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  چكيده

هاي زراعي  آوري شده از خاك جمع Pythiumجدايه  200شناختي تعداد هدف از انجام اين تحقيق، شناسايي مولكولي و ريخت

  ،)coxIو  ITSتوالي (شناختي و مولكولي  هاي ريخت براساس داده. بود 92و  91هاي  و باغي در استان آذربايجان غربي طي سال

  ،Dاز تبار  P. ornamentatum گونهاز اين ميان . شناسايي شدند Jو  A ،D ،E ،F ،Iگونه از اين جنس متعلق به شش تبار  14

P. nodosum  از تبارJ  وP. stipitatum  از تبارE هايهاي مولكولي قادر به تفكيك گونه داده .هستندايران جديد فلور قارچي  براي  

P. glomeratum ،P. ornamentatum  وP. viniferum شناختي انجام  هاي ريخت ويژگيها براساس  هاي نزديك نبود و شناسايي آناز گونه

  .شود ارايه مي نيز P. stipitatumو  P. minus، P.ornamentatum ،P. nodosum هاي براي گونه مفصل توصيف .شد
  

 Pythium، يكپك آبزي، فيلوژن اُامُيكوتا، ايران،: هاي كليدي واژه

 

Molecular and morphological taxonomy of Pythium species isolated from soil in  

West Azarbaijan province (N.W. Iran) 
Received: 07.06.2016 / Accepted: 29.06.2016 

  

Farzaneh Badali: Graduated MSc Student, Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, Urmia University, 

P.O. Box 165, Urmia, Iran 

Masoud Abrinbana: Assistant Prof., Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, Urmia University,  

P.O. Box 165, Urmia, Iran 

Jafar Abdollahzadeh����: Associate Prof., Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, University of 

Kurdistan, P.O. Box 416, Sanandaj, Iran (j.abdollahzadeh@uok.ac.ir) 

Esmaeil Khaledi: Graduated MSc Student, Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, University of 

Kurdistan, P.O. Box 416, Sanandaj, Iran 

 

Summary 
Pythium is a fungus-like genus with worldwide distribution that is found in most terrestrial and aquatic 

ecosystems. It is a species-rich genus contains important plant pathogenic species. Little is known on the systematics of 

Pythium in West Azarbaijan province (N.W. Iran). Thus, the aim of this study was to identify 200 isolates collected 

from different cultivated soils of West Azarbaijan province during 2012–13. Based on morphological and molecular 

(ITS and coxI sequences) data, 14 Pythium species from six clades, A, D, E, F, I and J, were identified. Of these,  

P. ornamentatum from clade D, P. nodosum from clade J and P. stipitatum from clade E are new records for Iran 

mycobiota. Molecular data failed to separate P. glomeratum, P. ornamentatum and P. viniferum from closely related 

species and they were identified based on morphological features. Detailed description is presented here for P. minus,  

P. ornamentatum, P. nodosum and P. stipitatum. 
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  مقدمه

ــنس  ــونوميكي  Pythium Pringsheimج ــر تاكس   ،از نظ

  ، Peronosporales، راســــــته  Pythiaceaeبــــــه تيــــــره   

و سلســـــله  Oomycota ، شـــــاخهPeronosporomycetes رده

Straminipila  تعلق دارد)Beakes et al. 2014( .يهاگونه اغلب 

هسـتند، امـا    خـاك رستي در داراي زندگي پوده Pythiumجنس 

ر شـرايط  و د باشـند يمان اهيگي مهم هامارگريب هاآنتعدادي از 

محيطي مناسب خسارات قابل توجهي را به محصـولات زراعـي و   

همچنـين،  . )Martin & Loper 1999(كننـد   اي وارد مـي گلخانه

هـا،  توانند در تعدادي از موجودات مانند ماهيها ميبرخي از گونه

  هــا بيمــاري ايجــاد كننــد هــا و لارو پشــههــا، خرچنــگجلبــك

)Su 2006, Miura et al. 2010, Kawamura et al. 2005 .( گونه

P. insidiosum     نيز به عنوان بيمارگر پسـتانداران شـناخته شـده

باشـد  است كه عامل بيماري پيتيوزيس در اسب، سگ و گربه مي

)de Cock et al. 1987 .(هاي بيمارگر گياهي رغم وجود گونهعلي

هـاي  هـاي ايـن جـنس انگـل قـارچ     و جانوري، تعـدادي از گونـه  

زاي گياهي و محـرك رشـد گياهـان ميزبـان هسـتند و در      بيماري

 Ali-Shtayeh(شوند هاي گياهي استفاده مي مهار زيستي بيماري

& Saleh 1999, Jones & Deacon 1994, Lifshitz et al. 

1984, McLeod et al. 2009, Ribeiro & Butler 1995.(  

به طور  Pythiumهاي جنس شناسايي و تاكسونومي گونه

هـاي جنسـي و غيرجنسـي    شناسـي انـدام  براساس ريخت ،سنتي

بدين منظور، از صفاتي ماننـد شـكل و انـدازه    . انجام گرفته است

سـپور درون اُاگُونيـوم، تعـداد و    اُاُگونيوم، وسـعت  اُاُاسپورانژيوم و 

هاي مرتبط بـا اُاگُونيـوم اسـتفاده شـده اسـت       موقعيت آنتريديوم

)Dick 1990, van der Plaats-Niterink 1981 .(    امـا بـه دليـل

هاي مربـوط بـه يـك گونـه،     ها در جدايهتنوع اندازه و شكل اندام

هـا، دگرتـال بـودن    شناختي در بين گونه پوشاني صفات ريختهم

هــاي عقــيم از نظــر جنســي، هــا و وجــود جدايــهبرخــي از گونــه

اي در ايـن جـنس   شناختي و تعيـين مـرز گونـه    شناسايي ريخت

 Levesque & de Cock 2004, Matsumoto(بسيار مشكل است 

et al. 1999( . از طرفــي، نتــايج مطالعــات مولكــولي نيــز نشــان  

  هـــاي شناســـايي شـــده براســـاس داده كـــه بعضـــي از گونـــه

ــت  ــفات ريخـ ــه   صـ ــپلكس گونـ ــناختي، كمـ ــتندشـ   اي هسـ

)Robideau et al. 2011 .(  ــراي شناســايي ــروزه ب ــابراين، ام بن

بــه همــراه خصوصــيات  DNAهــاي  تــوالي Pythiumهــاي  گونــه

در مطالعات مولكـولي  . گيردشناختي مورد استفاده قرار مي ريخت

  هاي جنس مذكور از توالي ناحيه اوليه در زمينه تاكسونومي گونه

   

  

  

ITS1-5.8S-ITS2 )ITS (   اسـتفاده شــده اسـت و در چنــد ســال

بـه عنـوان    coxIتوالي اين ناحيه به همـراه بخشـي از ژن   اخير نيز 

  هـاي ايـن جـنس معرفـي شـده اسـت       شناسايي گونه ايباركد بر

)Robideau et al. 2011.(  

هـاي  در نخستين مطالعه جامع روابط فيلـوژنتيكي گونـه  

Pythium هـاي  با استفاده از تواليITS  وDNA    زيرواحـد بـزرگ

 Kتا  Clade (A(تبار  11، اين جنس به )28S rDNA(ريبوزومي 

مطالعات بعدي نيـز  ). Levesque & de Cock 2004(تقسيم شد 

از لحــاظ فيلــوژنتيكي و  Kهــاي تبــار مشــخص نمــود كــه گونــه

هستند  Phytophthoraو  Pythiumشناختي حدواسط بين  ريخت

منتقـل شـدند    Phytopythiumو به همين دليل به جنس جديد 

)Bala et al. 2010, de Cock et al. 2015.( 

ر ايـران  ، دPythiumهـاي جـنس   با توجه به اهميت گونه

در برخـي   Pythiumهـاي  نيز مطالعاتي در زمينه شناسايي گونـه 

گونه، دو واريتـه و پـنج گـروه     44ها انجام گرفته و تاكنون استان

 Mostowfizadeh-Ghalamfarsa(معرفي شده است ) غيرجنسي(

2015, Ershad 2009 .( هــا و غربــي گونــه از اســتان آذربايجــان

، P. aphanidermatum، P. deliense ،P. oligandrumهاي  گروه

P. ostracodes ،P. paroecandrum ،P. ultimum ،Pythium 

group HS  وPythium group T    گزارش شـده اسـت)Afshari-

Azad et al. 2008, Babai-Ahari et al. 2004, Badali et al. 

2014, Gholi Toloui et al. 2008, Iran & Ershad 1995, 

Ravanlou 2000(. رغم اهميت كشاورزي در اين اسـتان،  اما علي

هـاي ايـن   مطالعه جامعي در زمينه شناسايي و تاكسونومي گونـه 

. هاي اسـتان انجـام نشـده اسـت    هاي مزارع و باغجنس در خاك

هـاي  بنابراين، تحقيق حاضر با هدف تاكسونومي و شناسايي گونه

  .غربي انجام گرفت هاي استان آذربايجان اين جنس در خاك
 

  روش بررسي

  بردارينمونه -

   92و  91هـاي  بـرداري طـي بهـار و تابسـتان سـال     نمونه

هاي اروميه، هاي شهرستان به صورت تصادفي از خاك مزارع و باغ

اشنويه، مهاباد، مياندوآب، خوي، سردشت، نقده و ماكو در استان 

  .گان اول و دوم صورت گرفتآذربايجان غربي توسط نگارنده

  

  جداسازي -

  از طريـــــق  Pythiumهـــــاي جداســـــازي جدايـــــه

ــا شــاهدانه  روش طعمــه ــذاري ب ــيم شــده گ ــاي دون   جوشــيده ه

)van der Plaats-Niternik 1981 (   و با استفاده از محـيط كشـت

CMA )Cornmeal agar ( گرم در ليتر نيستاتين، ميلي 50حاوي
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ــي 100 ــل،  ميل ــر بنومي ــرم در ليت ــر  415گ ــد در ليت ــزار واح  ه

. گرم در ليتر استرپتومايسين انجام گرفـت ميلي 50و سيلين  يپن

ها و داخل محيط كشت، هاي رشد كرده در اطراف شاهدانهپرگنه

دو درصـد  ) WA )Water agarهاي پتري جديد حاوي  به تشتك

هـا و  ها با برداشتن نوك ريسهسازي جدايهانتقال يافتند و خالص

هـاي  در لولـه هـاي خـالص   جدايـه . انجام گرفت CMAانتقال به 

حاوي آب مقطر سترون و قطعات برگ گندميان اتوكلاو شـده در  

 .چهار درجه سلسيوس نگهداري شدند

 
  شناختي شناسايي ريخت -

هـاي  شناختي، جدايـه  به منظور بررسي مشخصات ريخت

هاي پتري حـاوي  به تشتك CMAرشد كرده روي محيط كشت 

ده، انتقـال  آب مقطر سترون و قطعات برگ گندميان اتـوكلاو ش ـ 

ها در دو دمـاي  تشتك). van der Plaats-Niternik 1981(يافتند 

درجه سلسيوس نگهداري شـدند و پـس از گذشـت دو     25و  15

ــد      ــرار گرفتن ــي ق ــورد بررس ــه م ــور روزان ــه ط ــه . روز ب مطالع

هاي توليد مثـل جنسـي بـا بررسـي صـفاتي      شناختي اندام ريخت

، انــدازه )ي يــا انتهــاييميـان (ماننـد موقعيــت اُاگُونيــوم در ريســه  

اُاگُونيوم، اندازه اُاُسـپور، ضـخامت ديـواره اُاُسـپور، تعـداد ياختـه       

  آنتريــديوم متصــل بــه هــر اُاگُونيــوم، محــل انشــعاب آنتريــديوم 

ـن تــك[ ـن )Monoclinous(بـ اي و زيرمــاده) Diclinous(، دوبـ

)Hypogynous([ هاي آنتريديوم به اُاگُونيوم و نحوه اتصال ياخته 

انتهايي باريـك، انتهـايي پهـن، انتهـايي زنگـي شـكل و اتصـال        (

هاي توليد شناختي اندام براي مطالعه ريخت. انجام گرفت) جانبي

مثل غيرجنسي نيز توليد يا عدم توليد زئوسـپور، شـكل و انـدازه    

هـا در ريسـه بررسـي     اي و موقعيـت آن اسپورانژيوم يا تورم ريسه

بــراي بررســـي  ). van der Plaats-Niternik 1981(گرديــد  

 van der Plaats-Niternik(نگاشت  ها از تكشناختي گونه ريخت

هاي مربـوط  و در صورت نياز از مقاله) Dick 1990( ، كليد)1981

 .ها استفاده شدبه توصيف اصلي گونه

  

  

 

  

  هاي كشتبررسي الگو و سرعت رشد روي محيط -

روي  Pythiumهـاي  به منظور بررسي الگوي رشد، جدايه

 PDAو ) CMA ،PCA )Potato carrot agarهـاي كشـت   محيط

)Potato dextrose agar (     25كشت شـدند و در انكوبـاتور بـا دمـاي 

  سـرعت رشـد   . درجه سلسيوس در شـرايط تـاريكي نگهـداري شـدند    

  CMAهــا نيــز در همــين شــرايط و در محــيط كشــت روزانــه جدايــه

 ).,Ali-Shtayeh 1986 van der Plaats-Niternik 1981(تعيين شد  

  

  يابيتوالي و تكثير ،DNA استخراج -

شـناختي تعـدادي از    هاي ريخت براساس مطالعات و داده

ها به عنوان نماينده، براي مطالعـات مولكـولي و شناسـايي     جدايه

 DNAاسـتخراج  ). 1جـدول  (هـا انتخـاب شـدند     مولكولي جدايه

  تهـــاي رشـــد يافتـــه در محـــيط كشـــژنـــومي از ميســـليوم

PDB )Potato dextrose broth (  ــرودا ــدر و ب ــق روش ري   و طب

)Raeder & Broda 1985 ( بــا انــدكي تغييــر، تهيــه و مخلــوط

  آنچـــه توســـط  مطـــابق) PCR(اي پليمـــراز  واكـــنش زنجيـــره

   شــرح) Abdollahzadeh et al. 2009(و همكــاران  زاده عبدالــه

ــده  ــامداده شـ ــت انجـ ــه  .گرفـ   ) ITS )ITS1-5.8S-ITS2ناحيـ

ــه ــايجداي ــنش   ه ــي واك ــتفاده از دو  PCRمنتخــب ط ــا اس   و ب

ــازگر     ITS4و ) 'ITS1 )5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3آغــ

)5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al. 1990( 

سازي اوليه دقيقه واسرشت 5شامل  PCRشرايط . تكثير شدند

 30چرخه كه در هر كدام  35درجه سلسيوس و  94در دماي 

درجـه   54دقيقـه دمـاي    1درجه سلسـيوس،   94ماي ثانيه د

در نهايت . درجه سلسيوس بود 72دقيقه دماي  1سلسيوس و 

درجه سلسيوس به مدت  72يك چرخه بسط نهايي در دماي 

هـا،  بـراين، در تعـدادي از جدايـه   عـلاوه . دقيقه انجام شد 10

ميتوكنـدريايي بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي      coxIبخشي از ژن 

OomCOXILevup  وFm85mod   طبــــق روش روبيــــدو و

سـازي و  خالص .تكثير شد )Robideau et al. 2011(همكاران 

كره ( Macrogeneتوسط شركت  PCRتعيين توالي محصولات 

  .انجام گرفت) جنوبي
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 يابي شده در اين تحقيق توالي Pythiumهاي جدايه - 1جدول 

  محل  گونه  *كد جدايه
  بستر

  )خاك(
  )ITS(كد توالي 

CUU 17 P. aphanidermatum   ذرت  )گوهران(خوي  KX788823  

CUU 21  P. aphanidermatum  زردآلو  ماكو  KX788821  

CUU 29  P. aphanidermatum  خربزه  مياندوآب  KX788822  

IRAN 2406C  P. attrantheridium   هلو  )گل تپه(اروميه  KX788833  

IRAN 2392C P. carolinianum   فرنگيگوجه  )هامامزاد(اروميه  KX788827  

IRAN 2422C P. carolinianum   شليل  )نازلو(اروميه  KX788828  

IRAN 2423C  P. carolinianum   چغندرقند  )گوهران(خوي  KX788826  

IRAN 2398C P. glomeratum  بادام  اشنويه  KX788842  

IRAN 2591C P. middletonii   چغندرقند  )گوهران(خوي  KX788832  

IRAN 2592C P. minus   فلفل  )امامزاده(اروميه  KX788831  

CUU 46 P. nodosum  زردآلو  ماكو  KX788852  

IRAN 2384C  P. nunn   شليل  )نازلو(اروميه  KX788849  

IRAN 2385C  P. nunn   شليل  )نازلو(اروميه  KX788851  

IRAN 2399C  P. nunn  فرنگيگوجه  خوي  KX788843  

IRAN 2400C  P. nunn  چغندرقند  خوي  KX788844  

IRAN 2401C  P. nunn  انگور  سردشت  KX788845  

IRAN 2402C  P. nunn   شليل  )نازلو(اروميه  KX788850  

CUU 31  P. nunn  آفتابگردان  خوي  KX788846  

CUU 35  P. nunn  چغندرقند  نقده  KX788847  

CUU 37  P. nunn  چغندرقند  نقده  KX788848  

IRAN 2589C P. ornamentatum  امباد  اشنويه  KX788824  

IRAN 2407C P. paroecandrum   چغندرقند  )ميناس(سلماس  KX788834  

IRAN 2590C  P. periplocum  چغندرقند  اروميه  KX788825  

IRAN 2391C  P. stipitatum  فرنگيگوجه  خوي  KX788830  

CUU 23 P. stipitatum  فرنگي گوجه  خوي  KX788829  

IRAN 2395C  P. ultimum var. ultimum  فرنگيگوجه  ويخ  KX788837  

IRAN 2403C  P. ultimum var. ultimum  فرنگيگوجه  خوي  KX788836  

IRAN 2424C  P. ultimum var. ultimum   فلفل  )امامزاده(اروميه  KX788838  

IRAN 2396C  P. ultimum var. sporangiiferum  يونجه  سردشت  KX788839  

IRAN 2397C  P. ultimum var. sporangiiferum  يونجه  سردشت  KX788840  

CUU 42  P. ultimum var. sporangiiferum  فرنگيگوجه  خوي  KX788841  

IRAN 2404C P. viniferum   فلفل  )امامزاده(اروميه  KX788835  

* Collection of Urmia University; IRAN: Iranian Research Institute of Plant Protection, Tehran, Iran  
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  فيلوژنتيكي ليزهايآنا -

 BioEditافـزار بـا اسـتفاده از نـرم    ITSهاي نواحي توالي

v.7.2.0 )Hall 1999 ( ــدند ــتخراج ش ــلاح و اس ــور . اص ــه منظ ب

در پايگـاه   BLASTها، ابتدا جسـتجوي  شناسايي مولكولي جدايه

هاي جدايه ITSهاي نواحي و با استفاده از توالي NCBIاطلاعاتي 

هاي سپس براساس ميزان تشابه توالي. تمورد بررسي، انجام گرف

و  NCBIهـاي موجـود در   دست آمده در اين تحقيق، با تـوالي ه ب

از جملـه  (هاي تيـپ و معتبـر موجـود در منـابع     نيز توالي جدايه

Levesque & de Cock 2004, Robideau et al. 2011  و

هـا   ، آرايـه )هاي جديـد هاي مربوط به توصيف و معرفي گونه مقاله

  هــاي مربوطــه از پايگــاه اطلاعــاتي اســتخراج و خــاب و تــواليانت

هــاي ايــن تحقيــق در آناليزهــاي هــاي جدايــهبــه همــراه تــوالي

هـا بـا اسـتفاده از     تـوالي . فيلوژنتيكي مورد استفاده قرار گرفتنـد 

ــرم ــزار  ن ) MAFFT v.7.043b )Katoh & Standley 2013اف

 بــا هـا Gap در موجـود  فيلـوژنتيكي  اطلاعـات . رديـف شـدند   هـم 

 كـد ) GapCoder )Young & Healy 2003 افـزار  نـرم  از استفاده

 هـا  داده انتهـاي  به استاندارد داده ماتريكس يك صورت به و شده

  .شدند استفاده آناليزها در و اضافه

 Neighbor-Joiningفيلوژنتيكي با سه روش  آناليزهاي

)NJ( ،Maximum Parsimony )MP (وBayesian Inference 

(BI) روش . انجام شدNJ  با مدل جايگزيني دو پارامتري كيمورا

)Kimura 1980 ( تكرار  1000و باBootstrap افزار  به وسيله نرم

PAUP v. 4.0b10 )Swofford 2003 (روش . انجام گرفتMP  با

 stepwiseهاي با شاخص Heuristic searchاستفاده از روش 

addition، random addition sequence  تكرار،  1000با

maxtrees  و الگوريتم  10000مساويTBR افزار  به وسيله نرم

PAUP v. 4.0b10 )Swofford 2003( ي پايدار. انجام شد

شد  يارزياب Bootstrapتكرار  1000ها با  درخت ترين پارسيموني

)Hillis & Bull 1993 .(هايي نظير طول درخت،  شاخصCI، RI 

 MrBayesافزار در نرم BIش رو .گيري شدند اندازهنيز  HIو 

v3.0B4 )Ronquist & Huelsenbeck 2003 ( با استفاده از

آنچه  مطابق Markov Chain Monte Carlo (MCMC)الگوريتم 

) Abdollahzadeh et al. 2014(و همكاران  زاده عبدالهتوسط 

 25انجام گرفت با اين تفاوت كه در اين بررسي  داده شده شرح

و درخت توافقي ) Burn-in=25%(ليه حذف هاي او درصد درخت

 هاي درخت. مانده به دست آمد درصد باقي  75نهايي براساس 

 TreeViewافزار  هاي فيلوژنتيكي به وسيله نرم بررسي ازحاصل 

)Page 1996 (هاي توالي. مشاهده شدندITS  به دست آمده در

تا  KX788821هاي دسترسي اين تحقيق در بانك ژن با شماره

KX788852  1جدول (ثبت شدند.(  

 بحث و نتيجه

  فيلوژني -

هـاي   كـه در بررسـي   Pythiumجدايـه   200از مجموع حدود 

جدايـه بـه عنـوان     32 شناختي مورد بررسي قرار گرفتند، تعدادريخت

 يهـا  تـوالي  .)1جـدول  ( انتخاب شدند مولكوليمطالعات  نماينده براي

   Pythiumگونـه   34ده جدايـه نماين ـ  52تعـداد   ITSمربوط به ناحيـه  

جدايـه مطالعـه شـده در ايـن      32 هاي ياز بانك ژن استخراج و به توال

بـه اسـامي   دو گونه از جنس فيتوفتورا . رديف شدند تحقيق اضافه و هم

)Phytophthora citrophthora CBS 111338  وPh. capsici   

CBS 12823 (   نيز بـه عنـوانOutgroup   كـل  تعـداد . انتخـاب شـدند 

 و هـا   Gap عـلاوه  به فيلوژنتيكي آناليزهاي در شده استفاده ترهايكاراك

ــتاندارد مـــاتريكس آناليزهـــاي . عـــدد بـــود GapCoder ،1189 اسـ

بـا مـدل    NJروش . انجام شدند BIو  NJ ،MP يها با روش فيلوژنتيكي

كاراكترهـا بـه صـورت     يانجام شد و تمام K2P ينوكلئوتيد يجايگزين

unordered ــان ــا وزن يكس ــدند  و ب ــه ش ــر گرفت  MPدر روش . در نظ

و بـا وزن يكسـان و همچنـين     unorderedبه صـورت   كاراكترها يتمام

Gap به عنوان هاmissing كاراكترهـا  كـل  تعداداز . در نظر گرفته شدند 

 كـاراكتر  664 و اطلاعـات  فاقـد  و متغير كاراكتر 67 ثابت، كاراكتر 380

 ايجـاد  بـه  منجـر  كه دندش حذف كاراكتر 78 و اطلاعات داراي و متغير

و  TL=2034، CI=0.58 ،RI=0.93( پارســـــيموني درخـــــت 1000

HI=0.42 (هاي پارسيموني حاصـل داراي سـاختار مشـابه    درخت. شد

هـا درون   بنـدي جدايـه   هـا مربـوط بـه گـروه    بودند و تغييرات بـين آن 

هـايي مشـابه    درخت MPو  NJ ،BIهاي  روش. هاي كمپلكس بود گونه

بـا   ITSتـوالي   NJ فيلـوژنتيكي حاصـل از آنـاليز    رخـت د. توليد كردند

Bootstrap support ي هـا  حاصـل از روش  هايNJ و MP  وPosterior 

probability هاي روشBI هـا نشـان داده    شاخه ها و رويدر محل گره

به منظور تاييد نتايج حاصل از آناليز توالي ناحيـه   ).1شكل (شده است 

ITS توالي بخشي از ژن ،coxI هـا تعيـين و مـورد    در تعدادي از جدايه

هـاي حاصـل از آناليزهـاي فيلـوژنتيكي ژن      درخت. بررسي قرار گرفت

coxI  نتايج آناليز توالي ناحيهITS  نتايج نشان داده نشـده  (را تاييد كرد

 يهــاو ويژگــيآناليزهــاي فيلــوژنتيكي  براســاس نتــايج   ).اســت

نـه از شـش تبـار    گو 14 بـه  مـورد بررسـي   يها جدايه شناختي، ريخت

) Levesque & de Cock 2004(معرفي شده توسط لوسـك و دكـوك   

ــق داشــتند ــه .تعل ــار  P. aphanidermatum گون ــهAاز تب ــاي، گون   ه

P. ornamentatum و P. periplocum  ــار ــهDاز تبـ ــاي ، گونـ   هـ

P. carolinianum ،P. minus  وP. stipitatum   از تبـارE هـاي ، گونـه  

P. attrantheridium، P. paroecandrum  وP. viniferum   ــار از تب

Fهاي ، گونهP. glomeratum  وP. ultimum  از تبارI هايو گونه  

P. nodosum  وP. nunn  از تبارJ شناسايي شدند.  
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  مقادير. شناسايي شده در اين تحقيق Pythiumهاي  گونه ITSتوالي ناحيه  NJدرخت فيلوژنتيكي حاصل از آناليز  - 1 شكل

bootstrap support )درصد ( مربوط به آناليزNJ  وMP  و احتمال پسين)PP ( مربوط به آناليزBayesian  به ترتيبNJ/MP/BI ها نشان  روي گره

  .استفاده شدند outgroupه عنوان ب Ph. capsici (CBS 12823)و  Phytophthora citrophthora (CBS 111338)دو گونه . داده شده است
Fig. 1. Phylogenetic tree obtained using NJ analysis on the ITS sequence data of Pythium species identified in this 

study. NJ/MP/BI bootstrap support and posterior probability values are given at the nodes. The tree is rooted to 

Phytophthora citrophthora (CBS 111338) and Phytophthora capsici (CBS 12823). 
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و  P. glomeratum ،P. ornamentatumهـاي  گونـه 

P. viniferum ناحيه  با استفاده از تواليITS )  و ) 1شـكل

coxI ــه ــدند  از گون ــك نش ــاور تفكي ــاي مج ــاي . ه آناليزه

استفاده از توالي ناحيـه  با  Pythiumهاي گونه فيلوژنتيكي

ITS  وcoxI    نشــان داده اســت كــهP. glomeratum از  

P. heterothallicum، P. ornamentatum ــه   هــاياز گون

P. amasculinum، P. hydnosporum  وP. oligandrum 

قابـل تفكيـك    P. debaryanumاز  P. viniferumو گونـه  

ايي و بنـابراين، شناس ـ ). Robideau et al. 2011(نيسـتند  

هـاي مجـاور بـا اسـتفاده از     تفكيك اين سه گونـه از گونـه  

همچنـين در ايـن   . شناختي انجام گرفتهاي ريخت ويژگي

در يك گروه فيلوژنتيكي،  P. ultimumهاي تحقيق، جدايه

ــروه ــا در زيرگـ ــه    امـ ــد كـ ــرار گرفتنـ ــف قـ ــاي مختلـ   هـ

حـاكي از تاييـد معرفـي ايـن گونـه بـه عنـوان يـك گونـه          

و ضرورت انجـام يـك   ) Robideau et al. 2011(كمپلكس 

زاي  مطالعه دقيق و منسجم روي ايـن گونـه مهـم بيمـاري    

  .باشد گياهي مي

   يـــنشـــده در ا ييشناســـا يهـــا گونـــه يـــانم در

  و P. ornamentatum، P. nodosum ســه گونــه يــق،تحق

P. stipitatum بـار   ي نخستينايران جديد بوده و برا براي

ــق  ــن تحقي ــزارش در اي ــي گ ــو توص ــوند يف م ــه، .ش   البت

P. minus  كـــه طـــي ايـــن تحقيـــق جداســـازي شـــده  

  از  يجـــامع و كـــامل شـــرحهـــيچ و قـــبلا بـــدون ارايـــه 

ــزارش شــده    ــران گ ــاران  (اي ــدلي و همك    نيــز ،)1393ب

  ،P. aphanidermatumهمچنين، به جـز  . شود توصيف مي

P. paroecandrum و P. ultimum    كه قـبلا از آذربايجـان

 ,Afshari-Azad et al. 2008( نـد اغربـي گـزارش شـده   

Babai-Ahari et al. 2004, Badali et al. 2014, Gholi 

Toloui et al. 2008, Iran & Ershad 1995, Ravanlou 

هاي اين تحقيـق بـراي نخسـتين بـار از     ، ساير گونه)2000

  .شونداين استان گزارش مي

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

 

  ها توصيف گونه

Pythium minus Ali-Shtayeh, J. Linn. Soc. Bot. 91: 

299 (1985) 

ــه در محــيط كشــت   ــه و داراي  CMAپرگن فرورفت

گل بـه شـكل داوودي و    PCAالگوي رشدي شعاعي، روي 

 6–7قطر ريسـه اصـلي   . تقريبا شبيه گل سرخ PDAروي 

 هـاي تورم. مشاهده نشد اسپورانژيوم و زئوسپور. ميكرومتر

شـيده، اغلـب   مرغي تا ك اي كروي، نسبتا كروي، تخمريسه

. ميكرومتــر  20–42بــه قطــر   ميــاني گــاهي انتهــايي،  

اُگونيوم ُ   ها داراي ديواره صاف، كـروي تـا نسـبتا كـروي و      ا

. ميكرومتـر  13–23به صورت ميـاني و انتهـايي، بـه قطـر     

عـدد، گـاهي مرجـاني شـكل،      1–4ها به تعـداد  آنتريديوم

ن، ياختـه آنتريـديوم     دار و تكاغلب پايه ن و گـاهي دوبـ  بـ

اُســپورها كــروي، پرســاز . گــرزي شــكل ُ  Plerotic( ،3–1(ا

ــر    ــه قط ــوم، ب اُگوني ُ ــك ا ــدد درون ي ــر، 11–25ع ميكرومت

اُسپور نازك و حداكثر تـا يـك ميكرومتـر     ُ ضخامت ديواره ا

  ).2شكل (

 درجـه  25در دمـاي   CMAميزان رشد روي محيط كشت 

  .متر در روزميلي 16سلسيوس 

  گونـــه در هـــاي نـــادري از وجـــود ايـــن گـــزارش

  جهــان وجــود دارد، بــه طــوري كــه تــاكنون فقــط از       

ــتان  ــاي ) Ali-Shtayeh & Dick 1985(انگلس و آفريق

جداسازي و گزارش شـده   )McLeod et al. 2009(جنوبي 

شـناختي ايـن جدايـه بـا توصـيف      خصوصيات ريخت. است

مطابقـت  ) P. minus )Ali-Shetaye & Dick 1985 گونـه 

از اين گونه، تعداد شش جدايه بـه دسـت آمـد كـه     . داشت

هـاي مولكـولي    بـراي بررسـي  ) IRAN 2592C(يك جدايه 

، )هارومي ـ(هاي اين گونه از مزارع فلفل جدايه. انتخاب شد

 .جداسازي شدند) نقده(و چغندرقند ) خوي(آفتابگردان 
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هـاي  آنتريـديوم . f–gهـا،  هاي متصـل بـه اُاگُونيـوم   آنتريديوم. d–eاي، هاي ريسهتورم. Pythium minus (IRAN 2592C) :a–c -2شكل 

ن و اُاگُونيـوم،   آنتريـديوم تـك  . hا، ه ـمرجاني شكل و اُاگُونيوم   اي كـروي  هـا و يـك تـورم ريسـه    اُاُسـپور درون اُاگُونيـوم   1–3تعـداد  . iبـ

  ).ميكرومتر 10= ها مقياس(
Fig. 2. Pythium minus (IRAN 2592C): a–c. Hyphal swellings, d–e. Antheridia attached to oogonia, f–g. Corolloid 

antheridia and oogonia, h. Monoclinous antheridium and oogonium, i. 1–3 Oospores inside oogonia and a globose 

hyphal swelling (Bars = 10 µm). 
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Pythium nodosum B. Paul, D. Galland, T. Bhatn. & 

Dulieu, FEMS Microbiol. Lett. 158: 207 (1998)  
ــيط ــه روي مح ــاي كشــت پرگن  PDAو  CMA ،PCAه

 5–7اصــلي حــدود  قطــر ريســه. داراي الگــوي رشــدي شــعاعي

هـا  اسـپورانژيوم  .اسپورانژيوم و زئوسپور مشـاهده شـد  . ميكرومتر

مرغي شكل، اغلب بـه صـورت   كروي، تقريبا كروي، گلابي تا تخم

. مياني و گاهي انتهايي، در مواردي داراي پروليفراسـيون داخلـي  

، كروي تـا تقريبـا كـروي، بـه قطـر      ها داراي ديواره صافاُاگُونيوم

ها به تعداد يك تـا تعـداد زيـاد كـه     آنتريديوم. ميكرومتر 10–25

ها اُاگُونيوم را احاطه كرده و تشكيل گره در اطـراف  اين آنتريديوم

دهند و وجود اين گره تشخيص تعداد و نـوع اتصـال    اُاگُونيوم مي

. ي شـكل سـازد، ياختـه آنتريـديومي زنگ ـ   آنتريديوم را مشكل مي

ــرد، ناپرســاز   ــه قطــر )Aplerotic(اُاُســپور كــروي، منف  9–23، ب

  ).3شكل (ميكرومتر  1ميكرومتر، ضخامت ديواره اُاُسپور حدود 

از فرانسـه جداسـازي و معرفـي     1998اين گونه در سال 

رسـد تـاكنون از سـاير    و به نظـر مـي  ) Paul et al. 1998(گرديد 

اي فيلوژنتيكي نشان داد كه آناليزه. نقاط دنيا گزارش نشده است

  P. nodosum CBS(جدايه مورد بررسي، با جدايه تيپ اين گونه 
 

 
ــي  ) 102274 ــرار مـ ــه قـ ــك خوشـ ــه در يـ ــد و دو گونـ   گيرنـ

P. acanthophoron  وP. perplexum     از لحـاظ فيلـوژنتيكي بـه

 P. nodosumگونه ). 1شكل (نزديك هستند  P. nodosumگونه 

  هـايي بـا ديـواره صـاف، بـه راحتـي از      يـوم بـه دليـل توليـد اُاگُون   

P. acanthophoron هايي بـا ديـواره خـاردار و    كه داراي اُاگُونيوم

. شـود ، تفكيك مي)van der Plaats-Niternik 1981(مزين است 

هـا و تشـكيل گـره آنتريـديومي در     همچنين، اجتماع آنتريـديوم 

ــوم  ــراف اُاگُوني ــه  اط ــا در گون ــه ر P. nodosumه ــن گون   ا از، اي

P. perplexum   كــه فاقــد ايــن نــوع تجمــع آنتريــديومي اســت

)Galland & Paul 2001(كند، متمايز مي. 

از خاك يك بـاغ  ) CUU 46(از اين گونه تنها يك جدايه 

هـاي مولكـولي و   زردآلو در ماكو جداسـازي گرديـد و در بررسـي   

جدايـه مـذكور در   . شـناختي مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت      ريخت

زايي و تهيـه تصـاوير ميكروسـكوپي     دي جهت اندامهاي بع كشت

هيچ اندام غيرجنسي و جنسي توليد نكرد و به همين دليل تهيه 

  .پذير نبودتصاوير با كيفيت از آن امكان

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  هـا  آنتريـديوم اُاگُونيـوم احاطـه شـده بـا     . cيـك آنتريـديوم متصـل بـه هـر اُاگُونيـوم،       . Pythium nodosum (CUU 46) :a–b -3شكل 

  ).ميكرومتر 5= ها مقياس(
Fig. 3. Pythium nodosum (CUU 46): a–b. An antheridium attached to each oogonium, c. Oogonium surrounded by 

antheridia (Bars = 5 µm). 

  
Pythium ornamentatum B. Paul, Mycologia 79: 801 (1987)  

الگــوي رشــدي  فاقــد CMAپرگنــه روي محــيط كشــت 

گل  PDAهاي هوايي، روي خاص و تا حدودي داراي داراي ريسه

فاقـد الگـوي رشـدي خـاص و فرورفتـه در       PCAسرخي و روي 

اسـپورانژيوم و  . ميكرومتـر  6–7قطر ريسـه اصـلي   . محيط كشت

   مرغي اي كروي، تخمريسه هايتورم. زئوسپور مشاهده نشد
  

 

گر متصـل شـده و تشـكيل    ها به همديكشيده، گاهي اين اندام تا

اي هـاي ريسـه  دهنـد، قطـر تـورم   اي مركب را ميهاي ريسهتورم

اي كشـيده تـا   هاي ريسـه ميكرومتر و طول تورم 13–28كروي، 

ها كروي، گاهي تقريبا كروي تا كشـيده،  اُاگُونيوم. ميكرومتر 110

هـا  اُاگُونيـوم  ميكرومتـر، ديـواره   20–30انتهايي و مياني، به قطر 
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ر، خارها به صـورت انگشـتي، مخروطـي، پسـتانك ماننـد و      خاردا

ها اغلـب  آنتريديوم. ميكرومتر 4–11ها گاهي دو شاخه، طول خار

اي، ياختـه آنتريـديوم اغلـب دراز و داراي    بن و گاهي زيرمادهتك

ها كروي، به تعداد يـك و  اُاُسپور. اتصال جانبي و پهن به اُاگُونيوم

گونيـوم، پرسـاز يـا ناپرسـاز، ضـخامت      به ندرت دو عدد در هـر اُاُ 

  ).4شكل (ميكرومتر  1–2ديواره اُاُسپور 

ــد روي محــيط كشــت   ــزان رش ــاي  CMAمي ــه  25در دم درج

  .متر در روزميلي 35سلسيوس 

اين گونه از خاك مزارع غلات در الجزاير جداسازي و معرفي 

اي از وجـود ايـن   و هيچ گزارش منتشر شده) Paul 1987(شده است 

  بنـابراين، در ايـن تحقيـق،   . ه در سـاير نقـاط دنيـا وجـود نـدارد     گون

 P. ornamentatum شود براي دومين بار در دنيا گزارش مي.  

در آناليزهاي فيلوژنتيكي، جدايـه مـورد بررسـي در ايـن     

 P. ornamentatum CBS 12266 ،P. amasculinumتحقيق بـا  

CBS 55288 ،P. hydnosporum وP. oligandrum CBS 

و بـا  ) 1شـكل  (در يك گروه فيلـوژنتيكي قـرار گرفتنـد     382.34

در بررسـي  . قابل تفكيـك نبودنـد   coxIو حتي  ITSناحيه  توالي

) Robideau et al. 2011(جامعي كه توسـط روبيـدو و همكـاران    

و  ITSها با اسـتفاده از ايـن تـوالي نـواحي     انجام گرفت، اين گونه

coxI بنـابراين، بـراي شناسـايي     .قابل تفكيك و شناسايي نبودند

اين . شناختي مورد استفاده قرار گرفتاين گونه مشخصات ريخت

ــهجدايــه از نظــر تشــكيل تــورم ريســه  ــه ســه گون   اي مركــب ب

P. acanthicum ،P. amasculinum  وP. oligandrum   شـباهت

 P. oligandrumولي به دليل وجود اُاُسپور پرساز از گونه  ،داشت

وجـود   ،همچنين). van der Plaats-Niternik 1981(تفكيك شد 

اي و نيـز شـكل و انـدازه خارهـا ايـن      بن و زيرمادهآنتريديوم تك

متمايز  P. amasculinumو  P. acanthicumجدايه را از دو گونه 

ــرد  ــه ). Paul 1987, van der Plaats-Niternik 1981(ك هم

ــت  ــات ريخ ــه   مشخص ــيف گون ــا توص ــه ب ــن جداي ــناختي اي   ش

P. ornamentatum )Paul 1987 ( از ايـن گونـه   . مطابقت داشـت

از خـاك يـك بـاغ بـادام در جـاده      ) IRAN 2589C(يك جدايـه  

  .اشنويه به دست آمد -اروميه

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

آنتريـديوم  . g هـا، هاي متصل به اُاگُونيـوم آنتريديوم. e–fاي، هاي ريسهتورم. Pythium ornamentatum (IRAN 2589C) :a–d -4شكل 

  ).ميكرومتر 10= ها مقياس(اُاگُونيوم با خار دو شاخه . jاُاگُونيوم با يك پستانك، . i، پرسازنا و پرسازاُاُسپورهاي . hاي و اُاگُونيوم،  زيرماده
Fig. 4. Pythium ornamentatum (IRAN 2589C): a–d. Hyphal swellings, e–f. Antheridia attached to oogonia, g. 

Hypogynous antheridium and oogonium, h. Plerotic and aplerotic oospores, i. Oogonium with a papilla, j. Oogonium 

with bifurcated spine (Bars = 10 µm). 
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Pythium stipitatum G. Karaca & B. Paul, FEMS 

Microbiol. Lett. 295: 164 (2009)  
فرورفتـه و داراي الگـوي    CMAپرگنه در محيط كشـت  

قطـر  . گـل داوودي  PDAشـعاعي، روي   PCAرشد شعاعي، روي 

. اسپورانژيوم و زئوسپور مشاهده نشد. ميكرومتر 5–7ريسه اصلي 

اي اغلب كروي و نسبتا روي و گـاهي كشـيده تـا    ريسه هايتورم

اي و در مواردي دمبلي شكل، اغلـب انتهـايي در مـواردي    استوانه

ها داراي ديواره صـاف،  اُاگُونيوم. ميكرومتر 11–25 مياني، به قطر

، كــروي، اغلــب انتهــايي و )Papilla(پســتانك در مــواردي داراي 

هـا اغلـب   آنتريـديوم . ميكرومتـر  20–22گاهي ميـاني، بـه قطـر    

هـا اغلـب بـه صـورت     منشعب و مرجاني شكل، اتصال آنتريـديوم 

ن كـه در فواصـل مختلفـي از اُاگُونيـوم منشـا مـي       تك گيرنـد،  بـ

انشعابات پايه آنتريديوم در مقابل اُاگُونيوم به يك تا تعداد زيـادي  

  نسبتا پرساز،   صورت به اُاُسپورها. شودآنتريديوم ختم ميياخته 

 

 

 
پرساز و ناپرسـاز، معمـولا منفـرد و گـاهي دو اُاُسـپور درون يـك       

ها اُاُسـپور  ميكرومتـر، ضـخامت ديـواره    11–23اُاگُونيوم، به قطر 

  ).5شكل (كمتر از يك و حداكثر تا يك ميكرومتر 

ــد روي محــيط كشــت   ــزان رش ــاي  CMAمي ــه 25در دم  درج

  .متر در روزميلي 17سلسيوس 

بــن و هـاي تـك  ايـن گونـه از نظـر دارا بــودن آنتريـديوم    

 P. minus )Ali-Shtayehمرجاني شكل شباهت بسياري به گونه 

& Dick 1985 (شــناختي  هــاي ريخــتدارد، امــا داراي تفــاوت

اغلـب   P. stipitatumاي در گونـه  هاي ريسهتورم. مشخصي است

اغلـب   P. minusكروي و انتهايي هستند، در حالي كـه در گونـه   

اي، هـاي ريسـه  همچنين، انـدازه تـورم  . باشندكشيده و مياني مي

ــوم ــه  اُاگُوني ــپورها در گون ــا و اُاُس ــزرگ P. stipitatumه ــر از ب   ت

P. minus اشند بمي)Ali-Shtayeh & Dick 1985.(  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

اُاُسپور درون . dها، هاي مرجاني شكل و اُاگُونيومآنتريديوم. b–cاي، هاي ريسهتورم. Pythium stipitatum  (IRAN 2391C) :a -5شكل 

  ).ميكرومتر c  =20ميكرومتر،  e  =10و  a ،b ،d :هامقياس(دو اُاُسپور درون يك اُاگُونيوم . eاُاگُونيوم، 
Fig. 5. Pythium stipitatum (IRAN 2391C): a. Hyphal swellings, b–c. Corolloid antheridia and oogonia, d. Ooospore 

inside oogonium, e. Two oospores inside an oogonium (Bars: a, b, d and e = 10 µm, c = 20 µm). 
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كي نيز اين دو گونه كاملا جدا از هم بـوده  از نظر فيلوژنتي

اين گونه براي نخستين بـار در  ). 1شكل (و قابل تفكيك هستند 

هاي فرانسه، رست از كشورو به عنوان يك گونه پوده 2009سال 

و ) Karaca et al. 2009(تونس، هند و تركيه گزارش شده اسـت  

در توصـيف  اگرچـه  . اين دومين گزارش از اين گونه در دنيا است

هـا بـه فراوانـي مشـاهده و      در اُاگُونيـوم  پسـتانك اصلي، تشـكيل  

 ،گزارش شده است، اما در جدايه مـورد بررسـي در ايـن تحقيـق    

از اين گونه تعـداد  . بودند پستانكها داراي  تعداد كمي از اُاگُونيوم

 CUUو IRAN 2391C(سه جدايه به دست آمد كـه دو جدايـه   

هـر سـه جدايـه    . لي انتخـاب شـدند  هاي مولكـو  براي بررسي) 23

فرنگي در شهرستان  مربوط به اين گونه از خاك يك مزرعه گوجه

 .خوي به دست آمد

 

 

 

 14جدايه متعلق بـه   200در اين تحقيق، مجموعا حدود 

و تعدادي گونه جديد احتمالي نيـز   هشناخته شد Pythiumگونه 

منـاطق  نتايج نشان داد كه در خـاك  . آوري و مطالعه گرديد جمع

برداري شده تعداد قابـل تـوجهي گونـه مربـوط بـه جـنس        نمونه

Pythium تـوان اطلاعـات   هاي بيشتر، ميوجود دارد كه با بررسي

هـاي اسـتان آذربايجـان    تري در زمينه فلور پيتيومي خـاك دقيق

 P. ultimumها از جملـه  تعدادي از اين گونه. غربي به دست آورد 

ان بيمارگرهاي گيـاهي شـناخته   به عنو P. aphanidermatumو 

هاي جديد معرفـي شـده بـراي فلـور ايـران       از گونه. هستند شده

هـا  انگـل قـارچ   P. ornamentatumو  P. nunnهـايي ماننـد   گونه

هـا  هستند، در حالي كه بايستي رفتار انگلي احتمالي برخي گونـه 

هـاي  روي گياهان يا قارچ P. stipitatumو  P. minusمانند گونه 

  .مارگر گياهي، مورد بررسي قرار گيردبي
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