسکوپی نشان می
ممکن است F. oxysporumهاي هیدرولیزکننده علیه آنزیم

مهار باشد انگلی این عامل زیستهاي قارچمقدم بر فعالیت
)Benhamou et al., 1999; Rey et al., 2008 .( در روش

کند انگلی این شبه قارچ به درون ریسۀ میزبان رخنه میقارچ
هاي میزبان و سرانجام توپلاسم سلولو موجب تخریب سی

.Pي با توجه به بیمارگر هدف، گونه. گرددمرگ میزبان می

oligandrum با تولید ترکیبات ضدقارچی و از طریق
.شودانگلی موجب مهار بیمارگر میپادزیستی یا قارچ
هاي کشاورزي در خاكP. oligandrumگزارش وجود 

Babai–Ahary)ایران  et al., 2004; Mostowfizadeh–

Ghalamfarsa & Banihashemi, 2005; Abad et al.,

هاي زمینۀ مناسبی را براي مطالعه و استفاده از جدایه(2011
هاي از فراورده. کندکش زیستی ایجاد میآن به عنوان قارچ
توان براي تولید بهینه و سالم قارچ میزیستی این شبه

، گوجه فرنگی و حبوبات محصولاتی مانند چغندرقند، خیار
McQuilken(استفاده کرد  et al., 1992; Meszka &

Bielenin, 2010 ( که همگی جزء محصولات مهم و
همچنین تولید . شوندپرمصرف در ایران محسوب می

تواند هاي بومی آن میهاي تجاري و کاربرد جدایهفراورده
باعث کاهش مصرف سموم شیمیایی و تولید محصولات 

نخستین گام براي . شیمیایی گرددةاز هر گونه مادعاري
هایی هاي بومی گونهگري جدایهتدوین شرح حال و غربال

ي مهار زیستی دارند، شناسایی دقیق و تعیین مایهکه درون
ها و همچنین بررسی تنوع کارکردي شناختی آنپراکنش بوم

. هاي کنترل شده استها در محیطآزمایشگاهی این جدایه
ز این رو این مطالعه با هدف شناسایی، تعیین پراکنش و ا

P. oligandrumهاي ایرانی ارزیابی تنوع کارکردي جدایه

ها در میزان رشد در دماهاي مختلف و همچنین توانمندي آن
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هاي از طریق روشبردخاكدر مهار بیمارگرهاي گیاهی 
.مختلف آزمایشگاهی طراحی شده است

رسیهاي برمواد و روش
P. oligandrumهاي جداسازي جدایه

P. oligandrumهاي به منظور جداسازي جدایه

هاي گیاهی ي محصولبرداري از خاك فراریشهنمونه
.به صورت تصادفی انجام گرفتمختلفمختلف در مناطق 

گذاري با برگ مرکبات ها به روش طعمهجدایه
)Banihashemi et al., 1992 (حیط کشت و با استفاده از م

CMA–PARP)CMA گرم در لیتر 02/0آماده شده با
گرم در لیتر 01/0گرم در لیتر آمپی سیلین، 5/0دلواسید، 

جداسازي شدند )PCNBگرم در لیتر 1/0ریفامپین و 
)Jeffers & Martin, 1968 .(دست آمده پس هاي بهپرگنه

گرم آگار در 15(آگار کشت آباز سه روز روي محیط
ریسه خالص کشت و به روش نوك) ر آب مقطریک لیت
;Hsieh & Chang, 1976; Chang, 1988)شدند 

Singleton et al., ها به نوك ریسه.(1992
هاي جدایه.منتقل گردید) CMA)Tuit, 1969کشتمحیط

منتقل و CMAکشت هاي حاوي محیطخالص شده به لوله
.داري شدندسلسیوس نگهۀدرج15در 

P. oligandrumهاي شناختی جدایهریختشناسایی 

-ریختهاي ها بر اساس ویژگیشناسایی جدایه

هاي رویشی، با استفاده از سنجی اندامشناختی و ریخت
;van der Plaats–Niternick, 1981(کلیدهاي موجود 

Dick, 1990(هاي جنسی و هاي اندامویژگی.انجام گرفت
-کروي، رشته(یوم شناسی اسپورانژشامل ریختغیرجنسی

، )صاف یا داراي تزئینات(، تزئینات سطح اُاُگونیوم )اي
مقدار فضایی که اُاسُپور در اُاگُونیوم اشغال کرده است 

، خاستگاه )"plerotic or aploretic"پرساز پرساز یا نا(
و حالت )"monoclinus or diclinous"بن بن یا دوتک(

پراماده یا زیرماده (م اتصال آنتریدیوم به اُاُگونیو
"paragynous or hypogynous" (الگوي .انجام گرفت

آگار –زمینیهاي عصارة سیبروي محیط کشترشد پرگنه
)PDA گرم دکستروز، 20زمینی، گرمی سیب300، عصارة

آگار –، عصارة مالت)گرم آگار در یک لیتر آب مقطر15
)MEA20 ،ب در یک لیتر آگرم آگار16گرم مالت

گرم شاهدانۀ 60عصارة (آگار –، عصارة شاهدانه )مقطر
، عصارة )گرم آگار در یک لیتر آب مقطر15خرد شده، 

گرم آگار 15گرم هویج خردشده، 20عصارة (آگار –هویج
گرم ذرت 40عصارة (CMAو ) در یک لیتر آب مقطر

. بررسی شد) گرم آگار در یک لیتر آب مقطر15خردشده، 

هاولی جدایهشناسایی مولک
.Pهايشناختی جدایهبراي تأیید شناسایی ریخت

oligandrumها با استفاده از ، شناسایی مولکولی جدایه
–'P.OLIG.F1 )5آغازگرهاي اختصاصی 

CTGTGCTTCGTCGCAAGACT–3'( وP.OLIG.R04

)5'–CTTTAAAAAGACAGCGCGAGA–3' (بر اساس
ی شدة ي ترانویسنواحی اختصاصی واحد تکراري فاصله

ITS) (Vasseur(اي ریبوزومی انداخلی دي et al., 2005 (
–'OliganF1)5در این پژوهش و آغازگرهاي طراحی شده 

ATGTTCACCAAGACCTTGG–3'( وOliganR1

)5'–TTAAGCGGAGCCAACCACGG–3' ( مبتنی بر
براي طراحی و انتخابِ . ژن اُلیگاندرین انجام شد
هاي معتبر رین، در میانِ توالیآغازگرهاي مبتنی بر الیگاند

.Pژن اُلیگاندرین به دست آمده از پروژة ژنومی 

oligandrum)Berger et al., 2016 ( نواحی یگانه، به
& Primer3(Rozen;افزارِ صورت با استفاده از نرم

Skaletsky, 2000)میزان اختصاصیت . ردیابی شدند
پلیمراز در اي آغازگرهاي طراحی شده در واکنش زنجیره

اي با استفاده از واکاوي درون رایانههاي هدف گونه
)Primer–BLAST, NCBI (هاي و با آزمون روي جدایه

Dهاي نزدیک در تبار و گونهP. oligandrumمعتبر 

Pythium)Hydeهاي گونه et al., 2014 (بررسی شد .
ونژادیسلماناي با استفاده از روش اناستخراج دي

& Salmaninezhad)قلمفرسازادهیمستوف

Mostowfizadeh–Ghalamfarsa, 2019) و با استفاده از
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و به روش ) سیناژن، ایران(DNGTM–PLUSکیت 
.کننده انجام گرفتشده توسط شرکت تولیدتوصیه

تحتشده داخلی اي مربوط به فاصله ترانویسیاندي
درجه95درییابتدایواسرشتگچرخهکیطیشرا

دریواسرشتگشاملچرخه30قه،یدق2مدتبهسلسیوس
درجه59درجوشیهمه،یثان50مدتبهسلسیوسدرجه95

درجه72درگسترش،یک دقیقهمدتبهسلسیوس
دریینهاگسترشچرخهکیوه،یثان50مدتبهسلسیوس

دستگاهازاستفادهباقهیدق10مدتبهسلسیوسدرجه72
.شدانجام) ایاسترالسرچ،یرکوربت(CG1–96کلریترموس

در مورد آغازگرهاي مبتنی بر ژن الیگاندرین دماي 
درجۀ سلسیوس به مدت یک دقیقه به کار 64جوشی هم

. برده شد
مراز با الکتروفورز در اي پلینتایج واکنش زنجیره

اتیدیوم بروماید در بافر 005/0ک درصد اگارز حاوي یژل 
5/5، ايتیديییگرم 37/0تریس، گرم8/10(یی بیتی

به مدت ) ب مقطر تا حجم یک لیترآگرم اسید بوریک،
زیر ايانقطعات دي.یید شدتأولت 90یک ساعت و در 

ژن، سین(داکیومنتر با استفاده از دستگاه ژلپرتو فرابنفش 
به نوارهايةاندازبرداري شد، عکس) ایالات متحد امریکا

اي اننشانگر ديبا یک مده در مقایسهآدست
.برآورد شد)فرمنتاز، بریتانیا؛ Gene Ruler(بازي جفت100

بازي به عنوان واکنش جفت267و 384مشاهده نوارهاي 
اس و تیمثبت به ترتیب براي آغازگرهاي مبتنی بر آي

.آغازگرهاي مبتنی بر ژن الیگاندرین در نظر گرفته شد

در وزانهررشدزانیمورشديدمانییتع
P. oligandrumهاي جدایه

براي تعیین دماي رشد و میزان رشد شعاعی روزانه 
هاي جوان رشد ها، از حاشیه پرگنهدر هر دما براي جدایه

متري یک قطعه پنج میلیPDAکشت یافته روي محیط
PDAکشت برداشته و در مرکز تشتک پتري حاوي محیط

دما سه تکرار در نظر براي هر جدایه در هر . قرار داده شد
میانگین رشد شعاعی در هر دما براي هر جدایه . گرفته شد

دماهاي مورد بررسی در این آزمون شامل . محاسبه گردید
.درجۀ سلسیوس بود40و 37، 35، 32، 29، 27، 25

.Pهايجدایهمهار زیستیارزیابی توان

oligandrumروي بیمارگرهاي گیاهی
مهار با عوامل بیمارگر تکشت متقابل عوامل زیس

گیاهی
.Pهاي به منظور مقایسۀ قدرت بازدارندگی جدایه

oligandrum از رشد عوامل بیمارگر از روش کشت متقابل
مهار شامل هاي زیستدر این آزمایش از قارچ. استفاده شد

Trichodermaهاي تجاري فرم asperellum Samsuels,

Lieckf. & Nirenberg سویۀT34) شرکتBiobest ،
MussatClonostachys (Preuss)،)فرانسه rosea سویۀ
CYS) شرکتAdjuvants Plusکانادا ،( ،P. oligandrum

مربوط به ؛، فرانسهDe Sangosseشرکت (M1سویۀ 
قارچ Fo47، سویۀ )ورسومکش زیستی تجاري پلیآفت

Fusarium oxysporum) مؤسسه ملی تحقیقات کشاورزي
P. oligandrumهاي ایرانی منتخب و جدایه) دیژونفرانسه، 

و K29 ،K31 ،K48 ،K50 ،K85 ،K87 ،BR1 ،FSXشامل 
IZTO و بیمارگرهايF. oxysporum f. sp. lycopersici

(Sacc.) W.C. Snyder and H.N. Hans (FOL) ،F.

(C.J.J. Hall) W.C. Snyder &. pisif. spoxysporum

H.N. Hansen(FOP) ،(Mart.) SaccsolaniF.،F.

Wollenwredolens،BredaPhytophthora parasitica

de Haan وKuhnsolaniRhizoctoniaاستفاده گردید.
متري و هاي پتري نه سانتیآزمایش در تشتک

یک بلوك پنچ . در سه تکرار انجام شدPDAکشت محیط
طرف پنج روزه عوامل بیمارگر در یکۀمتري از پرگنمیلی

پنج روزةۀمتري از پرگنتشتک پتري و یک بلوك پنج میلی
مهار در سمت دیگر تشتک زیستهايهر یک از جدایه

. پتري به صورت جدا در مقابل هر بیمارگر قرار داده شد
. داري گردیددرجۀ سلسیوس نگه25هاي پتري در تشتک

مهار و بیمارگر دو بار در روز ي عوامل زیسترشد پرگنه
ها با استفاده از روش واکاواي داده. گیري شدندازها

افزار ها از نرمبراي واکاوي داده. رگرسیون خطی انجام شد
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SAS 9.2نسخۀ)North Carolina State University (
.استفاده شد

روي P. oligandrumهاي جدایهفرار ترکیباتتأثیر 
بردخاكگیاهی بیمارگرهاي 

بر K87و K29 ،K48هاي یهفرار جدااثر ترکیبات
) Dennis & Webster, 1971(وبستروسیدناساس روش 

ي متري از حاشیههاي پنج سانتیابتدا دیسک. ارزیابی شد
P. oligandrumهاي هاي قارچی سه روزه جدایهفعال پرگنه

R. solani ،F. oxysporumهاي بیمارگر و قارچ f. sp.

lycopersici وPh. parasiticaهایی از سه به عنوان نماینده
به طور شاخۀ بازیدیومیکوتا، آسکومیکوتا و اُامُیکوتا

کشت هاي پتري حاوي محیطجداگانه در مرکز تشتک
PDAهاي پتري پس از برداشتن درِ تشتک. کشت شد

هاي ها روي تشتک حاوي جدایهحاوي بیمارگر، این تشتک
P. oligandrumها با نوار قرار داده شد و دور تشتک
PDAبراي تیمار شاهد از یک دیسک . پارافیلم بسته شد

ها حاوي قارچ تشتک. مهار استفاده شدبدون عامل زیست
بیمارگر به صورت وارونه نسبت به تشتک حاوي عامل 

درجۀ سلسیوس و در 25مهار قرار داده شده، در زیست
قطر پرگنۀ قارچی به صورت . داري گردیدندتاریکی نگه

میزان بازدارندگی از رشد شعاعی . گیري شدزانه اندازهرو
.بیمارگر، بر اساس فرمول زیر محاسبه شد

درصد بازدارندگی از رشد پرگنۀ قارچ= ) قطر پرگنۀ قارچ در شاهد–قطر پرگنۀ قارچ در تیمار (×100
شاهدقطر پرگنۀ قارچ در

.Pهاي جدایهتأثیر ترکیبات برون سلولی غیرفرار

oligandrumروي بیمارگرهاي گیاهی
.Pهايجدایهترکیبات غیرفراراثربه منظور بررسی 

oligandrumهاي بیمارگر روي قارچR. solani،F.

oxysporum f. sp. lycopersici وP. parasitica از حاشیۀ
هاي به بلوكK87و K29 ،K48هاي در حال رشد جدایه

متري حاوي میلی250هاي متر درون فلاسکقطر یک سانتی
گرم ارزن، 40(کشت مایع عصاره ارزن لیتر محیطمیلی150

. منتقل شد) گرم دکستروز در یک لیتر آب مقطر20
دور در 80روز روي دستگاه لرزا با 10ها به مدت کشت

سپس . ري شدنددادرجۀ سلسیوس نگه25دقیقه و در 
ها در شرایط کاملاً سترون با استفاده محتویات درون فلاسک

محلول فیلتر شده با . از کاغذ صافی و پمپ خلاء فیلتر شد
40به نسبت مساوي در دماي حدود PDAکشت محیط

هاي درجۀ سلسیوس به خوبی مخلوط گردید و در تشتک
پنچ کشت یک بلوك بعد از انعقاد محیط. پتري ریخته شد

.Rهاي بیمارگر ي قارچمتري از کشت سه روزهمیلی

solani ،F. oxysporum f. sp. lycopersici وP.

parasiticaهاي تشتک. در وسط تشتک پتري قرار داده شد

داري شدند ي سلسیوس نگهدرجه25پتري در 
(Mohammadi et al., 2009) .گیري رشد شعاعی اندازه

عت پـس سا48و 24به فواصل زمانی پرگنه قارچ بیمارگر 
در این آزمایش درصد . از کشت عامل بیماري انجام گرفت

قـارچ عامل بیماري با استفاده هايریسهبازدارندگی از رشد 
. دمحاسبه گردیذکر شده در قسمت قبل ياز رابطه

شدهيریگاندازهپاسخعیتوزنبودننرمالبهتوجهبا
يبراشدهلیتبداسیمقدريهادادهریتفسبودنمشکلو

ۀمقایسوهدفمارگریبيهاقارچيرومارهایتریتأثقیتحق
زابیمارييهاقارچپرگنـهرشدبازدارندگیدرصدمیانگین

P. oligandrumهايجدایهرفراریغفرار و ترکیباتتوسط

دوطرفه ياآزمون رتبه(يناپارامترانسیوارهیتجزروشاز
. شداستفادهTwo way Friedman rank test)ایدمنیفر

با استفاده از آزمون دانکن در سطح مارهایتنیانگیمسهیمقا
SASافزارنرمازهادادهيواکاوبراي. صورت گرفت% 5

استفاده) North Carolina State University(9.2نسخه
یۀسوورسوم،یپل(P. oligandrumيتجارفرماز. شد

M1(،شداستفادهشاهدوانعنبه.
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نتایج
از P. oligandrumجدایه 45مجموع در این بررسی در

Solanum)فرنگی فراریشۀ گیاهان مختلف از جمله گوجه

lycopersicum Mill.)زمینی ، سیب)Solanum tuberosum

L.(بادمجان ،)Solanum melongena L.(چغندرقند ،
(Beta vulgaris L.) یونجه ،)Medicago sativa L.(نخود ،

)Cicer arietinum L.( عدس ،)Lens culinaris L.(گندم ،
(Triticum aestivum L.) برنج ،)Oryza sativa L.(ذرت ،

)Zea mays L.( سویا ،)Glycine max (L.) Merr.( گردو ،
)Juglans regia L. ( و پسته)Pistacia vera L. ( از

وشهر، چهارمحال و آذربایجان غربی، ایلام، بهاي استان

جداسازي بختیاري، فارس، کرمانشاه، کرمان، گلستان و یزد
ها به ترتیب در بیشترین فراوانی جدایه). 1جدول (گردید 

هاي کرمانشاه و سپس فارس مشاهده گردید و استان
هاي اصفهان و همدان منجر به برداري از استاننمونه

، K29هاي جدایه). 1شکل (جداسازي گونۀ هدف نگردید 
K31 ،K48 ،K50 ،K85 ،K87 ،BR1 ،FSX وIZTO که

هاي گیاهی مختلف بودند به عنوان مناطق و بسترهةنمایند
ها برگزیده هاي منتخب براي استفاده در سایر آزمونجدایه
.شدند

ي محصولات گیاهی مختلف در ایرانجداشده از فراریشهPythium oligandrumهاي جدایه–1جدول
Table 1. Isolates of Pythium oligandrum recovered from the rhizosphere of various crops in Iran.
Isola
te

Province (Location) Matrix Date Coordinates

BR1 Bushehr (Borazjan) Tomato April 2017 29.25041°N –51.19022°E

BR2 Bushehr (Borazjan) Tomato April 2017 29.24961°N –51.19109°E

BR4 Bushehr (Borazjan) Tomato April 2017 29.25011°N –51.18840°E

Bg2 Bushehr (Borazjan) Eggplant April 2017 29.25400°N –51.19230°E

Bg1 Bushehr (Borazjan) Eggplant April 2017 29.24524°N –51.19287°E

P39a Chaharmahal and Bakhtiari (Farsan) Walnut November 2016 5044.984°N –3219.564°E

P36a Chaharmahal and Bakhtiari (Farsan) Wheat November 2016 5044.984°N –3220.861°E

FBt1 Fars (Bajgah) Tomato October 2016 29.75130°N –52.55870°E

FBm
3

Fars (Bajgah) Maize October 2016 29.75118°N –52.55846°E

FC56 Fars (Jahrom) Lemon April 2017 28.49092°N –53.59005°E

FJB Fars (Jahrom) Barely December 2013 53.29168°N –28.91920°E

FKto Fars (Kamfiruz) Tomato April 2017 30.32205°N –52.19609°E

FSX Fars (Saadat Shahr) Tomato October 2016 30.10455°N –53.04253°E

FS11
0

Fars (Saadat Shahr) Tomato April 2017 30.10420°N –53.04253°E

FSG Fars (Saadat Shahr) Grapevine October 2016 30.08178°N –53.12411°E

FSP1 Fars (Sivand) Potato April 2017 30.07995°N –52.91012°E

FSP2 Fars (Sivand) Potato April 2017 30.07995°N –52.90952°E



139897سال،دوهشمار،هفتمجلد،پزشکیگیاهدرزیستیمهار

GM1 Golestan (Gorgan) Soybean August 2016 36.87660°N –54.38788°E

GZ1 Golestan (Gorgan) Rice August 2016 36.85976°N –54.62475°E

GK1 Golestan (Gorgan) Wheat August 2016 36.87507°N –54.36155°E

FM0
8

Ilam (Zarin Abad) Tomato April 2017 33.01373°N –46.87092°E

KBu Kerman (Bam) Alfalfa April 2017 28.65273°N –59.00611°E

K71 Kermanshah (Eslamabad–e Gharb) Chickpea November 2016 34.09844°N –46.50717°E

K44 Kermanshah (Gilan–e Gharb) Chickpea November 2016 34.15571°N –45.91321°E

K46 Kermanshah (Gilan–e Gharb) Chickpea November 2016 34.17508°N –45.87913°E

K48 Kermanshah (Gilan–e Gharb) Chickpea November 2016 34.19838°N –45.87890°E

K50 Kermanshah (Gilan–e Gharb) Lentil November 2016 34.13475°N –45.95634°E

K110 Kermanshah (Harsin) Chickpea November 2016 34.26640°N –47.57093°E

K115 Kermanshah (Harsin) Chickpea November 2016 34.26535°N –47.57650°E

K126 Kermanshah (Kangavar) Chickpea November 2016 34.48369°N –47.92833°E

K31 Kermanshah (Kermanshah) Chickpea November 2016 34.72094°N –46.92075°E

K29 Kermanshah (Kermanshah) Lentil November 2016 34.61644°N –47.14195°E

K39b Kermanshah (Kermanshah) Lentil November 2016 34.72767°N –46.89508°E

K39d Kermanshah (Kermanshah) Lentil November 2016 34.72767°N –46.89508°E

K47 Kermanshah (Kermanshah) Lentil November 2016 34.72767°N –46.89508°E

K78 Kermanshah (Kermanshah) Lentil November 2016 34.33030°N –47.13569°E

K87 Kermanshah (Ravansar) Chickpea November 2016 34.71991°N –46.64458°E

K85 Kermanshah (Ravansar) Lentil November 2016 34.70118°N –46.65840°E

K118 Kermanshah (Sahneh) Chickpea November 2016 34.44701°N –47.66824°E

K109 Kermanshah (Sarab–e Niloofar) Lentil November 2016 34.40827°N –46.86437°E

U304
b

West Azerbaijan (Uromia) Pine August 2017 37.77599°N –45.16592°E

U375
a

West Azerbaijan (Uromia) Turfgrass August 2017 37.78386°N –45.16712°E

U375
b

West Azerbaijan (Uromia) Turfgrass August 2017 37.78305°N –45.16780°E

YP1 Yazd (Yazd) Pistachio November 2015 54.19933°N –31.75725°E

YP2 Yazd (Yazd) Pistachio November 2015 54.19940°N –31.75720°E
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.هاي مختلفشده در استانآوريجمعPythium oligandrumهاي پراکنش جدایه–1شکل

Fig.1. Distribution of Pythium oligandrum isolates recovered from different provinces of Iran

بر اساس P. oligandrumهاي شناسایی جدایه
شناختی و مولکولیهاي ریختویژگی

الگـوي رشـد پرگنـه    بـه دسـت آمـده    هايدر جدایه
سرخی، به صورت گلMEAو PDAهاي کشتروي محیط

ــعاعی، روي  HSAروي  ــورت ش ــه ص ــورت  CMAب ــه ص ب
فاقــد الگــوي رشــد CAنواخــت و روي زیرســطحی و یــک

گونـه کلامیدوسـپور، چنگـک یـا آمـاس      هـیچ . مشخص بود
اسـپورانژیوم از  . هاي مورد آزمون دیده نشـد ریسه در جدایه

هـاي  ختارهاي به هم پیوسته تشکیل شده بود که مجموعـه سا
ایــن سـاختارهاي تقریبــاً  . آوردنـد نـامنظمی را بـه وجــود مـی   

شدند دیگر وصل میاي به یککروي شکل و با اجزاي رشته

اي و سـطح آن  اُاُگونیوم انتهـایی یـا بـین ریسـه    ). a، 2شکل (
در . هــاي نــوك تیــز و مخروطــی بــودپوشــیده از برآمــدگی

با ایـن  . هاي این گونه آنتریدیوم به ندرت مشاهده شدجدایه
ها به ازاي هر اُاُگونیوم، یک تا ندرتاً دو حال در برخی جدایه

در ایــن . دیـده شــد ) paragynous(عـدد آنتریــدیوم پرامــاده  
هایی که ي جدایههمه). b، 2شکل (گونه اُاسُپور ناپرساز بود 

P. oligandrum ــده بود ــخیص داده شـ ــس از  تشـ ــد پـ نـ
و ) 3شـکل  (اس تـی سازي با آغازگرهاي مبتنی بـر آي فزون

)4شـکل  (آغازگرهاي طراحی شده مبتنی بر ژن الیگاندرین
.جفت بازي را تولید کردند267و 384به ترتیب قطعات 

اُآگُونیوم . bوي؛ اسپورانژیوم مرکب شامل قطعات کر.K48 :(aي جدایه(Pythium oligandrumشناسی گونه ریخت–2شکل 
).میکرومتر20= خط مقیاس (اُاسُپور ناپرساز بدون حضور آنتریدیوم کروي با دیوارة خاردار، 

Fig. 2. Morphology of Pythium oligandrum (isolate K48): a. Contiguous sporangia with globose elements, b.
Globose oogonia with acute spines and aplerotic oospore without antheridium (scale bar = 20µm).
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و P.OLIG.F1با استفاده از آغازگرهايPythium oligandrumهاي جدایهدر يبازجفت384نوارسازيفزون–3شکل
P.OLIG.R04نداخلی ديةترانویسی شدۀمبتنی بر فاصلي ریبوزومیاا)a وb( .M = بازيجفت100نشانگر.

Fig. 3. Amplification of 384 bp band in Pythium oligandrum isolates using P. OLIG.F1 and P. OLIG.R04 primers
based on ribosomal internal transcribed spacer region. M= 100 bp DNA ladder.

و OliganF1با استفاده از آغازگرهاي Pythium oligandrumهاي جدایهبازي در جفت267سازي نوار فزون–4شکل
OliganR1مبتنی بر ژن اُلیگاندرین)a وb( .M = بازيجفت100نشانگر.

Fig. 4. Amplification of 267 bp band in Pythium oligandrum isolates using OliganF1 and OliganR1 primers
based on oligandrin gene. M= 100bp DNA ladder.
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هاي جدایهروزانهرشدزانیمورشديدمانییتع
P. oligandrum

در P. oligandrumهاي میزان رشد روزانۀ جدایه
29در این پژوهش . آمده است2دماهاي مختلف در جدول 

ها درجۀ سلسیوس به عنوان دماي بهینه براي رشد اکثر جدایه

، U304ها از جملهدر برخی از جدایه). 5شکل (تعیین شد 
YP2 ،FS110 درجۀ سلسیوس مشاهده شد 27دماي بهینه

درجۀ 40قادر به رشد در P. oligandrumهاي جدایه
درجۀ 37دماي بیشینۀ رشد برابر با وسلسیوس نبودند

.سلسیوس مشاهده گردید

.در دماهاي مختلفPythium oligandrumهاي ایرانی میانگین رشد جدایه–5شکل 

Fig. 5. Average growth rate of Iranian isolates of Pythium oligandrum at different temperatures.

آوري شده از مناطق مختلف ایران در دماهاي جمعPythium oligandrumهاي جدایه) متر در روزمیلی(رشد شعاعی –2جدول
.آگار–زمینیي سیبکشت عصارهمختلف روي محیط

Table 2. Radial growth rate (mm/d) of Pythium oligandrum isolates recovered from various regions of Iran at
different temperatures on PDA medium.

Isolate
Temperature (̊ C)

25 27 29 32 35 37 40

Bg1 33.5 38.1 42.5 26.8 13.1 14.5 0

Bg2 32.6 38.1 41.3 26.8 15.2 13.1 0

BR1 39.6 40 46 28.9 16.3 14 0

BR2 33.6 33.8 43 38.3 16.8 17.3 0

BR4 37.6 38.5 43.6 3.5 16.6 21.1 0

FBm3 34.1 34 39.8 34.9 15.1 17.3 0

FC56 28.6 42 31.1 26.2 13.8 1.9 0

FKto 29.5 34 35.8 22.5 18.7 14 0

FM08 29.5 46 39.1 34.4 24 13 0

FS110 25.5 31.6 29.6 21.9 12.9 9.6 0

FSG 22.6 37.8 29.3 29.9 11 6 0

FSP1 33.3 34.5 39 27.8 16.7 18.7 0

FSP2 29 34.5 36.5 29.5 15.2 18.7 0

FSX 3.1 35.6 37.3 27.6 17.4 14.5 0

GK1 22.8 24.6 28.1 14 9.5 3.8 0

GM1 29.5 32.6 35.5 3.3 12.4 12.9 0

GZ1 2.1 29.6 32.1 27.3 1.3 1.5 0

IZTO 3.8 37.3 36.1 33.3 29.1 21.6 0
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K109 28.6 34.3 36.5 31.9 19.3 13.9 0

K110 28.6 36.3 31.3 26.6 12.9 9.8 0

K115 33.8 31.1 41.1 31.3 24.1 25.1 0

K118 24.8 32 38.8 25 22.1 12.5 0

K126 32.5 26.8 42.3 26.6 16 1.1 0

K29 29.5 36.5 39.8 25.3 14.5 14.7 0

K31 25 33.1 36 22.8 15 13.8 0

K39b 15.6 26.1 35.3 3.3 17.5 15.3 0

K39d 16 25.5 56.8 31 16 14.7 0

K44 29 26.3 37.5 34 25.3 23.1 0

K46 28 37.5 36.5 27.6 15.5 12.9 0

K47 31.6 32.5 35.3 29.8 22.1 14.5 0

K48 34.1 36.1 44.3 29.7 14 1.5 0

K50 31 35.6 41.5 26 14.9 17.7 0

K71 29.8 33.8 38.6 22.6 14 13.1 0

K76 28 35.8 42.5 24.5 12.7 12.9 0

K78 13.8 26.1 37.6 29.5 17 16.2 0

K85 19.3 3.8 23.5 17.5 9.5 1.8 0

K87 34.1 37.6 32 27.6 14.5 13.7 0

KBu 19.6 31.8 37.5 26.7 17.2 9.3 0

P36a 24.3 28.1 27.8 26.1 6.6 2.1 0

P39a 22.6 28 26.5 26 6.1 1.1 0

U304 32.1 43 42.3 29.5 17 2.4 0

U375a 32 35.8 47.1 42.9 18.9 15.6 0

U375b 31.1 38.6 4.5 26.6 26 15.6 0

YP1 22.5 26.5 28 29.4 13.4 5.5 0

YP2 15.1 33.6 26.5 19.5 8.6 8 0
.آهنگ رشد روزانه در دماي بهینه هستندةدهنداعداد تیره نشان

Bold numbers show daily radial growth rate at optimum temperature.

P. oligandrumجدایه بررسی اثر کشت متقابل

بردروي بیمارگرهاي خاك
و P. oligandrumهاي منتخـب  اي از اثر متقابل جدایهنمونه

در ایـن  . آمـده اسـت  6هاي مورد مطالعـه در شـکل   بیمارگر
در مقایسه با شـاهد  P. oligandrumهاي بررسی تمام جدایه
امـا  .نشـان دادنـد  R. solaniداري را روي بازدارندگی معنی

، P. oligandrum)K31هـاي  میزان بازدارندگی اکثر جدایه
K50 ،K85 ،K87 ،IZTO وFSX (دار نســبت بــه هــم معنــی
در K31، و IZTOهـاي  جدایهF. solaniدر ). 7ل شک(نبود 

ــه   ــه جدای ــنج درصــد نســبت ب ــاي دیگــر ســطح احتمــال پ ه

شـکل  (بازدارندگی بیشتري روي رشد بیمارگر نشـان دادنـد   
هـاي تجـاري   تنهـا سـویه  F. redolensدر بررسـی قـارچ   ). 8

Fo47)F. oxysporum ( وCYS)C. rosea (   که بـه عنـوان
د، توانسـتند در سـطح احتمـال پـنج     شاهد به کـار بـرده شـدن   

داري روي کاهش رشد این قارچ نشان دهند درصد اثر معنی
F. oxysporumدر مـورد  ). 9شـکل  ( f. sp. pisi  اخـتلاف

بـا  . مشاهده نشـد P. oligandrumهاي داري بین جدایهمعنی
عملکرد بهتري نسبت به سایر جدایـه  K39ي این حال جدایه

.Pهـاي  بازدارندگی از رشد جدایهدر ) 10شکل (نشان داد 

oligandrum رويF. oxysporum f. sp. lycopersici  نیـز



...هايجدایهشناسایی، پراکنش و تنوع کارکردي:همکارانوحقی102

همچنـین در  ). 11شـکل  (داري مشاهده نگردید تفاوت معنی
،P. parasiticaروي P. oligandrumهاي اثر متقابل جدایه

ها اثـر قابـل تـوجهی در کـاهش رشـد بیمـارگر نشـان        جدایه

ها یکسـان  ي جدایهارندگی از رشد همهدادند، اما میزان بازد
).12شکل (ارزیابی شد 

در مقایسه با شاهد بدون آنتاگونیست ) ردیف پایین(هاي بیمارگر روي قارچPythium oligandrumهاي اثر متقابل جدایه–6شکل 
.a–b .F). ردیف بالا( oxysporum f. sp. lycopersici؛c–d.Phytophthora parasiticaوe–f.Rhizoctonia solani.

Fig. 6. Dual culture interaction between Pythium oligandrum isolates and some plant pathogenic fungi (lower
row) compared with controls without antagonist (upper row). a–b. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici; c–d.
Phytophthora parasitica; e–f. Rhizoctonia solani.

25در آگار–زمینیي سیبدر محیط کشت عصارهRhizoctonia solaniمهار بر میزان رشد رویشی عوامل زیستاثر–7شکل
Pythium oligandrum)K29 ،K31 ،K48 ،K50 ،K85 ،K87،FSX ،BR1هاي مهار شامل جدایهعوامل زیست. سلسیوسۀدرج

,P. oligandrum(Polyversumفرم تجاري ،)IZTOو  M1) ،Clonostachys rosea)CYS( ،Fusarium oxysporum)Fo47 ( و
Trichoderma asperellum)T34 (بودند.Path =درصد 95نوارهاي خطا نشان دهنده فاصلۀ اطمینان .مهارشاهد فاقد عامل زیست

.است
Fig. 7. Dual culture interaction of biocontrol agents on the growth rate of Rhizoctonia solani on PDA at 25̊ C.
Biological agents included Pythium oligandrum isolates (K29, K31, K48, K50, K85, K87, FSX, BR1 and IZTO),
commercial form of P. oligandrum (Polyversum, M1), Clonostachys rosea (CYS), Fusarium oxysporum (Fo47)
and Trichoderma asperellum (T34). Path= pathogen without biocontrol agent. Error bars represent the 95%
confidence interval.
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ۀدرج25در آگار–زمینیي سیبدر محیط کشت عصارهFusarium solaniمهار بر میزان رشد رویشی عوامل زیستاثر–8شکل 
و Pythium oligandrum)K29 ،K31 ،K48 ،K50 ،K85 ،K87،FSX ،BR1هاي مهار شامل جدایهعوامل زیست. سلسیوس

IZTO( فرم تجاري ،P. oligandrum(Polyversum, M1) ،Clonostachys rosea)CYS( ،Fusarium oxysporum)Fo47 ( و
Trichoderma asperellum)T34 (بود.Path =درصد است95صلۀ اطمینان نوارهاي خطا نشان دهنده فا.مهارشاهد فاقد عامل زیست.

Fig. 8. Dual culture interaction of biocontrol agents on the growth rate of Fusarium solani on PDA at 25̊ C.
Biological agents included Pythium oligandrum isolates (K29, K31, K48, K50, K85, K87, FSX, BR1 and IZTO),
commercial form of P. oligandrum (Polyversum, M1), Clonostachys rosea (CYS), Fusarium oxysporum (Fo47)
and Trichoderma asperellum (T34). Path= pathogen without biocontrol agent. Error bars represent the 95%

confidence interval.

25در آگار–زمینیي سیبدر محیط کشت عصارهFusarium redolensمهار بر میزان رشد رویشیعوامل زیستاثر–9شکل 
Pythium oligandrum)K29 ،K31 ،K48 ،K50 ،K85 ،K87،FSX ،BR1هاي مهار شامل جدایهعوامل زیست. سلسیوسۀدرج

و ) CYS( ،Fusarium oxysporum)Fo47(P. oligandrum(Polyversum, M1) ،Clonostachys rosea، فرم تجاري )IZTOو 
Trichoderma asperellum)T34 (بود.Path =درصد 95نوارهاي خطا نشان دهنده فاصلۀ اطمینان .مهارشاهد فاقد عامل زیست

.است
Fig. 9. Dual culture interaction of biocontrol agents on the growth rate of Fusarium redolens on PDA at 25˚C.
Biological agents included Pythium oligandrum isolates (K29, K31, K48, K50, K85, K87, FSX, BR1 and IZTO),
commercial form of P. oligandrum (Polyversum, M1), Clonostachys rosea (CYS), Fusarium oxysporum (Fo47)
and Trichoderma asperellum (T34). Path= pathogen without biocontrol agent. Error bars represent the 95%
confidence interval.
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Fusarium oxysporumمهار بر میزان رشد رویشی عوامل زیستاثر–10شکل f.sp. pisiزمینیي سیبمحیط کشت عصارهدر–

،Pythium oligandrum)K29 ،K31 ،K48 ،K50 ،K85 ،K87هاي مهار شامل جدایهعوامل زیست. سلسیوسۀدرج25در آگار
FSX ،BR1 وIZTO( فرم تجاري ،P. oligandrum(Polyversum, M1) ،Clonostachys rosea)CYS( ،Fusarium

oxysporum)Fo47 ( وTrichoderma asperellum)T34 (بود.Path =نوارهاي خطا نشان دهنده .مهارشاهد فاقد عامل زیست
.درصد است95فاصلۀ اطمینان 

Fig. 10. Dual culture interaction of biocontrol agents on the growth rate of Fusarium oxysporum f.sp. pisi on
PDA at 25˚C. Biological agents included Pythium oligandrum isolates (K29, K31, K48, K50, K85, K87, FSX,
BR1 and IZTO), commercial form of P. oligandrum (Polyversum, M1), Clonostachys rosea (CYS), Fusarium
oxysporum (Fo47) and Trichoderma asperellum (T34). Path= pathogen without biocontrol agent. Error bars
represent the 95% confidence interval.

Fusarium oxysporumمهار بر میزان رشد رویشی عوامل زیستاثر–11شکل f.sp. lycopersici ةعصارمحیط کشتدر
، Pythium oligandrum)K29 ،K31 ،K48 ،K50هاي مهار شامل جدایهعوامل زیست. سلسیوسۀدرج25در آگار–زمینیسیب
K85 ،K87،FSX ،BR1 وIZTO( فرم تجاري ،P. oligandrum(Polyversum, M1) ،Clonostachys rosea)CYS( ،

Fusarium oxysporum)Fo47 ( وTrichoderma asperellum)T34 (بود.Path =نوارهاي خطا .مهارشاهد فاقد عامل زیست
.درصد است95نشان دهنده فاصلۀ اطمینان 

Fig. 11. Dual culture interaction of biocontrol agents on the growth rate of Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
on PDA at 25˚C. Biological agents included Pythium oligandrum isolates (K29, K31, K48, K50, K85, K87,
FSX, BR1 and IZTO), commercial form of P. oligandrum (Polyversum, M1), Clonostachys rosea (CYS),
Fusarium oxysporum (Fo47) and Trichoderma asperellum (T34). Path= pathogen without biocontrol agent. Error

bars represent the 95% confidence interval.
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در آگار–زمینیسیبرةمحیط کشت عصادرPhytophthora parasiticaمهار بر میزان رشد رویشی عوامل زیستاثر–12شکل
، Pythium oligandrum)K29 ،K31 ،K48 ،K50 ،K85 ،K87،FSXهاي مهار شامل جدایهعوامل زیست. سلسیوسۀدرج25

BR1 وIZTO( فرم تجاري ،P. oligandrum(Polyversum, M1) ،Clonostachys rosea)CYS( ،Fusarium oxysporum

)Fo47 ( وTrichoderma asperellum)T34 (بود .Path =نوارهاي خطا نشان دهنده فاصلۀ اطمینان .مهارشاهد فاقد عامل زیست
.درصد است95

Fig. 12. Dual culture interaction of biocontrol agents on the growth rate of Phytophthora parasitica on PDA at
25˚C. Biological agents included Pythium oligandrum isolates (K29, K31, K48, K50, K85, K87, FSX, BR1 and
IZTO), commercial form of P. oligandrum (Polyversum, M1), Clonostachys rosea (CYS), Fusarium oxysporum
(Fo47) and Trichoderma asperellum (T34). Path= pathogen without biocontrol agent. Error bars represent the
95% confidence interval.

روي P. oligandrumهاي جدایهفرار تأثیر ترکیبات
بردخاكبیمارگرهاي گیاهی 

به P. oligandrumهاي اثر ترکیبات فرار جدایه
روي میزان رشد بیمارگرهاي روش تشتک پتري معکوس، 

R. solani ،F. oxysporum f. sp. lycopersici وP.

parasitica در بررسی اثر ). 13شکل (متفاوت ارزیابی شد
آزمون مقایسه ،R. solaniروي P. oligandrumهاي جدایه

میانگین دانکن در سطح پنج درصد نشان داد که بین 
اختلاف M1ي تجاريو سویهK48 ،K87هاي جدایه
کمترین میزان بازدارندگی در . شودداري مشاهده نمیمعنی

در مورد . مشاهده گردیدR. solaniروي K29ي جدایه

F. oxysporumقارچ  f. sp. lycopersici بیشترین درصد
در . بودM1بازدارندگی از رشد مربوط به سویۀ تجاري 

ف اختلا، P. oligandrumهاي حالی که بین جدایه
يپرگنهرشدازبازدارندگیمیزاندرداريمعنی

همچنین بیشترین میزان اثر کنترلی .مشاهده نشدبیمارگر
M1ي تجاري در سویهP. parasiticaترکیبات فرار روي 

عملکرد P. oligandrumهاي اما جدایه. مشاهده شد
به طور کلی مقایسۀ . یکسانی روي این بیمارگر نشان دادند

روي P. oligandrumهاي ی ترکیباب فرار جدایهاثر کنترل
.Pها در برابر هاي بیمارگر نشان داد که این جدایهقارچ

parasitica وR. solaniعملکرد بهتري داشتند.



...هايجدایهشناسایی، پراکنش و تنوع کارکردي:همکارانوحقی106

روي)M1و Pythium oligandrum)K29 ،K48 ،K87هاي جدایهفرارترکیباتاز رشدبازدارندگیدرصد–13شکل 
Fusarium oxysporumبیمارگرهاي  f.sp. lycopersici (FOL)،Phytophthora parasiticaوRhizoctonia solani

Fig.13. The percentage of the growth inhibition of volatile compounds of Pythium oligandrum isolates (K29,
K48, K87 and M1) on plant pathogens including Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL), Phytophthora
parasitica and Rhizoctonia solani.

P. oligandrumهاي جدایهتأثیر ترکیبات غیرفرار

بردخاكروي بیمارگرهاي گیاهی 
.Pهاي جدایهترکیبات غیرفرارارزیابی اثر 

oligandrum نشان داد که رشد شعاعی پرگنه در عوامل
).14شکل (ابدییمکاهشداري عنیبیمارگر به طور م

،K48هاي دهد که جدایهها نشان میواکاوي آماري داده
K87ي تجاري و سویهM1 اثر بازدارندگی یکسانی رويR.

solaniهاي بین جدایهدر حالی که. داشتندP. oligandrum

F. oxysporumهايروي قارچM1و سویۀ تجاري  f. sp.

lycopersici وsiticaP. para از نظر میزان بازدارندگی
در این آزمون مقایسۀ کلی اثر کنترلی . تفاوتی مشاهده نشد

روي P. oligandrumهاي ترکیبات غیرفرار جدایه
ها در برهمکنش هاي بیمارگر نشان داد که این جدایهقارچ

عملکرد بهتري نسبت به سایر بیمارگرهاي P. parasiticaبا
.مورد آزمون داشتند

روي)M1و Pythium oligandrum)K29 ،K48 ،K87هاي جدایهفرارغیرترکیباتاز رشدبازدارندگیدرصد–14شکل
Fusarium oxysporumبیمارگرهاي  f.sp. lycopersici (FOL)،Phytophthora parasiticaوRhizoctonia solani.

Fig. 14. The percentage growth inhibition of non–volatile compounds of Pythium oligandrum isolates (K29,
K48, K87 and M1) on plant pathogens including Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), Phytophthora

parasitica and Rhizoctonia solani.
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بحث
از P. oligandrumهایی از در این پژوهش جدایه

نتایج به . جداسازي و شناسایی شدندمناطق مختلف ایران
هاي دست آمده از آغازگرهاي طراحی شده با نتایج بررسی

با . ها مطابقت داشتشناختی و آغازگرهاي سایر ژنریخت
توجه به این که ژن الیگاندرین به صورت انحصاري در تبار 

Dهاي پیتیوم فقط در گونۀ از گونهP. oligandrum وجود
ز آغازگرهاي مبتنی بر این ژن نسبت به دارد، استفاده ا

اس که داراي تکامل همگرا هستند، تیمناطقی مانند آي
Villa)ارجحیت دارد  et al., 2006; Hyde et al., 2014) .

نتایج به دست آمده نشان داد که پراکنش و فراوانی 
. هاي این گونه در مناطق مختلف ایران متفاوت استجدایه

ها ي استاندر همهمیزان بازیابی این گونهرسد کهبه نظر می
ها در استان سان نیست و بیشترین فراوانی جدایهیک

برداري با این حال گرچه نمونه. کرمانشاه مشاهده شده است
هاي اصفهان و همدان منجر به یافتن این گونه نشد، در استان

ها در این پژوهش و پاییناما با توجه به نتایج سایر استان
هاي سایر برداريبودن فراوانی این گونه در نمونه

& Mostowfizadeh–Ghalamfarsa)هاي مشابه پژوهش

Banihashemi, 2005)رسد که با گسترش به نظر می
هاي آتی برداريبرداري، ممکن است بتوان در نمونهنمونه

. این گونه را، هرچند در فراوانی کم، بازیابی کرد
ها در ها، میزان متوسط رشد جدایهبا توجه به داده
ها همچنین برخی جدایه. سان نبوددماهاي مختلف یک

نسبت به متوسط کل، دماي بیشینه، کمینه یا بهینۀ متفاوتی 
حداکثر قادر به رشد در P. oligandrumهاي جدایه. داشتند

درجۀ سلسیوس رشد 40درجۀ سلسیوس بودند اما در37
هاي پیشین در مورد این ها با گزارشکردند که این یافتهنمی

با . (van der Plaäts–Niterink, 1981)گونه مطابقت دارد 
درجۀ سلسیوس به دماي 40ها از این حال زمان انتقال جدایه

درجۀ سلسیوس، 40بنابراین دماي . اتاق، مجدداً رشد کردند
شود و افزایش دما ها محسوب نمیدماي کشنده براي جدایه

. گرددما فقط موجب توقف رشد رویشی میتا این د

مشاهده شده که Vesely (1978(در بررسی 
در شرایط آزمایشگاهی در P. oligandrumهایی از جدایه

درجۀ سلسیوس در مهار 30ي دمایی بین پنج تا محدوده
هایی بنابراین شناسایی و انتخاب جدایه. زیستی مؤثر بودند

تواند در ر هستند میتر سازگاکه در دماهاي پایین
با این حال در مناطق .گري مؤثر باشدهاي غربالآزمون

هایی با دماي بهینۀ بالا گرمی مانند ایران استفاده از جدایه
هاي بومی به کاربرد بیشتري خواهد داشت و اهمیت جدایه

گرچه در تعداد معدودي از . دهددست آمده را نشان می
درجۀ سلسیوس 27رشد حدود هاي ایرانی دماي بهینهجدایه

P. oligandrumهاي ایرانی دما براي اکثر جدایهبود، این 

گیري شد که نزدیک به دماي درجۀ سلسیوس اندازه29
van der)هاست درجۀ سلسیوس در سایر گزارش30بهینۀ 

Plaäts–Niterink, 1981; McQuilken et al., 1992). از
ورهاي این گروه از طرف دیگر در مناطق سردتر ااُسُپ

توان در طول فصول گرم را میP. oligandrumهاي جدایه
)Rawahi &–ALمهار به کار بردبه عنوان عامل زیست

)Hancock, 1998 .هاي با دماي بهینۀ پایین را همچنین جدایه
توان در مناطقی با دماي میانگین پایین براي کاربرد به می

.یابی قرار دادمهار مورد ارزعنوان عامل زیست
.Pهايدر بررسی به عمل آمده قابلیت جدایه

oligandrum در برهمکنش با عوامل بیمارگر متفاوت
P. oligandrumهاي به طوري که جدایه. ارزیابی گردید

.Fعملکرد مناسبی نشان دادند اما رويR. solaniروي 

oxysporum f. sp. pisi وF. oxysporum f. sp.

lycopersiciاین نتایج در . اثر قابل توجهی مشاهده نشد
مهار مانند تریکودرما نیز دیده مورد دیگر عوامل زیست

ابر شود که میزان فعالیت مهار زیستی هر جدایه در برمی
,Dubey & Sorush)بیمارگرهاي مختلف متفاوت است

بیشترین ، P. oligandrumهاي در بررسی جدایه.(2006
.PوR. solaniبرهمکنش با بازدارندگی از رشد در

parasiticaدر تماس بین . مشاهده شدP. oligandrum و
R. solaniمتوقف شد و در محل تماس تراکم رشد ریسه

در مطالعۀ مشابه، .کاهش یافتR. solaniریسۀ قارچ 
Trichoderma harzianumهاي بررسی اثر جدایه Rifai
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.Rروي  solaniها پس از متوقف هنشان داد که این جدای
.Rاي، موجب کلنیزه کردن کامل پرگنۀکردن رشد ریسه

solaniشوند؛ و در نهایت ریسۀ قارچ نازك و متلاشی می
Shahiri–Tabarestani)گردد می et al., 2005).

مهار نیز با اثر در این مطالعه، اثر دیگر عوامل زیست
.Cهاي قارچ. مقایسه شدP. oligandrumهاي جدایه rosea

F. redolensدر برابر F. oxysporumاز Fo47و سویه 

مهار نشان بازدارندگی بهتري نسبت به سایر عوامل زیست
در حالی که در برهمکنش با سایر عوامل بیمارگر . دادند

.Pهايداري بین این عوامل و جدایهاختلاف معنی

oligandrumاثر متقابل سویۀ . مشاهده نشدFo47ازF.

oxysporum ی مانند اهیگيهابیمارگردر برابرP. ultimum

با بازدارندگی مستقیم از طریق ترکیب پادزیستی و 
& Thongkamngam)شود انگلی مشاهده میقارچ

Jaenaksorn, 2017) .مهار با این حال این قارچ زیست
لمانسو . کندعمدتاً از طریق پادزیستی عمل می

)Lemanceau, 1993 ( که این الگو بین سویۀ نشان داد
نیز Fo47ي غیربیمارگر و سویهF. oxysporumبیمارگر 
.Tهمچنین در برهمکنش فرم تجاري گونۀ. افتداتفاق می

asperellum با عوامل بیمارگر مورد بررسی اختلاف
P. oligandrumهاي جدایهداري بین این گونه ومعنی

عملکرد عوامل دهد که ها نشان میاین یافته. مشاهده نشد
ها در برابر بیمارگرها با مهار و سازوکارهاي آنزیست

.یکدیگر متفاوت است
تواند به دلیل در روش اثر متقابل، مهار بیمارگر می

با عوامل بیمارگر در P. oligandrumهاي تفاوت جدایه
سریعترردبرخوو سرعت رشد و حرکت روي محیط کشت 

.Pهايکه جدایهطوريبه. باشدگرربیماهايریسهبا

oligandrumسطحروز دوتمددر گرربیمارحضوونبد
. پوشانندمیرا PDAکشتمحیطويحايپترتشتک

.Pسریع ریسهردبرخوموجببالاشدرسرعتبنابراین 

oligandrumآن شد از رشده و مانعگرربیمايریسهبا
د مشاهدات ما نشان دا. )et alFarrokhi(2014 ,.شود می

رشد سریع ، R. solaniو P. oligandrumکه در برهمکنش 
موجب محدود شدن بیمارگر P. oligandrumپرگنه 

.Pمدت زمان رسیدن و برقراري تماس بین. شودمی

oligandrum وR. solaniدر . انجامددو روز به طول می
نیز همین مدت زمان R. solaniو T. harzianumمورد 

اولین تماس ). Barari & Dalili, 2017(مشاهده شده است 
.Rاز طریق تشکیل حلقه به دور ریسۀ  solaniشودایجاد می .

و R. solaniهاي این تماس منجر به انعقاد سیتوپلاسمی ریسه
ي بیمارگر در ریسهP. oligandrumبه دنبال آن رخنه 

Ikea(گردد می et al., 2012 .( نفوذP. oligandrum به
ي میزبان موجب تخریب کامل سیتوپلاسم هادرون سلول

شود، که این تخریب در نهایت با مرگ هاي آن میسلول
Benhamou(میزبان همراه است  et al., 1997, 1999 .(

هاي با دیگر گونهP. oligandrumنتایج مشابه در برهمکنش
Abdelzaher)شودنیز مشاهده میP. ultimumپیتیوم مانند 

et al., 1997) .تواند در شرایط طبیعی و در روابط میاین
خاك موجب کاهش جمعیت بیمارگر وغالب شدن عامل 

.مهار گرددزیست
.Pهايبررسی ترکیبات فرار و غیرفرار جدایه

oligandrumداري روي بازدارندگی از رشد اثر معنی
نتایج نشان داد که درصد . بیمارگرهاي مورد مطالعه نشان داد

و قارچ مهاري زیسته به نوع جدایهبازدارندگی با توج
در آزمون ترکیبات فرار و غیرفرار، . بیمارگر متفاوت است

نشان داد M1با سویۀ تجاري مطالعههاي موردمقایسه جدایه
به طوري که . که اثر کنترلی مشابهی روي بیمارگرها دارند

.Rدر بیمارگر  solaniهاي داري بین جدایهاختلاف معنی
K48 ،K87ي تجاري و سویهM1در . مشاهده نگردید

قارچروي شبهP. oligandrumبررسی مشابه، اثر 
Phytophthora megasperma Drechsler نشان داد که

تحت شرایط مهار زیستی بدون تجزیه دیوارة سلولی و با 
هاي این شناسی ریسهریختP. oligandrumفاصله از 

روند تحلیل میها کند و ریسهقارچ تغییر میشبه
)Benhamou et al., 1999 .( همچنین تولید ترکیبات فرار

موجب کاهش رشد دو بیمارگر P. oligandrumدر 
Phoma medicaginsis Malbr. & Roum و

Berk. & A. BloxamMycosphaerella pinodesدر
Rey(شد نخودفرنگی et al., 2008( . اثر ترکیبات فرار و
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.Pقارچروي شبهP. oligandrumهاي غیرفرار جدایه

aphanidermatum ها داده(شد نیز در مطالعه حاضر انجام
در این آزمایش نتایج نشان داد که ) نشان داده نشده است
داري روي این بیمارگر ها اثر معنیهیچ کدام از جدایه

هايبا این حال در آزمون ترکیبات فرار رشد ریسه.نداشتند
چ نسبت به شاهد کاهش پیدا کرده بود هوایی این شبه قار

. که تغییري در میزان رشد پرگنه آن دیده شودبدون این
تواند نقش مهمی در بنابراین اثر ترکیبات فرار و غیرفرار می

.مهار داشته باشدمهار بیمارگرها به وسیله عوامل زیست
تولید ترکیبات فرار به عواملی مانند مرحلۀ رشدي 

بودن دسترسداري و در مدت زمان نگهریزجاندار، دما، 
Schulz–Bohm(مواد مغذي بستگی دارد  et al., 2017 .(

وزمانگذشتباقارچیضدوتولید ترکیبات فرارمیزان 
بیشتريبازدارندگیوافزایش یافتهقارچپرگنهشدنترمسن

P. oligandrumهاي در مورد جدایه.شودمیمشاهده

شود گی در روز دوم رشد مشاهده میبیشترین اثر بازدارند
که ممکن است به دلیل بیشترین مقدار تولید مواد فرار در 

با شروع رشد . باشدP. oligandrumزمان رشد رویشی 
این . یابدزایشی قارچ تولید ترکیبات فرار کاهش می

ترکیبات نقش مهمی در بازدارندگی رشد بیمارگر دارند و 
روندبه عنوان مثال بدون ار مییک سازوکار مهار مهم به شم

مهار ها، ترکیبات فرار عامل زیستتماس مستقیم بین سویه
موجب بازدارندگی رشد سویۀ F. oxysporumقارچ 

Morath(شود میF. oxysporumبیمارگر  et al., 2012(.
.Pهايدر مطالعه حاضر، کشت متقابل جدایه

oligandrumبا عوامل بیمارگر موجب کاهش رشد
.Pهاياین بررسی نشان داد که جدایه. بیمارگرها گردید

oligandrumمختلف توانند روي مهار بیمارگرهاي می
ارزیابی . هاي مختلف قارچی تأثیرگذار باشندمربوط به شاخه

نشان نیزP. oligandrumهاي ترکیبات ضدمیکروبی جدایه
داد که ترکیبات فرار و غیرفرار موجب بازدارندگی رشد 

شوند و احتمالاً نقش مهمی در مهار رگنۀ بیمارگر میپ
از نظر P. oligandrumهاي مختلفجدایه. زیستی دارند

و ممانعت از رشد غیرفرارو فرارترکیباتتوانایی تولید 

در K87ۀجدایبه طوري که . بودندقارچ میزبان متفاوت
بهفرار، عملکرد بهتري نسبتترکیبات فرار و غیرهايآزمون
با این حال در . نشان دادP. oligandrumهاي دیگرجدایه

.Pهايداري با سایر جدایهبررسی اثر متقابل، تفاوت معنی

oligandrumتوان چنین استنباط کرد که می.مشاهده نشد
سازوکارهاي مختلف ممکن است در یک یا چند جدایه
سازکارهاي که در در حالی؛کنندقوي عمل مهارزیست

.هستندضعیف یگرد

.Pي عمل گونۀمطالعات زیادي روي کارایی و نحوه

oligandrum در برابر بیمارگرهاي گیاهی و سازوکارهاي
Gerbore)دخیل در مهار زیستی آن انجام گرفته است  et

al., 2014; Yacoub et al., 2016, 2018) . این مطالعات
در برابر عملکرد متفاوتیP. oligandrumدهند که نشان می

این حالت به تنوع . دهدبیمارگرهاي مختلف نشان می
نتایج تحقیق حاضر .شودسازوکارهاي این گونه مربوط می

.Pهاي بومی علاوه بر نشان دادن تنوع کارکردي جدایه

oligandrum،ها را در مهار بیمارگرهاي مختلف نقش آن
نابراین ب. دهندآمیز نشان میدر شرایط آزمایشگاهی، موفقیت

ها را که پتانسیل توان عملکرد آن دسته از جدایهمی
بازدارندگی قابل توجه روي بیمارگرهاي مختلف داشته و 

هاي داراي دماي بهینۀ مناسب هستند، در قالب آزمایش
همچنین . اي و در مزرعه مورد ارزیابی قرار دادگلخانه

بررسی روند تولید ترکیبات فرار و غیرفرار در مراحل 
و شناسایی این ترکیباتP. oligandrumهايرشدي جدایه

Mass)سنجی جرمیبا استفاده از روش طیف

spectrometry)تواند به شناسایی دقیق سازوکارهاي می
به P. oligandrumهايمهار زیستی و غربال کردن جدایه

بندي و تولید هاي مناسب براي فرمولمنظور انتخاب جدایه
.کندمهار کمک یستفرم تجاري این ز

سپاسگزاري
این پژوهش با حمایت مالی صندوق حمایت از 

96008191پژوهشگران و فناوران کشور، طبق طرح شماره 
. انجام گرفته است
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Abstract

Pythium oligandrum is known as an important biological agent against plant pathogens. Isolates from different
regions of Iran including Bushehr, Bakhtiari, Chaharmahal, Fars, Golestan, Ilam, Kermanshah, Kerman, West
Azerbaijan and Yazd were identified based on morphological and molecular characteristics. The highest
recovering frequency of isolates was observed in Kermanshah and Fars provinces. The functional diversity of
isolates based on their growth temperature and biological control effect under laboratory conditions was
evaluated. The antagonistic effects of native P. oligandrum isolates were evaluated against soil–borne fungal
pathogens including Rhizoctonia solani, Phytophthora parasitica, Fusarium solani, F. oxysporum f. sp.
lycopersici and F. oxysporum f. sp. pisi using nonparametric statistics, and compered with commercial products
of various biocontrol agents such as Clonostachys rosea, Fusarium oxysporum, P. oligandrum and Trichoderma
spp. The native isolates of P. oligandrum were diverse in their growth temperature and biocontrol activities. The
highest mycelial growth inhibition was found in the interaction between P. oligandrum isolates and R. solani. A
significant difference between P. oligandrum isolates was found by evaluating their volatile compounds. The

isolates of P. oligandrum showed maximum inhibition on P. parasitica and R. solani and minimum inhibition on
F. oxysporum f. sp. lycopersici. The non–volatile compounds had the highest significant effect on P. parasitica
as well. The result of this study showed that the growth characteristics and the in vitro biocontrol ability of the
native isolates of P. oligandrum on various plant pathogens were different. This variety can be employed in
biochemical and greenhouse screening of the isolates.
Keywords: biological control, diversity, mechanisms, Oomycota, soil–borne plant pathogens


