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 "مقاله پژوهشی"

( در کنترل Taxus baccataهای اندوفیت جداسازی شده از سرخدار بومی ایران )نقش قارچ
 Fusarium oxysporumزیستی قارچ بیمارگر 
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های باشد. تحقیقات نشان داده که  سرخدار با قارچبرگان بومی ایران است. این گیاه منبع اصلی داروی ضد سرطان تاکسول میدرخت سرخدار از سوزنیمقدمه: 
ش دسترسی مواد غذایی، مقاومت به دهند سبب افزایای که در اختیار میزبان خود قرار میهای ثانویهها با تولید متابولیتزی همزیستی دارد. این اندوفیتدرون

های جدیدی با پتانسیل تولید ترکیبات تواند در جهت کشف گونهمی ریزجاندارانشوند. جداسازی و توصیف این نوع از های محیطی میها و تنشآفات، بیماری
های اندوفیت جداسازی شده از های سیستمیک و اثرات آنتاگونیستی قارچکشبنابراین، پژوهش حاضر به منظور بررسی تأثیر قارچ ضدمیکروبی مهم باشد.

 صورت پذیرفت. Fusarium oxysporumسرخدار علیه قارچ بیمارگر 
ها از دو گروه از گیاهان استفاده شد که جداسازی اندوفیتدانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان انجام شد. برای  این پژوهش درها: مواد و روش

پاشی برگی و در سه دوره به و فوزتیل آلومینیوم( و شاهد بود. اعمال تیمارها به صورت محلول TS-شامل گیاهان تیمار شده با قارچکش سیستمیک )رورال
های ، ساقه و برگ گیاهان آزمایشی جهت جداسازی اندوفیت استفاده شد. از اندوفیتهای ریشهپاشی، از بخشفاصله هفت روز انجام گردید. پس از اتمام محلول

های منتخب و تأثیرگذار استفاده شد. در نهایت شناسایی مولکولی سویه F. oxysporumجداسازی شده منتخب نیز جهت تعیین درصد بازدارندگی علیه بیمارگر 
 های اندوفیت جداسازی شده انجام شد.از قارچ

های مولکولی، پنج های اندوفیت جداشده از گیاهان سرخدار دارای قدرت مهار رشد بیمارگر بودند. بر اساس بررسینتایج نشان داد که تمامی قارچها: افتهی
های ده از نمونههای شناسایی شبودند. قارچ Colletotrichumو  Fusarium ،Phomopsisهای های اندوفیت شناسایی شده متعلق به جنسسویه از قارچ

 81/71با  Fusarium solaniهای شناسایی شده، قارچ کش فوزتیل آلومینیوم تیمار شدند، بیشترین تأثیر بازدارندگی را نشان دادند. از بین قارچگیاهی که با قارچ
دست آمد. کمترین میزان بازدارندگی با به TS-رورالکش سیستمیک درصد مهارکنندگی، بالاترین قدرت بازدارندگی را داشت که از سرخدار تیمار شده با قارچ

 جداسازی شده از گیاهان شاهد حاصل شد. .Phomopsis spدر قارچ اندوفیت  97/12درصد بازداری 
 F. oxysporumهای اندوفیت جداسازی شده از سرخدار بومی ایران، توانایی بالایی برای مقابله بیولوژیک علیه بیمارگر با استناد به نتایج، قارچگیری: نتیجه

زی، از گیاه در برابر بیمارگرها های درونصورت غیرمستقیم با همراهی قارچهای سیستمیک مورد آزمایش بهکشرسد قارچدارند. علاوه بر این، به نظر میرا 
 نمایند.محافظت می

 
 Fusarium solaniهای اندوفیت، ، سرخدار، فوزتیل آلومینیوم، قارچTS-رورال کلیدی: هایواژه

 
 مقدمه

( گیاهی بازدانه، متعلق به .Taxus baccata Lسرخدار )
این  برگان بومی ایران است.و از معدود سوزنی Taxaceaeتیره 

های گیاه بجز گیاه همیشه سبز و کند رشد است. تمامی اندام
شود( حاوی میوه تازه آن )که به آن اصطلاحاً آریل گفته می

ها ها و رزینها، تاننترپنوئیدها، لیگاناز آلکالوئیدها، دیترکیبی 
منبع  این گیاه .(25) سازدباشند که آنها را به شدت سمی میمی

باشد. تاکسل )تاکسول( میاولیه تولید داروی ضدسرطان پاکلی
های در درمان سرطان ثر ویژهداروی ضدسرطان با ا تاکسول،

یک آلکالوئید  این ماده(. 37) استسینه، رحم، ریه و مثانه 
 و همکاران  Wani ترپنوئید طبیعی است که اولین بار توسطدی

 . (42) جدا شد Taxus brevifoliaاز پوست درخت 
هایی محققان دریافتند که درخت سرخدار با میکروارگانیسم

همزیستی دارد که برخی از آنها توانایی تولید تاکسول را دارند. 
های تولیدکننده زمینه منجر به کشف قارچتحقیقات در این 

های اندوفیت تمام و یا بخشی از چرخه قارچ (.15تاکسول شد )
زندگی خود را درون سلول و یا بین سلول در بافت زنده گیاه 

که باعث ایجاد بیماری و یا برند بدون اینمیزبان به سر می

ها با تولید این میکروارگانیسم (.32آلودگی در گیاه میزبان شوند )
دهند ای که در اختیار میزبان خود قرار میهای ثانویهمتابولیت

ها، سبب افزایش دسترسی مواد غذایی، مقاومت به آفات، بیماری
شوند های محیطی از قبیل شوری، اسیدیته و خشکی میتنش

های اندوفیت سرخدار از سراسر (. تعداد زیادی از قارچ29،41)
و تولید تاکسول توسط آنها اثبات گردیده جهان جداسازی شده 

 Pestalotiopsis هایقارچبه  تواناست. از آن جمله می

microspore  جدا شده ازTaxus wallachiana (39 قارچ ،)
Fusarium solani  جدا شده ازTaxus celebica (7 و )

Taxomyces andreanae استخراج شده از گیاه 
Taxus brevifolia (6 )علاوه بر خواصی که برای  کرد. اشاره

ها توان قابل توجهی برای های اندوفیت ذکر شد، این قارچقارچ
جداسازی و توصیف این  ،بنابراین زا دارند.کنترل عوامل بیماری

های کشف گونهدر جهت  تواندها مینوع از میکروارگانیسم
 (.40) مهم باشدتولید ترکیبات ضدمیکروبی  تواناییجدیدی با 

 زایهای بیماریم از مهمترین قارچهای جنس فوزاریوقارچ
گیاهی هستند که باعث پژمردگی و از بین رفتن گیاهان 

(. در اغلب کشورها، بیماری پژمردگی 34و  30، 20شوند )می

 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعی ساري
هاي ایرانشناسی جنگلبوم  
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از عوامل اصلی  Fusarium oxysporumبا عامل  فوزاریومی
ارچ در این قو  لید گیاهان زراعی و باغی بودهمحدودکننده تو

امروزه  (.11) قرار دارد گیاهی بیمارگرهای مهمقارچ  10 ردیف
توانند می F. oxysporumزای تکامل یافته عوامل بیماری

منجر به خسارات ویران کننده و جبران ناپذیری در محصولات 
 (.31باغی و زراعی شوند )

در حال حاضر برای کنترل بیماری پژمردگی فوزاریومی 
گرفته شده است. یکی کار های مختلفی در کشاورزی بهراهبرد

 قبل از کشت با است کهخاک شیمیایی  از این موارد ضدعفونی
 کاربندازیم ومتیل بروماید، بنومیل  :مانند سموم طیف وسیعی از

های اخیر در بسیاری از کشورها، گیرد. لیکن در سالانجام می
بروماید و  استفاده از برخی سموم تدخینی مانند متیل

هایی نظیر بنومیل به دلیل خطرات زیست محیطی کشقارچ
های کشقارچ(. 26)است  شدهگسترده، کاملاً منسوخ 

سیستمیک به صورت جذب فعال در شیره گیاهی و کوتیکول 
های کششوند. کاربرد قارچنفوذ کرده و در گیاه توزیع می

جمله: های گیاهی مزایایی از سیستمیک در کنترل بیماری
های کش در تمام قسمتدرمان شیمیایی بیماری، توزیع قارچ

ها همچنین کش(. این قارچ18گیاه و دوام بیشتر اثر آن دارد )
توانند وارد فضای سیتوزول شده و موجب مرگ سلول قارچ می

ها کشها به این قارچ(. یکی از عوامل حساسیت قارچ38گردند )
. همچنین (10) باشدسترول در غشای سلولی میوجود ارگوا
های سیستمیک موجب بازدارندگی از سنتز کشبرخی قارچ
نماید. باید توجه ها شده و تقسیم سلول را مختل میمیکروتوبول

ها این است کشداشت که عامل اصلی تفاوت در اثربخشی قارچ
 کشی، مسیر بیوسنتز ارگواسترول را در مراحلهر گروه قارچ

(. از معایب استفاده از این ترکیبات 14کند )متفاوتی مختل می
توانند از القای بیماری این مواد شیمیایی میاین است که 

کنند. جلوگیری کنند اما گیاه را پس از آلوده شدن، درمان نمی
های همچنین ممکن است این ترکیبات روی میکروارگانیسم

ی از آنها در زنجیره غذایی مفید خاک تأثیر بگذارند یا اینکه برخ
حرارتی خاک بر برخی از این معایب گندزدایی  یابند.تجمع می
تواند کند اما این عیب را دارد که غیرانتخابی است و میغلبه می

. استفاده از (26) اثرات نامطلوبی بر کیفیت خاک داشته باشد
های انواع گیاهان مقاوم، به عنوان مثال گیاهان حامل ژن

، در حال حاضر از نظر اقتصادی، اکولوژیکی و کنترل تممقاو
های مؤثر است. با این حال، این نوع مقاومت بیماری جزو روش

شوند به ندرت پایدار بوده و دیر یا زود نژادهای جدیدی ظاهر می
 .(10کنند )که بر مقاومت گیاه در برابر بیمارگر غلبه می

محدودیت رویکردهای کنونی بیماری پژمردگی فوزاریومی، 
کند. یک های جایگزین را تشدید مینیاز به توسعه روش

های اندوفیت قارچاستراتژی جایگزین مناسب، استفاده از 
 Fusariumجنس فوزاریوم مانند های مفید هگونبخصوص 

solani ت های اندوفیت به دلیل توانایی در حفاظباشد. قارچمی
. (17ای در حال مطالعه هستند )طور فزایندهاز گیاهان، به

ها و گیاهان میزبان، روابط آنها همزیستی طولانی مدت اندوفیت
توانند ها میکه اندوفیتطوریکند، بهرا پیچیده می

های ثانویه فعال مشابه گیاهان میزبان را تولید کنند متابولیت
های اندوفیتی ها نشان داده که بسیاری از جمعیتپژوهش(. 40)

موجب تحریک رشد گیاهان شده و همچنین با تولید 
و عوامل ضدقارچی و ضدباکتریایی سبب  های گیاهیهورمون

ها به اثر اندوفیت (.5)شوند میمهار زیستی بیمارگرهای گیاهی 
له عنوان عوامل مهارکننده زیستی تابع عوامل مختلفی از جم

های میزبان، الگوی کلونیزاسیون میزبان، توانایی القای ویژگی
باشند مقاومت سیستمیک و توانایی حرکت به درون میزبان می

(4.) 
 Trichodermaهای مختلف قارچ در بررسی رقابت جدایه

harzianum  با قارچFusarium oxysporum  مشخص شد
توسعه بیمارگر شدند و های قارچ تریکودرما مانع رشد که جدایه

 Piriformosporaالقای قارچ اندوفیت  علاوه بر این، (.19)

indica ( در گیاه موزMusa spp. سبب ایجاد مقاومت در برابر )
F. oxysporum شداکسیدانی افزایش فعالیت آنتی از طریق 

ها که توجه به این نکته ضروری است که برخی از قارچ (.8)
های گیاهی اندوفیت هستند، ممکن است برای بعضی از گونه

های (، زیرا وجود ژن2زا باشند )های دیگر بیماریبرای گونه
زایی و یا ویرولانس، تعیین کننده پدیده بیمارگری در بیماری

نیز برای  F. oxysporumهای ه(. برخی از گون1گیاهان است )
زا بیماری لتوانند از گیاه در برابر عواممیمیزبان مفید هستند و 

تواند محافظت کنند. این قارچ به عنوان یک اندوفیت ریشه می
 Verticilliumزای آوندی مانند بیماری ناشی از عوامل بیماری

Dahlia زای های بیماریهو گونF. oxysporum  را کاهش
رست سال اخیر بررسی شده است که قارچ درون در چنددهد. 

F. oxysorum،  مانند  عوامل بیمارگریریشه را در برابر
Pythium ultimum (.10کند )نیز محافظت می 

ها به دلیل توانایی خود در حفاظت با شواهد موجود، اندوفیت
کننده عوامل کنترلبه عنوان  ،زااز میزبان در برابر عوامل بیماری

های جدید از اند. بنابراین جداسازی اندوفیتشناخته شده زیستی
تواند سبب های مختلف میسازی آنها با روشمگیاهان و یا مقاو

در پژوهش تولید ترکیباتی با فعالیت ضدمیکروبی بالا گردد. 
های اندوفیت قارچ آنتاگونیستی تغییرات میزان و قدرت ،حاضر

شده کش بررسی ای قارچدر گیاه سرخدار پس از اعمال تیماره
های کشبه تجزیه و تحلیل اثرات غیرمستقیم قارچ و

 سیستمیک از منظر تغییرات اندوفیتی پرداخته شد.
 

  هامواد و روش
های کشاین پژوهش به منظور بررسی تأثیر قارچ

های اندوفیت جدا شده از سیستمیک و اثرات آنتاگونیستی قارچ
های سیستمیک علیه کشهای سرخدار تیمارشده با قارچنهال

در دانشگاه علوم  Fusarium oxysporumقارچ بیمارگر 
کشاورزی و منابع طبیعی گرگان و در سه بخش انجام شد. 

های سرخدار بود. کش بر نهالل، اعمال تیمارهای قارچبخش او
های کامل تصادفی با دو تیمار این بخش در قالب طرح بلوک

( و فوزتیل آلومینیوم ppm 1) TS-کش سیستمیک رورالقارچ
(ppm 2 در سه تکرار اجرا گردید. اعمال )( و شاهد )آب مقطر

ه فاصله پاشی برگی و در سه دوره بتیمارها به صورت محلول
هفت روز انجام شد. بخش دوم آزمایش شامل جداسازی 

های گیاهان تیمارشده و تعیین درصد های اندوفیت از اندامقارچ
با  F. oxysporumها علیه بیمارگر بازدارندگی از رشد این قارچ

 مصطفی خوشحال سرمست و ، کامران رهنمانژاد، عظیم قاسممحبوبه آشناور
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روش کشت متقابل در شرایط آزمایشگاهی بود. بخش سوم 
های اندوفیت از قارچآزمایش نیز شناسایی مولکولی پنج سویه 

 جداسازی شده بود.
 های سیستمیککشهای سرخدار با قارچتیمار نهال

یکساله دار نهال سرخ انجام آزمایش ابتدا تعدادی منظوربه
ه ( و یکسان از نظر اندازTaxus baccata) گرگان بومی منطقه

ی کشت در اسفندماه در شرایط آب و هوایی گرگان در زمین اصل
های رشد، شد. پس از استقرار کامل گیاهان و ظهور اولین نشانه

های سیستمیک تیمار شدند. این کشگیاهان مذکور با قارچ
های کامل تصادفی با دو تیمار آزمایش در قالب طرح بلوک

با خریداری شده از شرکت آریا شیمی  TSقارچکش )رورال 
با  وارداتی شرکت مهان ام و فوزتیل آلومینیومپیپی 1غلظت 
ام و شاهد آب مقطر( در سه تکرار اجرا شد. پیپی 2غلظت 

پاشی برگی در تاریخ ها به صورت محلولکشاستفاده از قارچ
صورت  روز 7اردیبهشت آغاز و در سه دوره و به فاصله هر  15
قه و از سا روز پس از اعمال آخرین مرحله تیمارها، 7فت. گر

 نمونه تهیه شد.  های سرخدارنهالبرگ 
های اندوفیت از های گیاهی و جداسازی قارچکشت نمونه

 آنها
های گیاهی نمونهپس از اعمال تیمارهای آزمایشی، 

های کشت شده در مزرعه نهال از برگ و ساقهسرخدار 
نیز ن بیماری های سالم و بدوگیری از اندامآوری شد. نمونهمعج

متر، هایی به اندازه پنج سانتیصورت گرفت. پس از تهیه نمونه
های به به منظور جدا شدن خاک و سایر ذرات خارجی، نمونه

ی دقیقه با آب جاری شستشو داده شد. عمل ضدعفون 30مدت 
 70الکل  و با استفاده ازهود لامینار  شرایط ها درسطحی نمونه

ت درصد به مد 10درصد به مدت سه دقیقه و وایتکس تجاری 
ل ها با آب مقطر استریدقیقه صورت گرفت و سپس نمونه 15

ی، سطح ضدعفونیسه مرتبه شستشو داده شد. به منظور تأیید 
تکان  لیتر از آب مرحله آخر شستشو به مدت یک دقیقهمیلی 10

بر روی  کرولیتر از مایع شناور رویی آنمی 100داده شد و سپس 
 ،قرار داده شد تا در صورت عدم آلوده شدن PDAمحیط کشت 
 های گیاهی. نمونه(36ها تأیید گردد )نمونه سازیفرایند سترون

 PDAهای حاوی محیط کشت دیششده در پتری سترون
(Potato Dextrose Agar )ها در کشت شدند. تمامی کشت

 شدند. سلسیوس نگهداریدرجه  25و دمای تاریکی 
های گیاه خارج هایی که دو هفته پس از کشت از اندامقارچ

کشت  شدند به عنوان قارچ اندوفیت تلقی شده و سپس به محیط
PDA سازی جدید انتقال یافته و به روش نوک هیف خالص

ها، عمل شدند. به منظور اطمینان از خالص بودن کلونی
ها نیز مرتبه تکرار شده و تمام ایزولهسازی سه خالص
 گذاری شدند.شماره

های بررسی آزمایشگاهی فعالیت ضدقارچی اندوفیت 
 Fusarium oxysporumجداسازی شده در برابر بیمارگر 

های اندوفیت بر بیمارگر برای بررسی اثر آنتاگونیستی قارچ
F. oxysporum  در شرایط آزمایشگاهی از روش کشت متقابل

(Dual culture( استفاده شد )بدین منظور در یک طرف 12 .)
متر از به فاصله یک سانتی PDAپتری حاوی محیط کشت 

 5از آگار به قطر  قرصیبا استفاده از لوپ، ظرف پتری حاشیه 

با فاصله  و در طرف مقابل آن بیمارگرمتر حاوی میسلیوم میلی
ای از قارچ اندوفیت قرار داده شد. در ، جدایهمترهشت سانتی

تیمار شاهد، در یک سمت پتری قارچ بیمارگر و در سمت دیگر 
محیط کشت بدون میسلیوم قرار داده شد. این آزمایش در قالب 

. در آزمایشگاه اجرا گردیدطرح کاملاً تصادفی در سه تکرار 
ها تا زمان پتری مسدود شد.ها با پارافیلم سپس تمامی پتری

سطح محیط کشت از پرگنه قارچ بیمارگر در  ها رویرشد ریسه
نگهداری  سلسیوسدرجه  25با دمای  رنمونه شاهد، در انکوباتو

گیری قطر شدند. در انتها درصد بازداری از رشد میسلیوم با اندازه
در هر تیمار و با استفاده از رابطه زیر  پرگنه قارچرشد آخرین 

 :گردیدمحاسبه 
یوم رشد میسلیوم در پتری شاهد/)شعاع رشد میسلشعاع ]×100

لیوم در پتری شاهد([شعاع رشد میس-در حضور قارچ اندوفیت  
 

جداسازی شده از  های اندوفیتشناسایی مولکولی قارچ
 پنج :PDBهای اندوفیت در محیط کشت قارچ سرخدار

ت انجام های اندوفیت استخراج شده از سرخدار جهنمونه از قارچ
ن . ایشدندهای مربوط به شناسایی مولکولی انتخاب آزمایش

 TR41و  TB03 ،TR21 ،TR23 ،TF38ها به اختصار، نمونه
ون های خالص شده برای تهیه سوسپانسیکلونینامیده شدند. 

های قارچ مورد استفاده قرار گرفتند. برای تهیه سوسپانسیون از
متر از یسانت 5/0×5/0ای شکل به ابعاد اندوفیت، دو قطعه دایره

لیتری میلی 100های های قارچی جدا شده و به ارلنایزوله
 PDB (Potato مایع محیط کشتلیتر میلی 50حاوی 

Dextrose Brothها روی شیکر با ( انتقال داده شد. کشت
ی و تاریک سلسیوسدرجه  25دور در دقیقه، دمای  110سرعت 

روز نگهداری شدند. پس از گذشت این زمان،  21به مدت 
ه کاغذ با استفاده از سه لای PDBهای رشد یافته در محیط قارچ

مایع کوبیده شد تا برای  صافی خشک شده و با ازت
 مولکولی مورد استفاده قرار گیرد.  هایآزمایش

ای پلیمراز ژنومی و واکنش زنجیره DNAاستخراج 
(PCR):  استخراجDNA  ژنومی به روشCTAB  انجام گرفت
ها از آغازگرهای در قارچ ITS(. جهت بررسی حضور ژن 28)

 :ITS5 (Forwardاختصاصی 

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ) وITS4 
(Revers: TCCTCCGCTTATTGATATGC ) استفاده

 Masterسازی پرایمر مورد نظر به همراه پس از رقیق گردید.

mix Red amplicon  شرکت(Ampliqon،  )کشور دانمارک
در حجم نهایی  PCRژنومی و آب مقطر در دستگاه  DNAو 

دقیقه  5به مدت  PCR. مخلوط (33) مایکرولیتر قرار گرفت 25
 94سیکل در دمای  35و سپس  سلسیوسدرجه  94 در دمای

ثانیه  30درجه به مدت  59ثانیه،  30به مدت سلسیوس درجه 
 72دمای  یک چرخه ثانیه و در نهایت 30مدت  درجه به 72و 

 PCRآنالیز محصول  شد.انجام دقیقه انکوبه  15درجه به مدت 
( در بافر Bio Radدرصد و دستگاه الکتروفورز ) 1در ژل آگارز 

TBE  (. 45صورت گرفت ) 85با ولتاژ 
یابی به برای انجام توالی PCRدست آمده از محصولات به

سازی و سپس یشگام ارسال، خالصشرکت زیست فناوری پ
های ارسالی توسط شرکت با سایر یابی گردید. توالیتوالی

 مصطفی خوشحال سرمست و ، کامران رهنمانژاد، عظیم قاسممحبوبه آشناور
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 Neucleotideدر قسمت  NCBIهای موجود در پایگاه توالی

BLASTوجود های م، بلاست شده و میزان تشابه با سایر توالی
ها و حذف خطاهای تعیین توالی در بانک جهانی بررسی گردید.

 صورت گرفت. Chromasافزار احتمالی با نرم
 هاتجزیه و تحلیل داده

نسخه  SPSS افزارهای به دست آمده با استفاده از نرمداده
ها با آزمون حداقل تجزیه و تحلیل شده و میانگین داده 20

 .ردیدگمقایسه  %5( در سطح احتمال LSDدار )تفاوت معنی
 رسم شد. Excelافزار ارها نیز توسط نرمنمود

 
 نتایج و بحث

 های گیاهیبافت یمؤثر بودن روش ضدعفونی سطح
د های گیاهی نشان داسطح بافت گندزداییآزمایش بررسی 

ین در طول ا ساپروفیتهای که اغلب یا تمام میکروارگانیسم
های گیاه روش ضدعفونی حذف شدند. پس از ضدعفونی اندام

سرخدار، هیچگونه رشد میکروارگانیسمی روی محیط کشت 
PDA  سلسیوس درجه  25پس از دو هفته نگهداری در دمای

های دهنده این است که باکتریکه این امر نشان ،مشاهده نشد
نی توانند پس از ضدعفوفیت و ساپروفیت نمیهای اپیو قارچ

توان نتیجه گرفت رشد کنند. بنابراین با اطمینان بیشتری می
های های این گیاه، قارچهای استخراج شده از اندامکه قارچ

 باشند.می رستاندوفیت یا درون
 
 

های های آزمایشگاهی فعالیت ضدقارچی اندوفیتبررسی
در برابر بیمارگر  از سرخدار جداسازی شده

F.oxysporum  
 از ساقه و برگ گیاهانقارچ اندوفیت جدایه  28طور کلی به

و توان بازدارندگی آنها بر رشد میسلیومی  ا شدهسالم سرخدار جد
در شرایط آزمایشگاهی سنجیده شد. بر  F. oxysporumقارچ 

(، تمام 1اساس نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس )جدول 
های نهالهای اندوفیت جداسازی شده پس از تیمار قارچ

داری از رشد یطور معنبه ،های سیستمیککشبا قارچسرخدار 
در روش  PDAمیسلیومی قارچ بیمارگر فوزاریوم روی محیط 

مقایسه  نمودارکشت متقابل جلوگیری کردند. نتایج حاصل از 
کش در ارچ( نشان داد که بین تیمارهای ق1 شکل) میانگین

داری وجود لیوم بیمارگر، اختلاف معنیبازدارندگی از رشد میس
های درصد بازدارندگی در قارچکه بیشترین طوری. بهداشت

فوزتیل کش سیستمیک قارچگیاه میزبان با اندوفیتی که
های . پس از آن نیز قارچ، مشاهده شدتیمار شدندآلومینیوم 

کش سیستمیک های تیمار شده با قارچاندوفیت حاصل از نهال
بالاترین درصد بازداری از رشد بیمارگر را به خود  TS-رورال

در نهایت نیز کمترین میزان ممانعت از رشد اختصاص دادند. 
با آب گیاهان قارچ بیمارگر فوزاریوم در تیمارهای شاهد که 

این نتایج نشان داد که . گردیدشدند، مشاهده  مقطر اسپری
های اندوفیت های سیستمیک در تولید قارچکشاستفاده از قارچ

یمارگرها های اندوفیت در جهت مبارزه با بتر یا تقویت قارچقوی
ها در برابر ترین قارچکه بازدارندهطوری. بهعمل کرده است
اعمال تیمارهای  جداسازی از گیاهان با بیمارگر، پس از

 کش حاصل شد.قارچ
 

 Fusarium oxysporumهای اندوفیت سرخدار در برابر قارچ بیمارگر تجزیه واریانس اثر قارچکش بر درصد بازداری قارچ  -1 جدول
Table 1. Analysis of variance of fungicide effect on inhibitory percentage of yew endophytic fungi against Fusarium 

oxysporum 

 درصد بازداری آزادیدرجه  منابع تغییرات
 **3707/70 2 کشتیمارهای قارچ

64/15 27 خطا  

93/10 - ضریب تغییرات )%(  

 درصد 1دار در سطح احتمال معنی: **
 

 

 

 
 Fusarium oxysporumی از رشد قارچ های سیستمیک بر درصد بازدارکشمقایسه میانگین تأثیر قارچ -1 شکل

 داری ندارند(با هم اختلاف معنی LSDآزمون  %5های دارای حداقل یک حرف مشترک، در سطح )میانگین
Figure 1. Comparison of the mean effect of systemic fungicides on the growth inhibition of Fusarium oxysporum 

(Means with at least one common letter were not significantly different at the 5% level of the LSD) 
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های سیستمیک قادرند بصورت جذب فعال در کشقارچ
(. 38شیره گیاهی و کوتیکول نفوذ کرده و در گیاه توزیع گردند )

ها، وجود کشها به این قارچیکی از عوامل حساسیت قارچ
باشد. عامل اصلی تفاوت در میارگواسترول در غشای سلولی 

کشی، مسیر ها این است که هر گروه قارچکشاثربخشی قارچ
بیوسنتز ارگواسترول را در مراحل متفاوتی )بازدارندگی از 

دمتیلاز( -نوسترول اناسکوالن اپوکسیداز یا بازدارندگی از لا
. در مطالعاتی بطور مستقیم به نقش (14کند )مختل می

های قارچی در گیاهان اشاره شده اهش بیماریها در ککشقارچ
توان به کاهش میزان پوسیدگی سیاه ریشه است. از آن جمله می

( با استفاده از Fusarium solaniنخود )قارچ بیمارگر 
(. همچنین گزارش 21های بنومیل و رورال اشاره کرد )کشقارچ

کش سیستمیک متالاکسیل در کنترل شده است که قارچ
مؤثر هستند  Pythiumزی نظیر زای درونی بیماریهاقارچ

های سیستمیک محسوب کش(. فلوتانیل نیز که جزو قارچ43)
های گونه رایزوکتونیا بسیار موفق شود، در مقابله با قارچمی
ها کش(. مطالعات بسیاری به نقش مستقیم قارچ46باشد )می

ذکر شد  گونه کههای گیاهی پرداختند. هماندر کاهش بیماری
ها از منظر تغییر قدرت کشدر مطالعه حاضر به نقش قارچ

که طوریهای اندوفیت پرداخته شده است. بهبیولوژیکی قارچ
های های سیتمیک ماهیت و توان قارچکشاستفاده از قارچ

اندوفیت را تغییر داده و اثر مهارکنندگی آنها را بر روی قارچ 
  زایش داده است.بیمارگر در شرایط آزمایشگاهی اف

 

  
 پس از هفت روز F. oxysporumی از رشد قارچ بیمارگر جدا شده از سرخدار در بازدار TR41و ب(  TB03الف( ت های اندوفیاثر قارچ -2شکل 

 PDAبر روی محیط کشت 
Figure 2. Effect of endophytic fungi a) TB03 and b) TR41 isolated from yew on growth inhibition of F. oxysporum after 

7 days on PDA 
 

های اندوفیت استخراج شده از در بررسی تمام قارچ
های سیستمیک مشخص شد کشهای تیمار شده با قارچنهال

های اندوفیت نیز در میزان مهار رشد قارچ بیمارگر که بین قارچ
Fusarium oxysporum داری وجود دارد. نتایج اختلاف معنی

دهد که بالاترین نشان می (2)جدول  جدول مقایسه میانگین
به دست آمد  TR41درصد مهار رشد بیمارگر در قارچ اندوفیت 

های اندوفیت بود. این داری با سایر قارچکه دارای اختلاف معنی
-کش سیستمیک رورالقارچ از نهال سرخدار تیمار شده با قارچ

TS  جدا گردید. پس از آن نیز قارچTF38  دارای بیشترین

بیمارگر بود. این قارچ نیز پس از تیمار درصد بازدارندگی رشد 
نهال سرخدار با قارچکش سیستمیک فوزتیل آلومینیوم حاصل 
شد. کمترین میزان درصد مهار رشد میسلیوم قارچ فوزاریوم در 

های بود که از نهال TB03شرایط آزمایشگاهی مربوط به قارچ 
های سیستمیک( کشسرخدار گروه شاهد )بدون استفاده از قارچ

های سیستمیک کشبنابراین استفاده از قارچ به دست آمد.
صورت علاوه بر اثر مستقیم بر بیمارگرهای گیاهی، به

زی برای های درونغیرمستقیم نیز سبب افزایش قدرت قارچ
 مقابله با مهاجم خواهند شد. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F. o. TR41 
F. o. TB03 

 ب الف
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 Fusarium oxysporumقارچ بیمارگر های اندوفیت بر درصد بازداری از رشد تأثیر قارچ اشتباه معیار( ±) مقایسه میانگین -2جدول
Table 2. Comparison of the mean (±SE) effect of endophytic fungi on the percentage of growth inhibition of 

Fusarium oxysporum 
 بازداری از رشد میسلیوم بیمارگردرصد  های اندوفیت سرخدارقارچ کشتیمارهای قارچ

T0 
 )آب مقطر(

TB93 13/48±0/53lm  
TB02 35/69±6/33ij 

TB10 32/07±1/89j 

TB03 12/97±0/87m 

TB21 15/83±2/47lm 

TB22 22/03±0/55k 

TB31 18/96±3/44kl 

TB17 22/16±3/38k 

T1 
 (TS-کش رورال)قارچ

TR32 44/35±0/24gh 

TR11 46/17±1/45e-h 

TR13 46/36±3/55e-h 

TR23 46/34±1/06e-h 

TR14 47/10±3/32e-h 
TR44 44/95±1/41gh 

TR31 44/72±0/93gh 

TR21 52/12±0/86cde 

TR54 41/56±0/05hi 

TR41 71/82±0/86a 

T2 
 کش فوزتیل آلومینیوم()قارچ

TF51 53/55±1/79bcd 

TF53 13/49±0/75lm 

TF32 19/11±1/22kl 

TF63 50/88±1/16c-f 
TF67 55/04±1/57bc 

TF83 12/91±0/77m 

TF16 16/38±0/33klm 

TF26 48/14±1/01d-g 

TF65 43/44±1/22gh 

TF38 58/65±2/63b 

 داری ندارند.با هم اختلاف معنی LSDآزمون  %5های دارای حداقل یک حرف مشترک، در سطح میانگین
 

تواند سبب های اندوفیت میها و یا قارچاستفاده از باکتری
ها به عنوان (. اثر اندوفیت5زا گردد )کنترل عوامل بیماری

های مهارکننده زیستی، تابع عوامل مختلفی از جمله ویژگی
میزبان، توانایی القای مقاومت میزبان، الگوی مکانیزاسیون 

(. 4باشد )سیستمیک و توانایی حرکت به درون میزبان می
های اندوفیت به دلیل توانایی در کمک به سلامت گیاهان قارچ

طور مثال قارچ ای در حال مطالعه هستند. بهطور فزایندهبه
قادر به ایجاد مقاومت در  Piriformospora indicaاندوفیت 

Musa spp.  در برابرF. oxysporum  به وسیله افزایش فعالیت
(. از سوی دیگر قارچ اندوفیت 8اکسیدانی است )های آنتیآنزیم

F. oxysporum  سویهEF119  به عنوان یک عامل 
کننده زیستی برای گیاهان گوجه فرنگی در برابر کنترل

کند عمل می Phytophthora infestansها مانند اوومایست
 (. در پژوهشی دیگر مشخش شد که قارچ23)

F. oxysporum تواند بیماری به عنوان یک اندوفیت ریشه می

 Verticilliumزای آوندی مانند ناشی از عوامل بیماری

Dahlia زای های بیماریو سویهF. oxysporum  را کاهش
همچنین ریشه را در برابر  F. oxysorumدهد. قارچ اندوفیت 

کند نیز محافظت می Pythium ultimumنند بیمارگرهایی ما
(10.) 

های مختلف تریکودرما با قارچ در بررسی رقابت جدایه
Fusarium oxysporum های قارچ مشخص شد که جدایه

تریکودرما مانع رشد و توسعه بیمارگر شدند. مقایسه درصد 
 Trichoderma harzianumبازدارندگی نشان داد که جدایه 

 (. 19ان بازدارندگی برخوردار بود )از بیشترین میز
 های اندوفیتشناسایی مولکولی قارچ

آشکار ساخت که  PCR محصول یابی حاصل ازآنالیز توالی
جدایه مربوط به جنس  3 جدایه قارچ مورد بررسی، 5از 

Fusarium  های جدایه دیگر متعلق به جنس 2وPhomopsis 
 بودند. Colletotrichumو 

 
 

 های اندوفیت جداسازی شده از سرخدارشناسایی مولکولی قارچ -3جدول 
Table 3. Molecular identification of endophytic fungi isolated from yew 

 NCBIکد ثبت شده در  درصد شباهت شدهقارچ اندوفیت شناسایی کد

TR41 Fusarium solani 100 MT446060 
TF38 Fusarium brachygibbosum 100 MN452141 
TB03 Phomopsis sp. 5/98  AB640842 
TR21 Colletotrichum gloeosporioides 9/98  MH168336 
TR23 Fusarium proliferatum 100 MT560216 

 مصطفی خوشحال سرمست و ، کامران رهنمانژاد، عظیم قاسممحبوبه آشناور
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های اندوفیت شناسایی مقایسه قدرت آنتاگونیستی قارچ
 شده

های اندوفیت استخراج شده از سرخدار در تمامی قارچ
داری بر مهار رشد میسلیوم های تیمارشده و شاهد، اثر معنینهال

داشتند. بر اساس نمودار مقایسه  F. oxusporumقارچ بیمارگر 
( بیشترین درصد مهارکنندگی از رشد میسلیوم 3شکل میانگین )

که دارای  بود Fusarium solaniبیمارگر مربوط به قارچ 
. این قارچ از سرخدارهای درصد مهار رشد بیمارگر بود 81/71

حاصل شد. پس  TS-کش سیستمیک رورالتیمار شده با قارچ
، Fusarium brachygibbosumهای از آن نیز قارچ

Colletotrichum gloeosporioides ،Fusarium 

proliferatum  وPhomopsis sp. های بعدی قرار در رده
کنید کمترین میزان بازدارندگی داشتند. همانطور که مشاهده می

درصد مهارکنندگی  97/12با  .Phomopsis spمربوط به قارچ 
بود. این قارچ اندوفیت از نهال سرخدار در تیمار شاهد )آب 

 مقطر( استخراج شد.
 

 
 
 
 
 
 

 
 

های گیاهان محیطی را در داخل خود برای تنوع بالای قارچ
توانند در ها میکنند. این میکروارگانیسماندوفیت ایجاد می

های میزبان زندگی کنند بدون اینکه ها و ریشهها، شاخهبرگ
طور ها بهای به میزبان خود وارد کنند. این قارچصدمه

های آوندی و در برخی موارد در سیستمیک در آپوپلاست، بافت
وان مثال در کاکائویی (. به عن3داخل سلول گیاه ساکن هستند )

(Theobroma cacao L.که در برزیل رشد می ) کند، مشاهده
های اندوفیتی متعلق به چندین گروه شد که گیاهان دارای قارچ

 Acremonium spp. ،Colletotrichumمانند 

gloeosporioides ،Fusarium spp. ،Gliocladium ،
Lasiodiplodia theobromae ،Pestalotiopsis spp. ،

Trichoderma spp.  وVerticillium spp. ( 35هستند .)
به تازگی مورد  .Paeonia sppهای گیاهی تنوع اندوفیت

های مختلف قارچ شناسایی شد که بررسی قرار گرفت و جنس
و  Fusarium ،Phoma ،Alternariaترین آنها شامل فراوان

Pestalotiopsis ( 44بود .) 
ها و گیاهان میزبان، روابط اندوفیتمدت همزیستی طولانی
توانند ها میکه اندوفیتطوریکند. بهآنها را پیچیده می

های ثانویه فعال مشابه گیاهان میزبان خود تولید کنند متابولیت
تواند یکی از دلایل محافظت گیاه در برابر (. این امر نیز می40)

چ اندوفیت های اندوفیت تلقی گردد. قاربیمارگرها توسط قارچ
Taxomyces andreanae  جدا شده ازTaxus brevifolia 

(. همچنین در تحقیقی 27کند )ترکیب فعال تاکسول را تولید می

و  Acremonium ،Colletotrichumهای اندوفیت دیگر قارچ
Fusarium spp.  جدا شده ازTaxus baccata  نیز توانایی

بیمارگر را دارا بودند تولید تاکسول و محافظت از گیاه در برابر 
های جدا شده از گیاهان ترین اندوفیتطورکلی شایع(. به13)

، Colletotrichum ،Cladosporiumهای متعلق به جنس
Fusarium  وXylaria ( 24بودند .) 

ها که توجه به این نکته ضروری است که برخی از قارچ
است شوند، ممکن های گیاهی اندوفیت محسوب میبرای گونه
(. گروه دیگری از 2زا باشند )های دیگر بیماریبرای گونه

زای عوامل های غیربیماریهای برجسته، سویهاندوفیت
های توان به قارچها میباشند. از جمله این قارچزا میبیماری
 F. oxysporumاشاره کرد. به عنوان مثال  Fusariumجنس 

اهان سبب پوسیدگی یا زا در گیتواند به عنوان عامل بیماریمی
 هایپژمردگی ریشه شود. با این حال برخی از سویه

F. oxysporum توانند به عنوان اندوفیت در گیاه زندگی می
زی مانند محافظت های خاککرده و از گیاه در برابر بیماری

تواند همچنین می F. oxysporum(. قارچ اندوفیت 10کنند )
زا رقابت کند. با این حال سازوکارهای در تغذیه با عوامل بیماری

فرنگی دیگری نیز توسط این قارچ برای کنترل بیمارگر در گوجه
از طریق مقاومت ناشی از تولید جاسمونیک اسید، سالیسیلیک 

(. در بررسی دیگری مشخص 16و  9اسید و اتیلن وجود دارد )
 Solanumجدا شده از  F. solaniشد که قارچ 
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قارچ های اندوفیت جداسازی شده از سرخدار

 Fusarium oxysporumی از رشد قارچ شده از سرخدار بر درصد بازدار های اندوفیت استخراجمیانگین تأثیر قارچمقایسه  -3شکل 
 داری ندارند(با هم اختلاف معنی LSDآزمون  %5های دارای حداقل یک حرف مشترک، در سطح )میانگین

Figure 3. Comparison of the mean effect of endophytic fungi extracted from yew on the percentage of growth 
inhibition of Fusarium oxysporum 

(Means with at least one common letter were not significantly different at the 5% level of the LSD) 

 مصطفی خوشحال سرمست و ، کامران رهنمانژاد، عظیم قاسممحبوبه آشناور
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lycopersicum سبب محافظت گیاه در برابر قارچ بیمارگر 
F. oxysporum ( 22شد .) 

 گیرینتیجه
های اندوفیت که تمامی قارچنتایج پژوهش حاضر نشان داد 

جداسازی شده از گیاه سرخدار دارای قدرت بازداری از رشد 

های ین قارچبودند. از ب F. oxysporumمیسلیوم بیمارگر 
از بیشترین درصد  F. solaniاندوفیت شناسایی شده، قارچ 

های کشمهارکنندگی برخوردار بود. همچنین استفاده از قارچ
های طور مستقیم سبب مهار رشد قارچسیستمیک نه تنها به

های طور غیرمستقیم نیز با همراهی قارچشود بلکه بهبیمارگر می
 کند.بیمارگرها محافظت می اندوفیت، از گیاه در برابر
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: The yew tree is a native conifer of Iran. This plant is the main source of 
the anti-cancer drug Taxol. Research has shown that yew coexisted with endogenous fungi. These 
endophytes increase food availability, resistance to pests, diseases, and environmental stresses by producing 
secondary metabolites that they provide to their hosts. Isolation and characterization of this type of 
microorganism can be important to discover new species with the potential to produce antimicrobial 
compounds. Therefore, this study was performed to investigate the effect of systemic fungicides and 
antagonistic effects of endophytic fungi isolated from yew against the pathogenic fungus Fusarium 
oxysporum. 
Materials and Methods: This research was conducted in Gorgan University of Agricultural Sciences and 
Natural Resources. To isolate the endophytes, two groups of plants were used, including plants treated with 
systemic fungicides (Rovral-TS and Fosetyl aluminum) and control. Treatments were applied by foliar 
application in three periods with an interval of seven days. After foliar application, the root, stem, and leaf 
of experimental plants were used to isolate endophytes. Selected isolated endophytes were used to 
determine the percentage of inhibition against F. oxysporum. Finally, molecular identification of selected 
and effective strains from isolated endophytic fungi was performed. 
Results: The research results showed that all the endophytic fungi isolated from yew could inhibit pathogen 
growth. Based on molecular studies, five strains of identified endophytic fungi belonged to the genera 
Fusarium, Phomopsis, and Colletotrichum. Fungi which were identified from fosetyl aluminum-treated 
organs showed the most growth inhibitory effect. Among the identified fungi, Fusarium solani had the 
highest inhibitory power with 71.81% inhibition, which was obtained from yew seedlings treated with 
rovral-TS systemic fungicide. The least inhibitory effect was related to Phomopsis sp. with 12.97% 
inhibition. This fungus was isolated from yew seedlings in the control treatment. 
Conclusion: In general, the results showed that endophytic fungi isolated from native Iranian yew seedlings 
have a high ability to biologically control the pathogen F. oxysporum. In addition, the application of 
systemic fungicides not only directly inhibits pathogens, but strengthening endophytic fungi can protect the 
plant against pathogens as well. 
 
Keywords: Endophytic fungi, Fosetyl aluminum, Fusarium solani, Rovral-TS, Yew 
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