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  چكيده

شناسايي قارچ هاي بيمارگر و علائم بيماري همراه با زوال  براي 1391سال ر و تابستان بهادر طول 

از شاخه و تنه درختان داراي علائم  ف استان كرمان بازديد به عمل آمد واز مناطق مختل ،درختان انگور

تفاده از محيط جداسازي عوامل قارچي از بافت هاي تغيير رنگ يافته چوب و با اس. نمونه برداري شد ،زوال

ميلي گرم بر ليتر از سولفات  100حاوي ) Malt Extract Agar = MEA(آگار -كشت عصاره مالت

ريخت شناختي و  ويژگي هايدست آمده بر اساس ه جدايه هاي ب. انجام شد) MEAS(استرپتوميسين 

ر و تعيين با تكثي Phaeoacremoniumشناسايي ريخت شناختي جدايه هاي . محيط كشت شناسايي شدند

و شناسايي جدايه  Bt2bو  T1با استفاده از دو آغازگر ) β-tubulin gene(ترادف بخشي از ژن بتا توبولين 

با استفاده از دو ) ITS )ITS1+ 5.8S+ ITS2با تكثير و تعيين ترادف بخشي از ناحيه  Botryosphaeriaهاي 

دست ه جدايه قارچي از درختان بيمار ب 476ه، در اين مطالع. مورد تاييد قرار گرفت ITS5و  ITS4آغاز گر 

و  103به ترتيب با  Phaeomoniella chlamydosporaو  Phaeoacremonium aleophilum دو گونه. آمد

  گونه هايگزارش از شناسايي مولكولي  نخستيناين . داراي بيشترين فراواني بودند جدايه 50

Pm. aleophilum ،Pa. chlamydospora ،Pm. parasiticum  وBotryosphaeria dothidea  همراه با

  . داخلي زوال انگور در استان كرمان مي باشد متنوع علائم

  .ITS ،Vitis viniferaبتا توبولين، : كلمات كليدي
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  مقدمه

درختان امروزه بيماري هاي شاخه و تنه 

هر  ندانگور از اهميت خاصي در دنيا برخودار

نبه هاي مختلف چند كه در بسياري از موارد ج

سبب شناسي، همه گير شناسي و فيزيولوژي اين 

گونه بيماري ها به دليل پيچيده بودن آنها 

به طور  ).Surico et al., 2000(مشخص نيست 

بسته به نوع عامل بيماري ممكن است دامنه  ،كلي

از علائم داخلي و خارجي در درختان  گسترده اي

ري هاي از مهمترين بيما .بيمار مشاهده گردد

بيماري پتري،  شاخه و تنه انگور مي توان به

اعضاي بيماري اسكا، شانكرهاي حاصل از 

سرخشكيدگي  و Botryosphaeriaceae خانواده

  .Tul. & C. Tul (.Pers. : Fr) ازهاي ناشي 

Eutypa lata از درختان انگور داراي  .اشاره نمود

علائم بيماري اسكا قارچ هاي مختلفي گزارش 

  ست در اين ميان بازيديوميست هايي مانندشده ا

Fomitiporia mediterranea M. Fischer  عامل

 )Fischer, 2006(پوسيدگي سفيد معرفي شده اند 

 در حالي كه گونه هاي مختلف

Phaeoacremonium W. Gams, Crous & M. 

J. Wingf. وPhaeomoniella chlamydospora 

(W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & L. Crous 

& W. Gams  به عنوان دو هيفوميست مهم به

طور عمده باعث تغيير رنگ بافت چوب و آوند 

علائم هوايي ). Surico et al., 2006(مي شوند 

بيماري پتري به صورت كاهش رشد، كوتاه شدن 

فاصله ميانگره ها و لكه هاي زرد رنگ در نواحي 

و علائم ) Sidoti et al., 2000(بين رگبرگي 

ني آن شامل ايجاد رگه هاي قهوه اي تا سياه درو

در بافت چوب، تغيير رنگ بافت آوندي و ايجاد 

 گونه هايمعمولا . نقاط سياه قابل مشاهده است

 .Paو  Phaeoacremoniumمختلفي از

chlamydospora  همراه با اين بيماري هستند 

)Mugnai et al., 1999; Edwards & Pascoe, 

 Botryosphaeria Ces.&Deگونه هاي  ).2004

Not.  نيز به عنوان يكي از عوامل بيمارگر شاخه و

و هستند  گسترده ايتنه داراي دامنه ميزباني 

 بيماري هاي مولدبرخي از گونه هاي اين جنس 

 ,Michailides( هستندشانكر  سرخشكيدگي و

1991; Smith et al., 1994 .( ممكن اگر چه

از   Botryosphaeriaمختلف گونه هاياست 

داخلي جداسازي گردند ولي يكي از  متنوععلائم 

آنها ايجاد نكروز گوه اي شكل است  ويژهعلائم 

كه در برش عرضي از شاخه و تنه درختان انگور 

 Larignon et(بيمار به خوبي قابل مشاهده است 

al., 2001; Pillips, 2002 .( اولين گزارش از

ه سال بيماري اسكاي انگور در ايران مربوط ب

در اين . است) بجنورد(از خراسان شمالي  2001

 .Paو F. punctataمطالعه دو گونه 

chlamydospora  به عنوان عوامل بيمارگر از

نگور با علائم شبيه به بيماري اسكا ادرختان 

 ,.Karimi et al(جداسازي و شناسايي گرديد 

 هاي مطالعاتي روي بيمارياخيرا اگر چه  ).2001

صورت گرفته است ولي در ايران  زوال انگور

قارچ هاي همراه با از  اطلاع دقيقي هيچ گونه

بيماري هاي شاخه و تنه داخلي  مختلف علائم
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 ،بنابراين. انگور در استان كرمان در دست نيست

فلور جداسازي و شناسايي  هدف از اين مطالعه

همراه با بيماري زوال انگور با تاكيد بر  يقارچ

ژيكي و مولكولي جدايه هاي شناسايي مورفولو

Phaeoacremonium  وBotryosphaeria  و

داخلي و خارجي علائم همچنين بررسي تنوع 

  .مي باشد استان كرمانزوال انگور در 

  

  مواد و روش ها

  بازديد و نمونه برداري از باغ هاي انگور 

 50از  1391در طول بهار و تابستان سال 

وط به مناطق مرب انگور )بوته( درخت 185باغ و 

خانوك، محي آباد، : مختلف استان كرمان شامل

قوام آباد، حميديه، ماهان، عرب آباد، سيرجان، 

سيرچ، كرمان، بردسير، جوپار، هوتك، چترود، 

از هر . لفارد و رابر بازديد به عمل آمدگلباف، د

باغ حداقل سه تا پنج نمونه از شاخه ها و تنه 

ئم هوايي اصلي درختان بيمار كه داراي علا

ها، كوتولگي و كاهش  بيماري شامل زردي برگ

ها و كم برگي و  فاصله ميانگره ها، ريزش برگ

علائم دروني شامل تغيير رنگ بافت چوب و 

، نمونه برداري و ندآوندها به اشكال مختلف بود

يماري به آزمايشگاه منتقل جداسازي عامل ب براي

سپس برش هاي عرضي و طولي از شاخه . شدند

از نواحي تغيير رنگ  و تنه درختان آلوده تهيه و

به اندازه چهار تا  و آوندها  قطعاتي يافته چوب 

 NaOClپنج ميلي متر جدا و به مدت دو دقيقه در 

قطعات سترون شده . نيم درصد، گندزدايي گرديد

سه مرحله و هر مرحله به مدت سه دقيقه با آب 

 مقطر سترون شستشو و پس از خشك كردن روي

 PDA )39دستمال كاغذي، روي محيط كشت 

 MEAو محيط كشت ) گرم در ليتر، مرك آلمان

 تتراسايكلينحاوي ) مرك آلمانگرم در ليتر،  20(

 Sigma-Aldrich, St) ميلي گرم در ليتر 100(

Louis, Missouri  (تشتك هاي . قرار داده شدند

نگهداري  C º25پتري در تاريكي و در دماي

 ,.Chicau et al., 2000; Rego et al( شدند

روش تك  بهدست آمده ه جدايه هاي ب). 2000

با استفاده از  خالص و نوك ريسه كردن يااسپور 

ويژگي هاي ريخت شناختي و ميكروسكوپي 

  .مورد شناسايي قرار گرفتند

  

 ويژگي هايبر اساس  شناسايي جدايه ها

  ريخت شناختي

بر اساس ابتدا دست آمده ه جدايه هاي ب

ساختار ژگي هاي ريخت شناختي پرگنه ها و وي

گونه هاي  .اندام باردهي شناسايي شدند

Phaeoacremonium  هاي بر اساس ويژگي

، توليد و يا عدم توليد رنگ دانه در محيط كشت

 Oat Mealو  PDA ،MEAسه محيط كشت 

Agar )30 شناسايي ) آلمان، مركدر ليتر،  گرم

گي هاي براي مطالعه و ارزيابي ويژ .شدند

اندازه و شكل كنيديوم ها،  از قبيلميكروسكوپي 

اندازه و شكل فياليدها، اندازه كنيديوفورها و 

روزه  16زگيل هاي روي ريسه از كشت هاي 

 استفاده شد MEAجدايه ها روي محيط كشت 

)Mostert et al., 2006.(  در اين مورد، شناسايي

بر اساس  Pa. chlamydosporaجدايه هاي 
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، توليد پيكنيديوم روي محيط كنيديوفور ساختار

حاوي برگ ميخك و يا % 2آگار - كشت آب

ويژگي  قطعات اتوكلاو شده شاخه هاي انگور و

 MEAو  PDAهاي پرگنه ها روي محيط كشت 

)Crous & Gams, 2000( شناسايي شدند. 

بر  نيز Botryosphaeriaشناسايي جدايه هاي 

ا روي اساس ويژگي هاي رنگ و بافت پرگنه ه

و همچنين شكل، رنگ و  PDAمحيط كشت 

 ;Phillips, 2002( اندازه اسپورها انجام گرفت

Van Niekerk et al., 2004.(  براي توليد

در جدايه هاي  پيكنيديوم و افزايش اسپورزايي

Botryosphaeria نخست جدايه ها به محيط ،

قطعات اتوكلاو شده چوب  حاوي PDAكشت 

 C º25ل و در دماي منتقيا برگ كاج انگور 

ميزان رشد  .قرار گرفتند) شرايط نوري مداوم(

و در سه  PDAجدايه ها نيز روي محيط كشت 

 72و  48، 24و بعد از  C º 30و  25,20دماي 

   .ارزيابي شدساعت 

  

  شناسايي مولكولي

شناسايي مولكولي جدايه ها ابتدا كل  براي

DNA استخراج  جدايه ها از توده ميسليومي

براي توليد توده ميسليومي، ابتدا جدايه ها . گرديد

 20كشت و به مدت  MEAروي محيط كشت 

روز براي جدايه هاي  10(روز 

Botryosphaeria (در دماي °C 25  نگهداري

توده ميسليومي توليد شده از روي سطح . شدند

با  DNAمحيط كشت خراشيده و استخراج 

 Peq Gold Fungal DNA miniاستفاده از كيت 

Kit )Rosh, Germany ( و طبق دستور شركت

شناسايي مولكولي جدايه هاي . سازنده انجام شد

Phaeoacremonium ؛ بر اساس روشPCR  و

ژن بتا توبولين، با استفاده از  تكثير بخشي از 

 ,T1 )O’Donnell & Cigelnikآغازگرهاي

 )Glass & Donaldson, 1995( Bt2bو  )1997

ولي جدايه هاي شناسايي مولك. انجام شد

Botryosphaeria  نيز بر اساس روشPCR  و

و با استفاده از  ITS1-ITS2تكثير بخشي از ناحيه 

 ,.ITS5 )White et alو  ITS4آغازگرهاي 

 مراز پلي اي زنجيره واكنش .گرديدانجام ) 1990

 بافر ميكروليتر 5/2 شامل ليتر ميكرو 25 حجم در

 يزيممن كلريد ميكروليتر/ X 10، 8 واكنش

)MgCl2(، 5 /تري نوكلئوتيد دزوكسي ميكروليتر 

 آغازگر، هر از ميكروليتر dNTPs(، 25/1( فسفات

 DNA( ژنومي DNA از ميكروليتر يك

template(، 2 /آنزيم ميكروليتر Taq ،Taq DNA 

polymerase ، )،ميكروليتر 5/17 و) ايران سيناژن 

-Chromasolv Plus, Sigma) استريل آب

Aldrich, Steinheim, Germany) در كه بود 

. شد انجام (Bio-Rad, USA) ترموسايكلر دستگاه

 شامل مراز پلي اي زنجيره واكنش برنامه

 سه مدت به C 94° دماي در اوليه سازي واسرشته

 DNA سازي واسرشته شامل چرخه 35 و دقيقه

 آغازگرها اتصال ثانيه، 30 مدت به C 94°دماي در

 ثانيه، 45 مدت به C  59°دماي در الگو رشته به

 يك مدت به C 72°دماي در جديد رشته گسترش
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 C 72°دماي در نهايي گسترش پايان در و دقيقه

 اي زنجيره واكنش محصول. بود دقيقه 7 مدت به

 درصد يك آگاروز ژل روي ،مراز پلي
(UltraPure™ Agarose, Invitrogen, USA) 

 بازي جفت 100 نشانگر يك. گرديد مشاهده

)GeneRulerTM DNA Ladder Mix, 

Fermentas, Lithuania( وزن نشانگر عنوان به 

 محصول. گرفت قرار استفاده مورد مولكولي

 High Pureكيت با مراز پلي اي زنجيره واكنش

PCR Product Purification Kit  (Bioneer, 

Germany) به ترادف تعيين جهت و خالص 

 ارسال )Seoul, South Korea( ماكروژن شركت

  .شد

  

مقايسه توالي نوكلئوتيدي و آناليز فيلوژني 

   Phaeoacremoniumجدايه هاي 

دست آمده از ه براي مقايسه توالي هاي ب

 .Pmو Pm. aleophilumهاي جدايه

parasiticum ، ترادف هاي بدست آمده در آغاز

بررسي شدند و سپس با ترادف  Bioeditبا برنامه 

 NCBIن در شبكه هاي مشابه موجود در بانك ژ

)http://ncbi.nlm.nih.gov/Blast ( و جستجوي

بلاست مقايسه و ميزان شباهت هر جدايه با گونه 

ترادف  .تعيين گرديد هاي موجود در بانك ژن،

هاي مربوط به ژن بتاتوبولين جدايه هاي 

KERPAL1 ،KERPAL2  وKERPAL3  از

Pm. aleophilum ) به ترتيب با شماره دسترسي

JX133240 ،JX133241  وJX133242(، جدايه-

 .Pmاز KERPR2و KERPR1  هاي

parasiticum  )به ترتيب با شماره دسترسي  

JX133243  وJX133244 ( و ترادف هاي

 Clustal Wبانك ژن با برنامه  ازانتخاب شده 

 همرديف سازي و آناليز فيلوژني جدايه ها با

 ,.MEGA 5)Tamura et al استفاده از نرم افزار

درخت فيلوژنتيكي جدايه . انجام گرفت) 2011

هاي مربوطه نيز به روش اتصال مجاور و با 

Bootstrape 1000 تكرار ترسيم گرديد.   

  

  و بحث نتايج

  و نشانه هاي بيماري نمونه برداري 

 درخت 185باغ و  50در اين مطالعه از 

بيشتر مناطق در . ري به عمل آمدنمونه برداانگور 

علائم هوايي در درختان بيمار  ،نمونه برداري شده

سرخشكيدگي، كوچك بودن برگ ها، به صورت 

كاهش رشد و در  ،نواحي بين رگبرگيزرد شدن 

چنين علائمي به عنوان . شدمشاهده  زوال نهايت

علائم بيماري پتري در انگور گزارش شده است 

)Pascoe & Cottral, 2000; Sidoti et al., 

در يكي از علائم هوايي كه به ندرت  ).2000

وجود نقوش  ،مشاهده شدطول اين بررسي 

زرد و قرمز شدن نواحي بين ( پوست ببري

محي منطقه دو در ها بود كه روي برگ  )رگبرگي

به  چنين علائمي. باد و بردسير مشاهده شدآ

 بيماري اسكا نشانه هايعنوان يكي از مهمترين 

 ,.Mugnai et al( شناخته مي شوددر انگور 

 ،مشاهده شده يكي ديگر از علائم هوايي ).1999

سبزخشك شدن تمام بخش هاي درختان انگور 

 چند درخت انگورمحي آباد روي بود كه در 

كه چنين علائمي اصولا به  مسن مشاهده شد
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 )آپوپلكسي(بيماري سكته مو  عنوان نشانه هاي

. )Mugnai et al., 1999(گزارش شده است 

آب مختلف شرايط مطالعات نشان داده است كه 

د در بروز علائم بيماري اسكا نمي توا و هوايي

 ،در فصول گرم و خشك سال معمولا .موثر باشد

به صورت نهفته  مشخصه بيماري اسكا علائم

 ,.Marchi et al( باقي مي مانند) اسكاي نهفته(

ن به عنوان و از آنجايي كه استان كرما) 2006

هاي جنوب كشور داراي آب و  يكي از استان

نادر بودن چنين هوايي نسبتا گرم و خشك است 

در طول اين مطالعه، . علائمي دور از انتظار نيست

با برش عرضي از شاخه هاي درختان بيمار، 

اشكال مختلفي از تغيير رنگ بافت چوب به 

گوه اي شكل، نقاط سياه رنگ،  نكروز صورت

مركزي، پوسيدگي سفيد چوب در ناحيه نكروز 

مركزي، ايجاد رگه هاي قهوه اي و سياه رنگ در 

 مشاهده شد و نكروز به صورت نامنظم چوب

شش  ؛بر اساس مطالعات انجام شده .)1شكل (

شامل بافت چوب داخلي متداول نوع از علائم 

رگه هاي قهوه اي، رگه هاي سياه، نكروز گوه اي 

ر بافت، پوسيدگي نرم شكل، نكروز آبسوخته د

همراه با بافت و نكروز داخلي بافت چوب 

و همچنين بيماري هاي شاخه و تنه در انگور 

جمله سيب و گلابي  درختان ميوه دانه دار از

 ,.Van Niekerk et al(گزارش شده است 

د نماننشانه هاي دروني  ،به طور كلي ).2011

 وجود نقاط سياه رنگ وتغيير رنگ بافت آوندي، 

رگه هاي قهوه اي تا سياهرنگ بيشتر در بيماري 

هر چند كه اخيرا در  پتري انگور مشاهده مي شود

اسپانيا، نكروز گوه اي شكل، نكروز مركزي و 

نقاط سياه رنگ در درختان داراي علائم بيماري 

اسكا و حتي آپوپلكسي نيز مشاهده شده است 

)Luque et al., 2009.(  اصولا تغيير رنگ بافت

ندها و ايجاد نقاط سياه رنگ در بافت چوب آو

به دليل واكنش ميزبان به وجود عامل بيمارگر و 

توليد تيلوز، ترشح صمغ و تركيبات در نتيجه 

 Mugnai et al., 1999; Del Rio et(فنولي است 

al., 2001(.  يكي از نكات قابل توجه در مطالعه

به نشانه هاي دروني چندين نوع  مشاهده ،حاضر

 بودت همزمان در يك شاخه و يا تنه آلوده صور

از ساير كشور ها از جمله اسپانيا  مشابه كه نتايجي

 ;Luque et al., 2009( نيز گزارش شده است

Kuntzmann et al., 2010( . چنين حالتي ممكن

است به دليل آلوده شدن همزمان محل هرس 

توسط چندين گونه باشد و از آنجايي كه بيشتر 

يمارگر شاخه و تنه انگور هوازاد قارچ هاي ب

هستند اين امر به خوبي صورت مي گيرد 

)Mugnai et al., 1999; Surico et al., 2006; 

Van Niekerk et al., 2006.( 
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لكه هاي سياه : Aعلائم داخلي بيماري هاي شاخه و تنه انگور مشاهده شده در استان كرمان  - 1شكل

پوسيدگي چوب و : Dمزمان نكروز نامنظم و لكه هاي سياه رنگ بروز ه: Cنكروز مركزي : Bرنگ 

و خط سياهرنگ بر روي سطح ) a(نكروز گوه اي شكل در برش عرضي : Eتغيير رنگ بافت چوب 

  . وجود رگه هاي سياه رنگ: b (F(چوب در زير پوست 
Figure 1- Internal symptoms of grapevine trunk diseases observed in Kerman province: 

(A)- Black spots, B-Central necrosis, C- Co–occurrence of irregular necrosis and  black 

spots, D-wood decay and wood discoloration, E-Wedge–shaped necrosis in cross section 

(a) and a dark stripe on the wood surface just below the bark (b), F- Black wood 

streaking.  
  

بر اساس  جدايه ها و شناساييجداسازي 

جدايه  ي و مولكوليخصوصيات ريخت شناخت

 Pm. parasiticumو  Pm. aleophilumهاي 

جدايه  133در اين مطالعه؛ 

Phaeoacremonium  از درختان انگور بيمار

 103 ،از اين تعداد. )1 جدول( شدجداسازي 

به  از پراكندگي بيشتري برخوردار بودندجدايه 

از بيشتر مناطق نمونه برداري جداسازي ي كه طور

در  ،PDAاين جدايه ها روي محيط كشت . شدند

روز به صورت  16ابتدا به رنگ سفيد و پس از 

. قهوه اي كمرنگ با بافتي متراكم مشاهده شدند

 ،PDAجدايه هاي ياد شده در محيط كشت 

MEA  وOA رنگدانه زرد مشخصي توليد مي-

هاي ريخت شناختي  بر اساس ويژگي. كردند
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مشاهده شده و با كارگيري كليدهاي شناسايي 

جدايه هاي ياد  ،)Mostert et al., 2006(موجود 

 30. تشخيص داده شدند Pm. aleophilumشده 

باقي مانده نيز كه از  Phaeoacremoniumجدايه 

درختان انگور بيمار در ماهان، بردسير، عرب آباد 

روي محيط كشت دست آمده بودند ه و سيرجان ب

PDA ريسه هاي هوايي برجسته و بلند توليد ،

كردند و فاقد رنگدانه زرد رنگ روي محيط 

از نظر ويژگي هاي . بودند به كار رفتهكشت هاي 

ميكروسكوپي بر روي ريسه ها زگيل هاي بزرگ 

مشاهده مي شد كه قطري بيش از سه ميكرون 

كنيديوفورهاي اين جدايه ها بلند و . داشتند

بود و بر اساس ويژگي هاي گفته شده و  شعبمن

 Mostert(با كارگيري كليدهاي شناسايي موجود 

et al., 2006 (اين جدايه ها Pm. parasiticum 

از بين جدايه هاي  .تشخيص داده شدند

Phaeoacremonium  بدست آمده، سه

جدايه هاي (  Pm. aleophilumجدايه

KERPAL2, KERPAL1  وKERPAL3 ( و دو

 هايجدايه( Pm. parasiticumيه از جدا

KERPR1  وKERPR2 ( تاييد  جهتانتخاب و

مورد بررسي  PCRشناسايي با استفاده از روش 

دست آمده، ه بر اساس نتايج ب. قرار گرفتند

جفت  750باندي حدود  Bt2bو  T1آغازگرهاي 

 Phaeoacremoniumرا براي هر پنج جدايه  باز

يين ترادف قطعات با تع). 2شكل (تكثير كردند 

دست آمده و جستجو در بانك ژن، سه ه ژنومي ب

 KERPAL3و  KERPAL1 ،KERPAL2جدايه 

موجود در بانك ژن  Pm. aleophilumبا گونه 

(JF275876, Martin et al., 2012)  و دو جدايه

KERPR1  وKERPR2 نيز با Pm. 

parasiticum  موجود در بانك ژن)GQ144702, 

Sun & Ju, 2011 (100 %با . شباهت نشان دادند

دست آمده از رسم درخت ه توجه به نتايج ب

 Pm. aleophilumفيلوژني سه جدايه 

)KERPAL1-3 2دسترسي  هاي با شماره -

JX133240 ( كه در اين مطالعه جداسازي و

 .Pmشناسايي شده بودند، با جدايه هاي 

aleophilum هايمربوط به بانك ژن شامل جدايه 

SO-KD-5 )كشور تركيه و با شماره دسترسي  از

HM245325(، Y86-15-1x  و  Pal-184 ) از

هاي دسترسي كشور اسپانيا به ترتيب با شماره

JQ044516  وJF275876 ( وP49 ) از كشور

با ) HQ605024الجزاير و با شماره دسترسي 

Bootstarp 100 در . در يك گروه قرار گرفتند

 Pm. parasiticumاين رابطه، دو جدايه 

)KERPR1  با شماره دسترسيJX133243  و

KERPR2  با شماره دسترسيJX133244 ( نيز

برگرفته از بانك  Pm. parasiticumبا جدايه هاي 

از كشور ( MCCF66.07ژن شامل جدايه هاي 

 ،)GQ144702تايوان و با شماره دسترسي 

CBS101007 ) از آفريقاي جنوبي و با شماره

كشور الجزاير  از(P46  و) AF246804دسترسي 

 Bootstrapبا ) HQ605022و با شماره دسترسي 

  ).4شكل (نيز در يك گروه قرار گرفتند  100
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تعداد و فراواني قارچ هاي جداسازي شده از علائم مختلف داخلي درختان انگور بيمار در  - 1جدول 

 . استان كرمان

Table 1- Number and frequency of fungi isolated from symptomatic tissues showing of 

diseased grapevines in Kerman province. 

  
  

  Phaeomoniella chlamydosporaجدايه هاي 

 6/11(جدايه  55در بررسي انجام شده، 

از درختان بيمار با علائم ) درصد كل جدايه ها

سرخشكيدگي و نقوش پوست ببري روي برگ 

به دست آمد در برخي از مناطق نمونه برداري 

جدايه هاي ياد شده روي محيط ). 1جدول (

، ساختارهايي كلاميدوسپور %2آگار  -كشت آب

آگار دو درصد  -مانند و روي محيط كشت آب

حاوي قطعات برگ ميخك و چوب انگور 

هاي اتوكلاو شده پس از حدود يك ماه، پيكنيديوم

 Phomaسياه و براق شبيه به پيكنيديوم هاي 

با توجه به كليدهاي شناسايي . توليد كردند

)Crous & Gams, 2000( اين جدايه ها ،Pa. 

chlamydospora گونه . تشخيص داده شدندPa. 

chlamydospora  در ابتدا به عنوان

Phaeoacremonium chlamydosporum  معرفي

و توصيف گرديد در حاليكه مطالعات بعدي نشان 

داد كه بر خلاف ساير گونه هاي 

Phaeoacremonium اين گونه قادر به توليد ،

پيكنيديوم و همچنين ساختارهاي كلاميدوسپور 
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مانند است كه در مراحل بعد با بررسي هاي 

مولكولي و ريخت شناختي به جنس جديد 

Phaeomoniella  منتقل و به عنوان گونهPa. 

chlamydospora  معرفي گرديد)Crous & 

Gams, 2000.(  

  

  Botryosphaeria dothideaجدايه هاي 

از يك درخت انگور بيمار با علائم 

سرخشكيدگي در ماهان؛ دو جدايه قارچي به 

دست آمد كه با توجه به سرعت رشد بسيار بالا و 

عدم توليد اسپور روي محيط كشت، در ابتدا به 

. در نظر گرفته شدند .Botryosphaeria spعنوان 

روز روي محيط  10هر دو جدايه پس از حدود 

حاوي قطعات چوب سترون شده  PDAكشت 

با . انگور و برگ كاج، توليد پيكنيديوم نمودند

برش پيكنيديوم ها، اسپورها به رنگ روشن، يك 

با توجه به . سلولي و كمي كشيده مشاهده شدند

كليد هاي موجود و بر اساس شكل، اندازه و رنگ 

 B. dothideaاسپورها هر دو جدايه به عنوان 

  . تشخيص داده شد

  

 
با   Phaeoacramoniumجفت بازي تكثير شده از ژن بتا توبولين در جدايه هاي  750قطعه  - 2شكل

 Pm. aleophilum ،4جدايه هاي  - 3تا  1: درصد 1روي ژل آگاروز  Bt2bو  T1استفاده از دو آغازگر 

  .جفت بازي 100نشانگر مولكولي  - 8كنترل منفي  - Pm. parasiticum ،7هاي جدايه - 6تا 
Figure 2- A 750 bp amplified fragment from beta tubulin gene of Phaeoacremonium 

isolates using T1 and Bt2b primers on 1% agarose gel: lanes 1 to 3- Pm. aleophilum 

isolates, lanes 4 to 6- Pm. parasiticum isolates, lane 7- negative control, lane 8- DNA 

marker (100 bp). 
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با  Botryosphaeria dothideaدر جدايه هاي  ITSجفت بازي تكثير شده از ناحيه  600قطعه  -3شكل 

جفت بازي،  100نشانگر مولكولي  - 1: درصد 1روي ژل آگاروز  ITS5و  ITS4استفاده از دو آغازگر 

  . كنترل منفي -  Botryosphaeria dothidea ،4جدايه هاي  -3و  2
Figure 3- A 600 bp amplified fragment from ITS region of Botryosphaeria dothidea 

isolates using ITS4 and ITS5 primers on 1% agarose gel: lane 1- DNA marker (100 bp), 

lanes 2 and 3- Botryosphaeria dothidea isolates, lane 4- negative control. 

 
، ITS5و  ITS4گرهاي با استفاده از آغاز

جفت باز براي هر دو  600باندي در حدود 

). 3شكل ( دست آمده ب Botryospaheriaجدايه 

دست آمده و ه با تعيين ترادف قطعات ژنومي ب

و  BDGR1هر دو جدايه  جستجو در بانك ژن،

BDGR2  با جدايه اي ازB. dothidea 

)AY786322, Phillips et al., 2005 ( پيش از كه

شباهت % 100شده بود،  ثبتژن  در بانك اين

 476 به طور كلي در اين مطالعه، .نشان دادند

جدول ( جداسازي و شناسايي گرديد جدايه قارچ

 .Pm ،از كل جدايه هاي بدست آمده. )1

aleophilum  و %  6/21باdothidea B.  كل % 4با

جدايه ها به ترتيب داراي بيشترين و كمترين 

 .Paجدايه هايي از  چنينهم. فراواني بودند

chlamydospora ،Pm. parasiticum ،

Paecilomyces variotii ،Coniothyrium sp. 

Nattrassia mangiferae, ،Aspergillus sp. 

،Penicillium sp. ، Phoma sp. ،Alternaria sp. 

از قطعات بافت آلوده كشت  .Fusarium spو  

با ). 1جدول ( ندداده شده، جداسازي گرديد

 .Pmدو گونه  ،دست آمدهه توجه به نتايج ب

aleophilum  وPa. chlamydospora  به ترتيب

درصد بيشترين فراواني را نشان  6/11و  6/21با 

 .Paنسبت به Pm. aleophilumدادند و 

chlamydospora  از پراكندگي بيشتري برخوردار

از ايران  پيش از ايننتايج مشابهي . بود

Archive of SID

www.SID.ir



 1393، عرب نژاد و همكاران

١٢� 

 

)Mohammadi et al., 2013 ( اسپانيا

)Armengol et al., 2001( آرژانتين ، )Dupont 

et al., 2002( استراليا ،)Pascoe & Cottral, 

آفريقاي  و )Mugnai et al.; 1999(، ايتاليا )2000

گزارش  )Groenewald et al., 2001(جنوبي 

 .Pa گونهآرژانتين  در .شده است

chlamydospra رهاي با فراواني بيشتري از انگو

جوان با علائم زوال جداسازي و گزارش شده 

در كه در حالي )Gatica et al., 2004(است 

به طور غالب از   Pa. chlamydosporaكاليفرنيا

 .Pmانگورهاي بيمار با علائم بيماري پتري و 

aleophilum هاي و ساير گونه

Phaeoacremonium  بيشتر همراه با علائم

 ,.Eskalen et al(. بيماري اسكا ديده شده است

 .Pm بر اساس يافته هاي اين پژوهش ).2004

aleophilum،  از پراكندگي زيادي برخوردار بود

به طوري كه از همه مناطق نمونه برداري و از 

درختان بيمار با علائم سرخشكيدگي، زوال، 

نقوش پوست ببري بر روي برگ، زردي و 

ها و حتي آپولكسي، جداسازي  كوتولگي برگ

از بخش هاي  ياد شدهجدايه هاي . ديدندگر

داخلي آلوده چوب با علائم مختلف نكروز 

، رگه هاي قهوه اي تا سياه )جدايه 19(نامنظم 

 5(، پوسيدگي سفيد چوب )جدايه 28(رنگ 

، نقاط )جدايه 7(، نكروز منظم مركزي )جدايه

و نكروز گوه اي شكل ) جدايه 10(سياه رنگ 

جدول (سايي شدند جداسازي و شنا) جدايه 34(

 .Pmنسبت به  Pa. chlamydosporaگونه ). 1

aleophilum  از پراكندگي كمتري برخوردار بود و

، )جدايه 15(نكروز گوه اي شكل  درونياز علائم 

، رگه هاي قهوه اي تا )جدايه 6(نقاط سياه رنگ 

 15(و پوسيدگي سفيد ) جدايه 25( سياه رنگ 

فراواني قارچ  تعداد و. جداسازي گرديد) جدايه

در كشورهاي  ،هاي همراه با علائم داخلي چوب

مطالعه اي  در. مختلف متفاوت گزارش شده است

بررسي  برايدر شمال اسپانيا  2009كه در سال 

تنوع علائم داخلي و قارچ هاي همراه با زوال 

 .Pm جدايه 18 ، تعدادانگور انجام شد

aleophilum  علائم داخلي مشاهده شده تماماز 

 شكل شامل نكروز گوه ايدر شاخه هاي آلوده 

نقاط سياه ، )جدايه 11(، نكروز مركزي )جدايه 2(

) يك جدايه(پوسيدگي سفيد و ) جدايه 4(رنگ 

 .Paدر حالي كه  .جداسازي گرديد

chlamydospora  از ) جدايه 95(با فراواني بيشتر

، نكروز گوه اي شكل )جدايه 61(نقاط سياهرنگ 

و ) جدايه 19(كروز مركزي ، ن)جدايه 11(

بدست آمده است ) جدايه 4(پوسيدگي سفيد 

)Luque et al., 2009 .( در مطالعه اي مشابه در

 اندكيبه تعداد  Pm. aleophiulumگونه  ،فرانسه

و تنها از علائم داخلي به صورت نكروز مركزي 

 .Pa در حاليكهجداسازي شده است 

chlamydospora قابل علائم داخلي  بيشتر از

 ,.Kuntzmann et al( جداسازي بوده است

به  Pm. aleophilumدر كشور الجزاير . )2010

عنوان گونه غالب همراه با زوال انگور از علائم 

داخلي نكروز گوه اي شكل جداسازي و گزارش 
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در ). Berraf-Tebbal et al., 2012(شده است 

از  Pm. parasiticumجدايه هاي  پژوهش حاضر،

يمار با علائم هوايي سرخشكيدگي و درختان ب

زوال و از بافت هاي تغيير رنگ يافته داخلي 

چوب به صورت رگه هاي قهوه اي تا سياهرنگ 

و نكروز ) جدايه 9(، نقاط سياهرنگ )جدايه 14(

اين . جداسازي شدند) جدايه 7(گوه اي شكل 

از گونه نيز از علائم مختلف داخلي در انگور 

ل، نكروز مركزي، لكه نكروز گوه اي شك جمله

هاي سياه رنگ و حتي نواحي پوسيده چوب 

 ,.Berraf-Tebbal et al(جداسازي شده است 

 .Bدر اين مطالعه، علائم هوايي همراه با ). 2012

dothidea،  به صورت سرخشكيدگي مشاهده

با ايجاد برش عرضي از شاخه . گرديده است

 صورت تغييره نمونه هاي بيمار، علائم دروني ب

رنگ بافت چوب به صورت گوه اي شكل ديده 

شد كه در ناحيه آلوده با برداشتن پوست شاخه در 

جهت طولي رگه هايي به شكل قهوه اي و 

يكي از ). 1شكل (سياهرنگ مشاهده گرديد 

 ،Botryosphaeriaعلائم ناشي از گونه هاي 

تشكيل رگه هاي سياه درست در زير پوست 

 Larignon(ست شاخه هاي آلوده گزارش شده ا

& Dubos, 2001(،  از طرفي تغيير رنگ بافت

چوب به صورت گوه اي شكل نيز يكي از علائم 

شناخته  Botryosphaeriaceaeمشخصه اعضاي 

 Mugnai et al., 1999 .(B. dothidea(مي شود 

تاكنون از كشورهاي مختلفي از جمله پرتقال، 

آمريكا، برزيل و آفريقاي جنوبي گزارش شده 

 Phillips, 2002; Phillips, 1998; Crous( است

et al., 2001; Milholland, 1991; Urbez-

Torres et al., 2007 .( اين گونه اخيرا از درختان

انگور بيمار در آذربايجان غربي و شرقي در ايران 

). Arzanlou et al., 2012(نيز گزارش شده است 

گزارش  نخستيناين  ،بر اساس اطلاعات موجود

هاي  قارچمولكولي  جداسازي و شناسايي از

زوال انگور در  درونيعلائم مختلف همراه با 

از  تاكنون هشت گونه. استان كرمان مي باشد

از  و سه گونه Phaeoacremonium جنس

از درختان انگور  Botryosphaeriaceae خانواده

در ايران گزارش شده است و از آنجايي كه استان 

ورترين استان كشور داراي رمان به عنوان پهناك

بررسي هاي بيشتر از  ،آب و هواي متنوعي است

جداسازي عوامل قارچي  برايمناطق مختلف 

همراه با شاخه و تنه انگور لازم و ضروري به نظر 

  .رسدمي

  

  سپاسگزاري

اين تحقيق به عنوان بخشي از طرح 

مي باشد كه  90001262پزوهشي به شماره 

وشگران و فناوران توسط صندوق حمايت از پز

 :Iran National Science Foundation( كشور 
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درخت فيلوژني رسم شده با استفاده از توالي نوكلئوتيدي ژن بتاتوبولين جدايه هاي  - 4شكل

و گونه هاي مختلف   Phaeoacremonium parasiticumو  Phaeoacremonium aleophilumايراني

Phaeoacremonium  گرفته شده از بانك ژن با استفاده از نرم افزارMEGA 5 .Wuestneia 

molokaiensis  به عنوانOutgroup انتخاب شده است.  

Figure 4- Phylogenetic tree based on the comparison of ββββ-tubulin gene sequences 

between the Phaeoacremonium aleophilum and Phaeoacremonium parasiticum isolates 

from Iran and the other isolates of Phaeoacremonium species from GenBank using 

MEGA 5 software. Wuestneia molokaiensis was used as outgroup. 
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Abstract 

 

To study of fungi and symptoms associated with vine trunk diseases, various vineyards 
in Kerman province were inspected during spring and summer of 2012. Samples showing 
decline symptoms were collected from trunk and branches of vines. Fungal isolation from 
affected tissues were done on malt extract agar medium (MEA) supplemented with 1 g l–1 
streptomycin sulphate (MEAS). A total of 476 fungal isolates from diseased grapevines were 
obtained. Fungal isolates were identified based on their morphological and molecular 
characteristics. Morphological identifications of Phaeoacremonium spp. were confirmed by 
sequence analysis of partial β-tubulin gene (BT) sequences amplification using primers T1 
and Bt2b. Botryosphaeria isolates were also confirmed by amplification and sequence of the 
internal transcribed spacer (ITS) region using the primers ITS4 and ITS5. The most common 
fungi isolated from vineyards were Phaeoacremonium aleophilum and Phaeomoniella 

chlamydospora with 103 and 30 isolates, respectively. This is the first report of molecular 
identification of Pm. aleophilum, Pa. chlamydospora, Pm. parasiticum and Botryosphaeria 

dothidea associated with different internal symptoms of vine decline in Kerman province. 
Key words: Beta tubulin, ITS, Vitis vinifera. 
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