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 چکیده
از  1394-1395های مختلف سال های درختان کاج در شهر کرمانشاه، در فصل سرخشکیدگیهای قارچی دخیل در  منظور شناسایی عامل به

های مختلف گونه قارچی شامل ۀجدای 169 نتیجهدر . صورت گرفتها و جداسازی قارچ یبردار نمونه های بیماری، درختان کاج دارای نشانه

درصد(،  79/14جدایه )فراوانی  25با  Penicilium های مختلف جنسگونه درصد(، 26/24جدایه )فراوانی  41با  Aspergilus جنس

Microsphaeropsis olivacea  درصد(،  46/9جدایه )فراوانی  16باTrichoderma harzianum  جنس درصد(، 87/8 جدایه )فراوانی 15با 

Rhizopus  درصد(،  87/8جدایه )فراوانی  15باPaecilomyces variotii  درصد(،  32/5جدایه )فراوانی  9باMicrosphaeropsis protea  با

با هشت  Eupenicillium جنس درصد(، 73/4با هشت جدایه )فراوانی  Neoscytalidium dimidiatumدرصد(،  73/4هشت جدایه )فراوانی 

با شش  Cladosporium sphaerospermum درصد(، 14/4با هفت جدایه )فراوانی  Kalmusia variisporaدرصد(،  73/4جدایه )فراوانی 

درصد(  95/2با پنج جدایه )فراوانی  .Alternaria spدرصد( و  55/3با شش جدایه )فراوانی  .Pithomyces spدرصد(،  55/3جدایه )فراوانی 

جدایه از  16های قارچی تنها درختان کاج، در بین همۀ جدایه ۀهای بریدزایی روی شاخه بررسی آزمون بیماریبه دست آمد. در 

Microsphaeropsis olivacea هشت جدایه از ،Microsphaeropsis protea  و هفت جدایه ازKalmusia variispora ۀهای بریدروی شاخه 

درختان کاج نیز  ۀهای دوسالزایی در گلخانه روی نهال ها به اثبات رسید. آزمون بیماری ودن آنبا ز درختان کاج شانکر ایجاد کردند و بیماری

 داشتندهای بیماری  شده که نشانه زنی یهها بودند. از درختان ماهای این سه قارچ همگی قادر به ایجاد شانکر روی نهالصورت گرفت که جدایه

 یید شد.تأ ITS-rDNAشده با توالی یابی  های شناساییستی جدایهدر قارچ جداسازی و شناسایی شد. دوباره

 

 . Kalmusia  ،Microsphaeropsis،شناسایی مورفولوژیکی داخلی، ۀشد برداری نسخه ۀهای جداکنندتوالیزایی،  یماریب :کلیدی هایهواژ
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ABSTRACT 
During, 2015-2016 a general survey was conducted in Kermanshah province (west of Iran) in order to identify the 

fungi implicated in the dieback of pine trees. A sum of 169 fungal isolates was obtained from pine trees showing 

dieback symptoms. The most frequent species associated with pine trees were different species of Aspergilus (41 

isolates), different species of Penicilium (25 isolates), Microsphaeropsis olivacea (16 isolates), Trichoderma 

harzianum (15 isolates), Rhizopus (15 isolates), Paecilomyces variotii (nine isolates), Microsphaeropsis protea (eight 
isolates), Neoscytalidium dimidiatum (eight isolates), Eupenicillium (eight isolates), Kalmusia variispora (seven 

isolates), Cladosporium sphaerospermum (six isolates), Pithomyces sp. (six isolates) and Alternaria sp. (five 

isolates). Pathogenicity tests were carried out to determine the role of these species on detached. In pathogenicity 

tests under laboratory conditions, just isolates of M. olivacea, M. protea and K. variispora could infect inoculated 

branches at 25°C. Three isolates from each species were used for pathogenicity tests on two-year-old pine seedlings. 

A month after inoculation, symptoms developed as canker. Pathogens were re-isolated from all inoculated plants after 

observation of symptoms, thus completing Koch,s postulates. This is the first report of M. olivacea, M. protea and K. 

variispora as the causal agents of pine decline in Iran.  
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 مقدمه

سال است که  صدبه  نزدیکبیماری زوال درختان کاج 

های مختلفی  در مناطق مختلف جهان وجود دارد و عامل

هایی  بررسی 1943آن گزارش شده است. در سال  برای

های کاج صورت گرفت که روی خشکیدگی برگ

عنوان عامل  به Sphaeropsis sapineaهای جدایه

. (Waterman, 1943) شدند گزارش هاخشکیدگی برگ

عنوان  به Diplodia pinea ،در نبرسکا 1971در سال 

 کاجدرختان  ۀعامل بیماری خشکیدگی برگ و شاخ

بیماری . (Brookhouser & Peterson, 1971)گزارش شد 

کاج با عامل  های سوزنیشدن برگ ایقهوه

Cercoseptoria pini  که در آفریقا و آمریکای جنوبی

گسترش دارد، نخستین بار توسط گیبسون از آسیا 

قارچی  ۀ. گون(Gibson, 1979)گزارش شد 

Cyclaneusma minus بافت  نکروز عنوان عامل نیز به(

های درختان کاج از آفریقا اروپا، شاخ و برگ مردگی(

 DiCosmo)جنوب آمریکا و نیوزیلند گزارش شده است 

et al., 1983). طور عمده  این قارچ در آفریقای جنوبی به

های مرده گزارش شده عنوان یک پوده زیست در سوزن به

مرده های و آپوتسیوم در شاخه و برگ که پیکنیدیوم

 Sinclair et .(DiCosmo et al., 1983)شود تشکیل می

al. (1987) گزارش کردندهای خود  در نتایج بررسی، 

قادر به آلوده  Lophodermiumگونه از  بیستبیش از 

 ۀهای درختان کاج هستند، منتهی تنها گونکردن سوزن

L. seditiosum در  .عنوان بیمارگر اولیه معرفی کردند را به

عنوان  به Dothistroma septospora  مناطق گرمسیری

های گرمسیری گزارش و برگ کاجترین بیمارگر شاخ مهم

افزون  .(Ivory, 1987; Woods et al., 2005) شده است

شده، تعدادی از بیمارگرهای قارچی و یادبر بیمارگرهای 

، Fusarium circinatumقارچی از جمله  بهش

Phytophthora parasitica ،Ph. cinnamomi، 
Ph. boehmeriae  وPythium splendens عنوان  نیز به

 اندهای کاج گزارش شدهای روی نهال بیمارگرهای گلخانه

(Linde et al., 1994; Dick & Dobbie, 2002) در .

کاج شبه قارچ  نکشور شیلی عامل زوال درختا

Phytophthora pinifolia  گزارش شده که این بیمارگر

 Dipodia pineaطلبی همچون های فرصتبه همراه قارچ

 Durán et) دهد یفزایش مسرعت گسترش بیماری را ا

al., 2008) در ایران اگرچه تاکنون بررسی جامعی .

زوال درختان کاج صورت نگرفته است، اما  زمینۀدر

از بیمارگرهای مختلف روی درختان کاج در  ییها گزارش

از جمله  Pythiumهای مختلف ایران وجود دارد. گونه

P. vexans  وP. oligandrum یروم عنوان علل مرگ به 

 ,Ershad) ندابرگ گزارش شدهگیاهان جوان سوزنی

 Rhizoctonia solani ،زیهای خاکاز دیگر قارچ. (2009

دریای خزر  ۀدر ناحی است که سبب مرگ کاج ایرانی

های صورت گرفته . بررسی(Ershad, 2009) استشده 

های تر بعضی از قارچدر مناطق مرطوب ،دهدنشان می

برگان حمله بازیدیومیست نیز ممکن است به سوزنی

و  Fomes annosusهای کنند، از جمله قارچ

Collybia velutipes گیاهی  ۀروی گونPinus radiate و 

که از برخی نقاط  Tremetoes betulinia گونۀ قارچی

 ,Ershad) اندکشور از روی کاج ایرانی گزارش شده

های از گلخانه 1988-1991های در طول سال. (2009

ها نهال  گیلان و مازندران که در آن برگان یسوزن

 هایشده بودند قارچ یریم دچار بوته برگان یسوزن

Macrophomina phaseolina، Phytophthora 

cactorum، Ph. citrophthora، Ph. citricola ،

Fusarium solani، F. oxysporium، F. moniliforme ،

F. avenaceum، Rhizoctonia solani ،Pythium spp.، 

Ph. nicotianae var. parasitica، Ph. drechsleri، 

Ph. cryptogea و Cylindrocarpon radicicola 
، M. phaseolinaهای زایی گونهاریجداسازی و بیم

Fusarium  وPhytophthora های کاج به اثبات روی نهال

. (Mirabolfathy & Ershad, 1996) ه استرسید

کاج و سرو باعث تلفات  های شهیپوسیدگی دانه و ر

ها در استان فارس شده است و در سنگینی به نهالستان

 ۀصورت گرفت، از طوقه و ریش 2011که در سال  بررسی

هایی از کاج و سرو که برگان مختلف مانند گونهسوزنی

، نکروز، توقف رشد و )سبزروی( هایی همچون کلروز نشانه

 ،Pythiumهای چپوسیدگی طوقه و ریشه داشتند قار
Rhizoctonia، Phytophthora  وFusarium  جداسازی

 ،Pythiumهای قارچی زایی جدایهشد، که بیماری
Rhizoctonia و Phytophthora کاجهای گونه ۀدر هم 

 Phytophthoraهای  جدایهدر این بررسی اثبات شد. 

 زا یماریهای قارچی بترین جدایهخطرناک  Pythiumو
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های که از دانه  Fusariumیک گونه از گزارش شده و 

ای و کاج شده بود، تنها در سرو نقره یکاج ایرانی جداساز

 F. proliferatum ۀو همچنین گون هزا بودایرانی بیماری

بذر در کاج و سرو  یزن باعث پوسیدگی پیش از جوانه

. در استان کرمانشاه (Zakeri et al., 2011) ه استشدمی

های قارچی  شناسایی عاملزمینۀ در تاکنون هیچ بررسی

درختان کاج صورت نگرفته  سرخشکیدگی دخیل در

 ،است و با توجه به اهمیت این درخت در استان کرمانشاه

 سرخشکیدگیهای قارچی دخیل در  شناسایی عامل

 . و ضرورت دارد اهمیتبادرختان کاج 

 

 هامواد و روش
 یبردار نمونه

درختان کاج از  1395تا فروردین  1394در فروردین 

زردی و های  نشانه دارای (Pinus eldarica) ایرانی

ها و برداری صورت گرفت. سرشاخهسرخشکیدگی نمونه

با ثبت  یهای درختان بیمار پس از گردآورشاخه

های کاغذی نگهداری و به های کامل، در پاکت ویژگی

های  های جغرافیایی مکان آزمایشگاه منتقل شدند. ویژگی

مل طول و عرض جغرافیایی و ارتفاع از مورد نظر شا

 Handy GPSافزار  نرم 8/8 ۀسطح دریا با استفاده از نسخ

 (. 1ثبت شد )جدول 

 جداسازی عامل بیماری

ها پس از انتقال به آزمایشگاه شستشو شدند و پس نمونه

میلی 2-5کوچک  های هها، قطع از نشانه یبردار از عکس

ار جدا و به مدت دو متری از حدفاصل بافت سالم و بیم

دقیقه با آب روان شستشو شدند. پس از ضدعفونی 

 30به مدت  درصد 5/0سطحی با هیپوکلریت سدیم 

ثانیه با آب مقطر  30سه بار به مدت  ها هقطع ثانیه،

ها روی سترون شستشو شدند. پس از خشک شدن نمونه

 زمینی یبکاغذ صافی سترون، در محیط کشت س

 رونند و به مدت ده روز ددکستروز آگار کشت شد

و  سلسیوس ۀدرج 25با دمای  )اتاقک رشد( انکوباتور

ساعت روشنایی  12ساعت تاریکی و  12تناوب نوری 

ند. پس از رشد شدطور مرتب بازدید نگهداری و به

 5ها یک بلوک به قطر  ها، از حاشیه فعال نمونهقارچ

کشت آب آگار منتقل شد.  متر جدا و به محیطمیلی

ها به روش نوک ریسه خالص و برای انجام مراحل  جدایه

 کشت ها( روی محیط بعدی )شناسایی جدایه

 درپس از رشد کافی کشت و زمینی دکستروز آگار  یبس

شدند. برای  یدار نگه درجۀ سلسیوس 4دمای 

 ةهای قارچی از محیط کشت عصارزایی جدایهپیکنیدیوم

دندان و سوزن کاج  خلال ستروز آگاردکزمینی  یبس

 .(Crous et al., 2006)استفاده شد 

 
 شده برداری ه. مکان، زمان و موقعیت جغرافیایی مناطق نمون1جدول 

Table 1. Sources, date of collection and GPS information in this study 
Pathogenic fungi Elevation 

(m) 
Longitude Latitude Location Collection date 

M. olivaceae M. protea K. variispora 

+ + + 1331 67 ́63˚69 78 ́ 06˚38 North park 14/1/1394 

+ - + 1436 01 ́08˚69 08 ́98˚37 Besat park 15/2/1394 

+ + - 1439 09 ́94˚68 71 ́96˚37 Delgoshah 15/2/1394 

+ + - 1362 10 ́20˚69 27 ́99˚37 Beheshte zahra 10/3/1394 

+ - - 1446 93 ́91˚68 94 ́96˚37 Laleh park 8/4/1394 

+ + + 1314 48 ́39˚69 13 ́03˚38 Shahed park 26/5/1394 

+ - - 1337 26 ́56˚69 16 ́07˚38 West park 15/6/1394 

+ - + 1337 34 ́27˚69 36 ́00˚38 Emam-khomeini avenue 2/7/1394 

+ + + 1469 66́78˚69 56 ́96˚37 Azadegan 17/7/1394 

+ - - 1488 69 68˚ 64 67 ́96˚37 Kamarbandi 17/7/1394 

+ - - 1326 48 ́78˚69 87 ́03˚38 Bisetun 23/8/1394 

+ - - 1423 14 ́08˚69 08 ́98˚37 Shahrdari 11/9/1394 

+ + + 1345 58 ́43˚69 27 ́07˚38 Razi University 2/10/1394 

+ + - 1426 03 ́ 96˚68 58 ́98˚37 Shirin park 26/11/1394 

+ + + 1323 01 62˚69 88 ́03˚38 Terminale kaveh 19/12/1394 
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 هاو مولکولی جدایه شناختی ریختشناسایی 

ها استفاده شد. های خالص برای شناسایی قارچاز کشت

شناختی ریختهای  شناسایی بر اساس ویژگی

مانند  ،های کشتها در محیطقارچ )مورفولوژیک(

های اسپور مانند رنگ،  و ویژگی ساختارهای تولیدمثلی

، اندازه و تزئینات سطح اسپور با استفاده از کلیدهای شکل

شناسی صورت معتبر قارچ بندی( )رده تاکسونومیکی

هایی که از نظر تاکسونومیکی با جدایه ییدبرای تأ. گرفت

مورد بحث بودند از  یشناس توجه به منابع جدید قارچ

 روش شناسایی مولکولی استفاده شد.

 ةتشکیل تود منظور بههای مولکولی در بررسی

زمینی سیب ةمیسیلیومی از محیط کشت جامد عصار

اِی. با اِن.دکستروز آگار استفاده شد. استخراج دی.

 ,.Gardes et al) ( صورت گرفتCTABتب )روش سی

اِی. اِن.-از دی. ITS1-5.8S-ITS2نواحی  .(1991

ای با استفاده از ترکیب آغازگرهای ریبوزومی هسته

 ITS1(TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3-5)عمومی 

 (TCCTCCGCTTATTGATATGC-3-5)همراه  به

ITS4 آغازگرهای پیشرو و پسرو  عنوان بهترتیب  به

سازی شد ای پلیمراز فزونتوسط واکنش زنجیره

(White et al., 1990 مواد مورد استفاده در هر .)

میکرولیتر از  1قالب،  ای.ان..ید از نانوگرم 10واکنش 

 MgCl2، 5/2میکرولیتر از  100گرها، هرکدام از آغاز

 Tris-HCLمول بافر  میلی PCR (200میکرولیتر از بافر 

میکرومول  100( و KCLمول  یمیل PH=8 ،500با 

BSA  بود از واکنش میکرولیتری 25 حجمدر یک .

گزارش طراح آغازگر  بنابردمایی و میزان دما  ۀچرخ

 های قطعه(. White et al., 1990) شدتنظیم 

سنجی به شرکت ماکروژن برای توالی شده سازی فزون

مستقیم  صورت به سو یکجنوبی ارسال شد و از  ةکر

های سنجی شد. توالیتوالی ITS1با استفاده از آغازگر 

 7.1 ۀبا استفاده از نسخ به روش دستی و آمده دست به

. ندویرایش شد Bioedit (Hall, 1999) افزارِ نرم

 BankIitافزار نرمشده با استفاده از  ویرایش های توالی

(GenBank, NCBI, USA; [Online] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BankIt/)  به بانک

 GenBank, NCBI, USA; [Online])ژن 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ةارائه و شمار 

شد.  دریافتبعدی  های بررسیدسترسی برای 

افزار شده با نرم های ویرایشتوالی آغازینسازی  دیفر

ClustalW (Thompson et al., 1997)  ،پس انجام شد

ی های تنظیم BioEdit افزار نرمدستی در  صورت به از آن

 های فیلوژنیکیدرخت و روی آن صورت گرفت

ترسیم شد.  MEGA5 افزار نرمبا استفاده از  )تبارزایی(

آزمون  با آمده دست به ةشجر های پایداری انشعاب

 تکرار ارزیابی شد.  1000اعتبارسنجی با 

 

  زایی یماریبآزمون 

 .زایی در آزمایشگاهآزمون بیماری

در آزمایشگاه یک زخم در  زایی یماریبرای آزمون ب

 4 عرضو  20های سالم درخت کاج )به طول شاخه

از پرگنه در حال رشد و  قرص ( ایجاد و یکمتر یسانت

 3-4به قطر ی مورد آزمایش قارچهای جدایهل فعا

در آن قرار داده شد و برای جلوگیری از خشک  متر یلیم

زنی قرار مرطوب روی محل مایه ۀیک پنبابتدا  ،شدن آن

سه شد. انده زنی با پارافیلم پوشداده و سپس محل مایه

در گیاه شاهد نیز تکرار برای هر جدایه در نظر گرفته شد. 

 زمینی دکستروز آگار یبمحیط کشت سقرص از یک 

ها در نایلون گذاشته بدون قارچ استفاده شد. سپس شاخه

 22-25تا خشک نشوند و در انکوباتور در دمای  ندشد

ها روز شاخه 45نگهداری شدند. پس از  سلسیوس ۀدرج

های شانکر بررسی و با شاهد مقایسه  برای مشاهده نشانه

دانکن در سطح احتمال  ها بر اساس آزمونجدایهشدند. 

درصد از لحاظ قطر شانکر ایجادشده با استفاده از  5

هایی که روی قارچ. از بندی شدند دسته SAS افزار نرم

ایجاد کردند برای اثبات   نشانه شده یدههای برشاخه

 در گلخانه انتخاب شدند. زایی یماریب

 

 زایی در گلخانه آزمون بیماری

روی  چیقارهای جدایه زاییپس از اثبات بیماری

های بیمارگر قارچسه جدایه از ، شده یدههای برشاخه

 10-20کاج که ارتفاع  ۀسال دو روی سه نهال کدام هر

زنی شدند. ند، مایهداشتمتر سانتی 1-5/1و قطر ساقه 

درصد  70با الکل  زنی یهبرای این منظور ابتدا محل ما

 1ضدعفونی و پس از ایجاد شکاف روی نهال به طول 

از قارچ روی آن گذاشته  قرص متر با چاقو یک  سانتی
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شده حدود  زنی و با پارافیلم پوشانده شد. گیاهان مایه

های  ، از نظر ظهور نشانهزنی یهماه پس از ما 6-5

 ند.شدبیماری بررسی 

 

 میزبانی ۀتعیین دامن

یک  ،میزبانی، از هر قارچ بیمارگر ۀن دامنبرای تعیی

، گنجشک زبان ةهای بریدجدایه با سه تکرار روی شاخه

بید مجنون، سرو و افرا که در مناطق مختلف شهر 

زنی مایه کنند یمکرمانشاه در کنار درختان کاج رشد 

 های نشانه ةبرای مشاهد ،روز 45شده و پس از گذشت 

 ند.شدشانکر بازرسی 

 

 نتایج

شهر کرمانشاه که درختان  درمنطقه  15با بازدید از 

بیماری  ،شدکاج بیشتری کاشته شده بود مشخص 

مناطق مورد  همۀسرخشکیدگی و درختان کاج در 

قابل مشاهده در  های نشانهبازدید وجود دارد. بارزترین 

ها ها و شاخهها، برگمناطق خشکیدگی جوانه همۀ

ری شده بیشترین بردامناطق نمونه یاندر مبود. 

 یادشده های نشانهجمعیت درختان کاج بیمار و دارای 

در پارک شیرین و بزرگراه و کمترین تعداد درخت 

 کمربندی غربی بود. ۀآلوده در منطق

 

 های جداسازی شده از درختان کاجشناسایی قارچ

های بیمار و از قارچ از نمونه ۀجدای 169در این بررسی 

 شناسایی شد که شامل نقاط مختلف جداسازی و

جدایه  41با  Aspergilus های مختلف جنس گونه

 های مختلف جنسگونه درصد(، 26/24)فراوانی 

Penicilium  درصد(،  79/14جدایه )فراوانی  25با

Microsphaeropsis olivacea  جدایه )فراوانی  16با

جدایه 15با  Trichoderma harzianumدرصد(،  46/9

جدایه  15با  Rhizopus جنس درصد(، 87/8)فراوانی 

با نه  Paecilomyces variotiiدرصد(،  87/8)فراوانی 

 Microsphaeropsisدرصد(،  32/5جدایه )فراوانی 

protea  درصد(،  73/4با هشت جدایه )فراوانی

Neoscytalidium dimidiatum  با هشت جدایه

با هشت  Eupenicillium جنس درصد(، 73/4)فراوانی 

 Kalmusia variisporaدرصد(،  73/4)فراوانی  جدایه

 Cladosporium درصد(، 14/4با هفت جدایه )فراوانی 

sphaerospermum  55/3با شش جدایه )فراوانی 

 55/3با شش جدایه )فراوانی  Pithomycesدرصد(، 

 95/2با پنج جدایه )فراوانی  Alternariaدرصد( و 

 درصد( بود. 

 

 زاهای بیماریقارچ شناختیریخت یها یژگیو
(Verkley, Göker & Stielow) Ariyawansa & 

K.D. Hyde, (2014) Kalmusia variispora. 

زمینی قارچ در محیط کشت سیب ۀرشد شعاعی پرگن

 ۀدرج 25دکستروز آگار پس از گذشت پنج روز در دمای 

ساعت  12ساعت روشنایی  12سلسیوس و تناوب نوری 

محیط کشت  رویود. رنگ پرگنه متر بسانتی 3/2تاریکی 

زمینی دکستروز آگار سفید و باگذشت زمان تیره سیب

پس از گذشت یک هفته  .(A-3)شکل  شدمی

صورت نقاط سیاه در محیط کشت  ها بهیومپیکنید

ها ها به رنگ روشن، سطح ریسهریسه. مشخص بودند

ای، کروی تا نیمه کروی و ها تک حفرهصاف، پیکنیدیوم

. پیکنیدیوسپورها به شکل (B-3 )شکل ندشتداروزنه 

رنگ روشن و به ابعاد و به  (سلولیای ) یاخته بیضوی، تک

میکرومتر بودند  81/3( 52/4-08/3× )9/1( 2-5/1)

 (.C-3)شکل 
 

Microsphaeropsis olivacea (Bonord.) Höhn., 

Hedwigia (1917). 

زمینی قارچ در محیط کشت سیب ۀرشد شعاعی پرگن

 25دکستروز آگار پس از گذشت پنج روز در دمای 

ساعت روشنایی و  12سلسیوس و تناوب نوری  ۀدرج

متر بود. رنگ پرگنه در سانتی 2/2ساعت تاریکی  12

زمینی دکستروز آگار سفید و محیط کشت سیب

ها به ریسه(. D-3)شکل  شدباگذشت زمان  تیره می

ها تک ها صاف، پیکنیدیومرنگ روشن، سطح ریسه

)شکل  ندداشتای، کروی تا نیمه کروی و روزنه حفره

E-3)یمه. پیکنیدیوسپورها به اشکال مختلف کروی، ن 

، به یسلول مرغی شکل، تکو بیضوی تا تخم یکرو

×  94/4( 2/4-58/6ای روشن و به ابعاد )رنگ قهوه

. (F-3)شکل  میکرومتر بودند 17/7( 7/9-45/4)

صورت بین  ای روشن و بهها به رنگ قهوهکلامیدسپور

 ند. دسلولی و زنجیری تشکیل ش
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(Crous & Denman) Crous & Denman, (2011) 
Microsphaeropsis protea 

زمینی قارچ در محیط کشت سیب ۀرشد شعاعی پرگن

 ۀدرج 25دکستروز آگار پس از گذشت پنج روز در دمای 

ساعت  12ساعت روشنایی  12سلسیوس و تناوب نوری 

متر بود. رنگ پرگنه در محیط کشت سانتی 3/2 تاریکی

زمینی دکستروز آگار سفید و باگذشت زمان تیره سیب

ها به رنگ روشن، سطح . ریسه(G-3)شکل  شدمی

ای، کروی تا نیمه ها تک حفرهها صاف، پیکنیدیومریسه

. پیکنیدیوسپورها به (H-3 )شکل ندداشتکروی و روزنه 

و بیضوی تا  یکرویمهناشکال مختلف کروی، 

ای روشن و ، به رنگ قهوهیسلول تکشکل،  مرغی تخم

میکرومتر  09/7( 11/5-46/8× ) 6/4( 1/4-6به ابعاد )

ای . کلامیدسپورها به رنگ قهوه(I-3)شکل  بودند

 ند. دبین سلولی و زنجیری تشکیل ش صورت بهروشن و 
 

 مولکولی های بررسی

 ۀناحی ،(ومیژنژنگانی )پس از استخراج دی.ان.ای. 

با استفاده از  رونید ةشد برداریهای نسخهتوالی

تکثیر شد که طول این  ITS4و  ITS1آغازگرهای 

 580تا  500های مورد بررسی بین  ناحیه برای جدایه

جفت باز بود. با استفاده از ابزار جستجوی بلاست 

 ,M. olivace (KP641139هشت جدایه با دو جدایه از 

KX611000)،  یک جدایه باM. protea (JN712495) 

موجود  K. variispora (KY783414)و یک جدایه با 

درصد تشابه و  99و  99، 100در بانک ژن به ترتیب 

ها در بانک ژن درصد همپوشانی بالایی داشتند. جدایه

(. در 2شد )جدول  دریافتهای دسترسی ثبت و شماره

های  ی.اس.، جدایهآی.ت ۀواکاوی فیلوژنیکی مبتنی بر ناحی

M. olivacea  درصد در  97از ایران با ضریب اطمینان

معتبر  ۀبا گون تبار( )تک یک گروه مونوفیلتیک

M. olivacea ۀسسؤاز م CBS  (. 3قرار گرفتند )شکل

درصد در  99با ضریب اطمینان  M. proteaایرانی  ۀجدای

ژن از بانک  M. olivaceaمعتبر  ۀگروه مونوفیلتیک با گون

 100با ضریب اطمینان  K. variispora ایرانی ۀو جدای

 CBS ۀسسؤاز م K. variisporaمعتبر  ۀدرصد با گون

هلند در یک گروه مونوفیلتیک قرار گرفتند. نتایج 

ها را تائید کرد گونه یمولکول شناسایی درستیفیلوژنیکی 

 (.4 )شکل

 زایی آزمون بیماری

دارای آمده از درختان کاج بیمار  دست های بههمۀ جدایه

 ةشد های بریدهروی شاخه، سرخشکیدگی یهای نشانه

 یها جدایه همۀزنی شدند که درخت کاج مایه

M. olivacea (16 جدایه) ،M. protea و  (جدایه )هشت

K. variispora روی شانکر ایجاد قادر به( جدایه )هفت 
ها . قطر شانکر(1)شکل بودند شده یدههای برشاخه

ها بر اساس گیری و با شاهد مقایسه شد. جدایهاندازه

آزمون دانکن در سطح احتمال پنج درصد از لحاظ قطر 

نتایج تجزیۀ واریانس شدند.  یبند شانکر ایجادشده دسته

داری از نظر قطر شانکر ایجادشده نشان داد، تفاوت معنی

یجادشده بیشترین قطر شانکر اکه  یطور بهوجود دارد، 

)مقدار  بود K. variisporaاز قارچ  1 ۀمربوط به جدای

F=19/84 ،CV=4/89 جدول تجزیۀ واریانس در مقاله ،

دارای  ةشد زنیهای مایه. از شاخه(1)شکل قرار نگرفته( 

جداسازی و اصول کخ  دوبارههای بیمارگر شانکر قارچ

های ساپروفیت افزون بر قارچ در این بررسیتائید شد. 

های  شده از درختان کاج دارای نشانه زی( جداسازی پوده)

نیز  Neoscytalidium dimidiatumقارچ  سرخشکیدگی،

 نبود.کاج  ةشد های بریدهقادر به ایجاد شانکر روی شاخه

 

 زایی در گلخانهآزمون بیماری

 ۀسالدوهای زایی در گلخانه روی نهالآزمون بیماری

شده از  هر سه جدایۀ انتخابصورت گرفت. درخت کاج 

M. olivacea (Miol1, Miol2, Miol3)، M. protea 

(MiPr1, MiPr2, MiPr3) و (CaVa1, CaVa2, CaVa3 ) 

K. variispora های شانکر ایجاد  نشانهزنی،  یهدر محل ما

های کاج از محل کردند. پیشروی شانکر روی نهال

 مشاهده شد زنی شده به سمت بالا و پائین ساقه کاج یهما

 (. 2 )شکل

 

 میزبانی ۀتعیین دامن

 ،M. olivaceaهای گونه ،میزبانی ۀتعیین دامندر 

M. protea و K. variispora ةهای بریدروی شاخه 

گنجشک، بید مجنون، سرو و افرا که در مناطق  زبان

 کنند یمختلف شهر کرمانشاه در کنار درختان کاج رشد م

های  روز نشانه 45پس از گذشت ند که زنی شدمایه

 زنی شده مشاهده شد.در محل مایهشانکر 
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 های قارچی بیمارگر. نتایج بلاست جدایه2جدول 
Table 2. Blast results of pathogenic fungi of pine trees in this study 

Species Code 
Accession 

number 
Acc. no other 

author 
Max 
score 

Total 
score 

Query cover 
(%) 

E-value 
Identity 

(%) 

Microsphaeropsis olivacea MiOl1 KY463687 KP641139.1 900 900 99 0.0 100 
Microsphaeropsis olivacea MiOl2 KY463688 KP641139.1 850 850 99 0.0 100 
Microsphaeropsis olivacea MiOl4 KY463689 KX611000.1 888 888 96 0.0 100 
Microsphaeropsis olivacea MiOl5 KY463690 KP641139.1 852 852 99 0.0 100 
Microsphaeropsis olivacea MiOl6 KY463691 KP641139.1 860 860 84 0.0 100 
Microsphaeropsis olivacea MiOl7 KY463692 KP641139.1 887 887 82 0.0 100 
Microsphaeropsis olivacea MiOl8 KY463693 KP641139.1 891 891 99 0.0 100 
Microsphaeropsis protea MiPr1 KY463694 JN712495.1 791 791 85 0.0 99 
Kalmusia variispora CaVa1 MF627603 KY783414.1 972 972 85 0.0 99 

 

 
و  Microsphaeropsis olivacea (MiOl) ،Microsphaeropsis protea (MiPr)های سه گونۀ بندی جدایه. گروه1شکل 

Kalmusia variispora (KaVa) شده با یک پلاگ  زنیهای بریدة کاج مایهمیانگین قطر شانکر ایجادشده روی شاخه برحسب
 میسلیومی از هر جدایه

Figure 1. Grouping of isolates of Microsphaeropsis olivacea (MiOl), Microsphaeropsis protea (MiPr) and Kalmusia 
variispora (KaVa), based on the average of canker diameter created on pine detached branch, with a mycelium plug 

of each isolate 

 

 
 های شانکر ناشی از نشانه ،(A)های بریده روی شاخه Kalmusia variispora های شانکر ناشی از نشانه .2شکل 

Microsphaeropsis olivacea های بریده روی شاخه(B)، های شانکر ناشی از نشانه Microsphaeropsis protea های روی شاخه
های شانکر ناشی از  ، نشانه(D)زمینی دکستروز آگار  یبسشده با یک بلوک از محیط کشت  زنی شاهد مایه ،(C)بریده 

Microsphaeropsis olivacea روی نهال دو سالۀ کاج  (E) ،های شانکر ناشی از  نشانهKalmusia variispora  روی نهال دو سالۀ
شده با یک بلوک  زنی ، گیاه شاهد مایه(G)روی نهال دو سالۀ کاج  Microsphaeropsis proteaهای شانکر ناشی از  نشانه ،(F) کاج

 .(H)زمینی دکستروز آگار  یبساز محیط کشت 
Figure 2. Canker caused by Kalmusia variispora  on pine detached stem (A), canker caused by Microsphaeropsis 

olivacea on pine detached stem (B), canker caused by Microsphaeropsis protea on pine detached stem (C), control 
(D), canker caused by Microsphaeropsis olivacea on two years old pine seedlings after 3 month (E), Canker caused 

by Kalmusia variispora on two years old pine seedlings after 3 month (F), canker caused by Microsphaeropsis protea 
on two years old pine seedlings after 3 month (G), control (H). 
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؛ (C)، اسپورها (B)، پیکنیدیوم (A): پرگنه Kalmusia variispora (A-C) شناختی بیمارگرها: های ریخت ویژگی .3شکل 

Microsphaeropsis olivacea (D-F) پرگنه :(D) پیکنیدیوم ،(E) اسپورها ،(F) ؛Microsphaeropsis protea (G-I) پرگنه :(G) ،

 میکرومتر است. 10مقیاس در همۀ اشکال . خط (I)، اسپورها (H)پیکنیدیوم 
Figure 3. Morphological characteristics of pathogens:  Kalmusia variispora: Colony on PDA after one week (A), Pycnidium 

(B), Pycnidiospores (C), Microsphaeropsis olivacea: Colony on PDA after one week (D), Pycnidium (E), Pycnidiospores 

(F), Microsphaeropsis  protea: Colony on PDA after one week (G), Pycnidium (H), Pycnidiospores (I). Scale= 10 µm 

 

 
مقایسۀ توالی نوکلئوتیدی نواحی  بر اساساز درختان کاج  آمده دست بههای قارچی بیمارگر . درخت فیلوژنیکی گونه4شکل 

 Phoma neerlandica و Coniothyrium multiporum ۀ گون. بار 500با استفاده از روش الحاق مجاور و با تکرار  .اسآی.تی.
 های این بررسی هستند.ی قرمز جدایهها مثلث است. ی در نظر گرفته شدهعنوان گروه خارج به

Figure 4. Neighbor joining phylogram generated in Mega from the alignment of 12 combined ITS1, 5.8S subunit, and 

ITS2 regions of the genomic ribosomal RNA sequences of the pathogenic fungi obtained from pine trees, using the 

Kimura 2 parameter model with complete deletion gap handling and 1000-replication bootstrapping. The shapes refer 

to the isolates from Iran. 
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 بحث 

برداری از های صورت گرفته در هنگام نمونهدر بررسی

 صورت بهروی درختان  ها نشانهدرختان کاج، 

 یها شاخهو خشک شدن  ها برگخشکیدگی و زردی 

این خشکیدگی به سمت  مرور بهدرختان کاج بود، که 

باعث  درازمدتو در  گسترشگیاه  رون تاجد

. در حال شود یمخشکیدگی قسمت بزرگی از درخت 

های درختان زیادی روی بیماری های بررسیحاضر 

کاج در نقاط مختلف جهان صورت گرفته است و 

عامل بیماری  عنوان بهمختلف قارچی  های عامل

بیماری  ،اند. نتایج این بررسی نشان دادجداسازی شده

خشکیدگی درختان کاج در غالب نقاط شهر سر

کرمانشاه وجود دارد و در حال پیشرفت است. در 

زا از درختان کاج دارای جداسازی عامل بیماری

 مختلفی مانند یها قارچ ،بیماری های نشانه

Diplodia pinea، Colletotrichum acutatum، 

Cytospora kunzei (Brown 1968) ،Hendersonula 

toruloidea (Piron, 1960)، Necteria haematococca، 

Stereum abietiman، Poluporus schweinitzii 

(Wean, 1937)، Sphaeropsis malorum  جداسازی و

های بر دادهبناگزارش شده است. در این بررسی 

دی از چنقارچی  های گروهو مولکولی، شناختی  ریخت

رخشکیدگی بیماری س های نشانهدرختان کاج با 

های قارچی، با استفاده جداسازی شد. شناسایی جدایه

ها صورت گرفت، جدایه شناختی ریخت های ویژگیاز 

در  شناختی ریخت های ویژگیولی به دلیل همپوشانی 

های قارچی، شناسایی با های برخی از جنسبین گونه

. را نداشتکارایی لازم  شناختی ریخت های دادهاتکا بر 

های قارچی منظور در مورد تعدادی از گونهبه همین 

هویت گونه استفاده  ییدتأ برای DNAهای توالی داده

قارچی از  ۀجدای 169 درمجموع. در این تحقیق شد

آمد که بیشترین  دست به های نشانهدرختان کاج دارای 

 Microsphaeropsisفراوانی قارچ بیمارگر مربوط به 

olivacea از درخت کاج  1998 بود. این قارچ در سال

(Pinus sylvestris)  استجداسازی شده (Petrini & 

Fisher, 1988)ساقه، پوست و  شیلی از ة. در جزیر

یک  عنوان بهزایلوم درخت اکالیپتوس جداسازی و 

گزارش شده است  رست( )درون قارچ اندوفیت

(Bettucci & Saravay, 1993Lupo et al., 2001; ) .

یمارگر انسانی و یک ب عنوان بهاین گونه  2001در سال 

 Guarro)است چشم و پوست گزارش شده  ةکنند آلوده

 et al., 1999Shah et al., 2001;)ان این گونه . در ایر

 )بافت مردگی( از ضایعات نکروتیک 2015در سال 

در استان کرمانشاه  (Alhagi maurorum) خارشترگیاه 

 ,Razaghi & Zafari)شده است جداسازی و گزارش 

 عنوان بهکه در این پژوهش  . قارچ دیگری(2016

با هشت جدایه  M. proteaبیمارگر شناسایی شد، قارچ 

 ةبود. در تاکسونومی جدید این قارچ در خانواد

Microsphaeropsidaceae  قرار گرفته است(Chen et 

al., 2015).  قارچM. protea هایی به رنگ یومپیکنید

میکرومتر  400تا  ها آن ةکه انداز داردای تیره قهوه

های آن فیالیدیک و در هنگام بلوغ  است، کنیدیوم

 .(Crous et al., 2011a)و بیضوی است  رنگ یا قهوه

 ۀنتایج موجود در این تحقیق نزدیک بودن رابط

Microsphaeropsis  وPhoma دهد. را نشان می

در هر دو جنس نشان  شناختی ریخت های بررسی

زا در هر دو مشابه است ولی که سلول کنیدی دهد می

است و  رنگ یرهت Microsphaeropsisها در کنیدیوم

از جدایی  پساست اگرچه رنگ تنها  یهدولاآن  ةدیوار

نابالغ  یومشود بنابراین پیکنیدها مشخص میکنیدیوم

Microsphaeropsis یومبا پیکنید Phoma  است ممکن

 Boerema, 2004; De Gruyter et) اشتباه گرفته شود

al., 2013). در افراد دچار نقص ایمنی  یقارچ گونۀ ینا

زا شناسایی شده است عفونت های عامل عنوان به

(Yatsunenko et al., 2012).  قارچK. variispora  نیز

هفت جدایه، قارچ دیگری بود که در این پژوهش  با

های قارچی . در میان جدایهبیمارگر بودن آن ثابت شد

 وM. olivacea های هایی که مربوط به گونهجدایه

بودند قدرت بیمارگری کمتری  M. proteaۀ گون

قدرت بیمارگری  K. variispora ۀداشتند و گون

های عد محیط. با توجه به شرایط نامسابیشتری داشت

ها، عدم آبیاری مناسب، شهری از جمله وجود آلاینده

خاک،  ۀسفت بودن خاک پای درختان و عدم تهوی

و در  طلب فرصت یها قارچ زایی یماریبشرایط برای 

 فراهمیت اندوف یها قارچمواردی بیمارگر شدن 

 .(Oono et al., 2015) شود یم
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