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  چكيده

  اي بين سالهاي هاي عامل بيماري هلندي نارون، مطالعه به منظور بررسي گونه

 در برخي از مناطق استان گلستان نظير پارك جنگلي دلند، لوه، سوسرا، توسكستان، 87-1386

ن مناطق فضاي سبز شهري انجام هاي گيلان شامل سياهكل و اسالم، ارسباران و همچني جنگل

 براساس برخي خصوصيات مورفولوژيكي، فيزيولوژيكي و مولكولي و مقايسه ،در اين بررسي. شد

   O. novo-ulmiو  Ophiostoma ulmiهاي تاييد شده از ساير مناطق دنيا، دو گونه  با جدايه

  ها مربوط به گونه به عنوان عامل بيماري هلندي نارون شناسايي شدند كه بيشترين جدايه

O. novo-ulmi هاي دو گونه تشريح شد و هاي جدايه  توصيف و تفاوت،در اين نوشته. بودند  

O. novo-ulmi براي اولين بار در ايران از درختان Ulmus glabraو  U. carpinifolia از 

 براساس روش O. novo-ulmi هاي جدايه. شود توسكستان و فضاي سبز شهر تهران گزارش مي

  . آسيايي بودند-هاي اروپا فيلوژني متعلق به جمعيت
  

  Ophiostoma فيلوژني، بيماري هلندي نارون، گيلان، گلستان، :هاي كليدي واژه
  

نامه كارشناسي ارشد نگارنده دوم به راهنمايي آقاي دكتر كامران رهنما ارايه شده به دانشگاه علوم  بخشي از پايان *

  نگارنده اول: ان و بخشي از طرح ملي بيماري مرگ نارون در ايران، مجريكشاورزي و منابع طبيعي گرگ
  )E-mail: iraqi602@yahoo.com( مسئول مكاتبه **
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  مقدمه

هاي درختان جنگلي حايز  شناسي و بيماري  از نظر قارچOphiostomatoidهاي  قارچ

  ان اقتصادي اهميت زيادي هستند، به طوري كه با ايجاد تغيير در كيفيت چوب باعث زي

  ،Ophiostoma clavigerumها مانند  هاي اين قارچ برخي از گونه). a2004رهنما (گردند  مي

O. piceae و O. ipsهاي   همانند برخي از گونهCeratocystis سبب تغيير رنگ در چوب 

ها به نام  اين گروه از قارچ. شوند درختان كاج و نراد شده و باعث كاهش كيفيت چوب مي

sapstainاند كه اغلب در ناحيه آوند آبكش فعاليت دارند و به واسطه وجود رنگدانه   معروف شده

يابد  ها به رنگ آبي تغيير مي ها، سطح چوب در محل فعاليت آن در ميسليوم اين قارچ

(Harrington & Wingfield 1998, Wingfield et al. 1993, 2001) . تاكنون در ژنوم هسته

Ophiostoma ژن شناسايي شده است 8000-10000 بين (Hoffman & Breuill 2002)   

   گونه،در سالهاي اخيرتا ها و آناليز ژن باعث شده است  به طوري كه اين قبيل بررسي

O. novo-ulmi به دو زيرگونه O. novo-ulmi ssp. novo-ulmiو O. novo-ulmi ssp. 

americana تمايز يابد (Rahnama 2004a, Brasier & Kirk 2001).  

توانند درختان پهن برگ نظير نارون و بلوط را مورد تهاجم قرار  ها نيز مي برخي گونه

 O. quercus روي نارون و O. novo-ulmiو  O. ulmiتوان به دو گونه  ها مي از اين گونه. دهند

و هاي آسيا، اروپا  روي بلوط اشاره كرد كه از نظر ميزان بيماريزايي و خسارت در سطح جنگل

  .(Brasier 2001)اند  آمريكا قابل توجه

هاي آوندي گياهي در دنيا  بيماري هلندي نارون يكي از مهمترين و مخربترين بيماري

بريزر منشأ اوليه بيماري به طور دقيق مشخص نيست اما . (Stipes & Campana 1981)است 

(Brasier 1990)طي جنگ جهاني  معتقد است كه اين بيماري از چين منشأ گرفته و سپس 

چنانچه اخيرا گونه ديگري از اين عامل . اول به اروپا و آمريكاي شمالي راه پيدا كرده است

از منطقه هيماليا از درختان نارون  O. himal-ulmi Brasier & Mehrotraبيماري با نام 

 اولين گزارش از مشاهده بيماري در سال. (Brasier & Mehrotra 1995)جداسازي شده است 

 در فرانسه بود كه به دنبال آن از كشورهاي هلند و بلژيك نيز در (Picardy) از پيكاردي 1918

، اما بيماري براي نخستين بار توسط يك (Stipes & Campana 1981)همان سال گزارش شد 

 شرح داده شد 1919 در سال (Dina Spirenburg)شناس هلندي به نام دينا اسپيرنبورگ  گياه

(Stipes & Campana 1981).  

تاريخچه پيدايش بيماري در ايران به درستي معلوم نيست، اما براساس منابع معتبر 

هاي گلستان و در ارتفاعات پايين كرنكفتر و   از جنگل1338بيماري اولين بار در سال  قديمي 

  كندسكوي روي درختان اوجا و ملج مشاهده شد و در بقيه نواحي گسترش يافت

)Afsharpour & Adeli 1974( .ها دلار خسارت اقتصادي در  اين بيماري تاكنون باعث ميليون
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در ايران ميزان دقيقي از خسارت اين بيماري برآورد نشده . اروپا و آمريكاي شمالي شده است

هاي به عمل آمده در كشور تا به حال حدود يك ميليون اصله  است ولي براساس مسيريابي

طبق آمار . اند هل سال گذشته بر اثر اين بيماري از بين رفتهدرخت نارون اوجا و ملج طي چ

   و ارزش اقتصادي بسيار بالايي كه چوب و الوار درختان مزبور 1350- 51سالهاي 

  هاي  هاي شمال را درختاني از گونه دارند، حدود چهار درصد حجم تجارتي جنگل

  گسترش بيماري و دادند كه امروزه دو گونه فوق به دليل  ملج و اوجا تشكيل مي

  اند زوال، حدود كمتر از يك درصد از اين حجم تجارتي را به خود اختصاص داده

)Rahnama 2003, 2004b, Rahnama et al. 2002, Rahnama & Taheri 2004(.  

 جداسازي و شناسايي )Schwarz( شوارتز توسط 1919اين قارچ براي اولين بار در سال 

 به نام )coremium( يا كورميوم )synnema( رويشي سينما شد و به دليل داشتن ساختمان

Graphium ulmi Schwarz نامگذاري گرديد )Stipes & Campana 1981( و نهايتا در سال 

 Pesotum ulmi تحت نام )Crane & Schoknecht 1973(  شوكنختوكرين  توسط 1973

Crane & Schoknechtمل بيماري براي اولين بار در مرحله كامل قارچ عا.  تغيير نام داده شد

  .  ناميده شد.Ceratostomella ulmi Buis به نام )Buisman 1932( بويسمن توسط 1932سال 

   تغيير داد.Ophiostoma ulmi (Buis.) Nannf آن را به نام نانفلدت 1934در سال 

)Melin & Nannfeldt 1934( مورئو  توسط 1952، ولي در سال)Moreau 1952(   

 )Hunt 1956( هانت  عنوان مذكور توسط.  تغيير يافتCeratocystis ulmi (Buis.) Moreauبه 

 بود مورد تاييد Ceratocystis Ellis & Halstهاي جنس  در رساله كامل خود كه مربوط به ژن

با اين . اي مورد استفاده محققان قرار گرفت قرار گرفت و از آن زمان به بعد به طور گسترده

 شناخته Ophiostomaهايي كه قبلا با عنوان   نشان داد كه گونه)De Hoog 1974(دهوخ وجود 

  هانت هايي كه هاي مهم همچون تشكيل شكل غيرجنسي با گونه شده بودند، از برخي جنبه

 توانست با )Harrington 1981( هرينگتوندر نظر گرفته بود تفاوت دارند و نهايتا ) 1956(

 و Ophiostomaسيكلوهگزيميد به محيط كشت قارچ، دو جنس بيوتيك  اضافه نمودن آنتي

Ceratocystisهاي  همچنين مطالعات مولكولي انجام شده روي گونه.  را از هم جدا كند

Ceratocystis و Ophiostomaها وجود دارد   نشان داد كه تفاوت مولكولي بارزي بين اين گونه

)Hoffman & Breuil 2002( . امروزه جنسOphiostomaهايي نظير شكل   با دارا بودن ويژگي

غيرجنسي هلوبلاستيكي و غيرفياليدي، غيرحساس به آنتي بيوتيك سيكلوهگزيميد، وجود 

سلولز و رامنوز در ديواره سلولي، آزاد شدن فعال آسكوسپور و برخي ديگر از خصوصيات 

  است متمايز شده Ceratocystisمورفولوژيكي، فيزيولوژيكي و مولكولي از جنس 
)Alexopoulos et al. 1996, Wingfield et al. 1993, Iraqi & Rahnama 2007, Iraqi et al. 2007.(  
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هاپلوييد و هتروتال بوده و داراي دو نوع ريسه  هاي  به طور كلي، اين قارچ داراي ريسه

هاي آميزشي در  نسبت فراواني ريسه. باشد  ميB و Aهاي   به نام(mating type)آميزشي 

همچنين قارچ عامل . )Brasier 2001(باشد  ها متفاوت مي ها و زيرگونه بيعت نيز در بين گونهط

  :كند كه عبارتند از هاگ توليد مي بيماري عمدتا چهار نوع 

ها روي  هاگ  كه به علت شباهت زياد طرز قرار گرفتن اين)Sporothrix( فرم اسپوروتريكس -1

  شد  ها به اين مرحله، سفالوسپوريوم گفته مي  تا مدتCephalosporiumريسه به جنس 

  ، )1989ذاكري (هاي منطقه كرج نيز با اين نام گزارش شده است  و از روي نارون

  . )Sinclair & Campana 1987( تغيير نام داد Sporothrixآن را به ) 1974(اما دهوخ 

   در نظر گرفته شدSporothrixدار براي آنامورف  هاي باريك و دندانه نهايتا وجود ريسه

)Benade et al. 1997( .هينتز )Hintz 1999( با تعيين توالي ژن سنتز كيتين ارتباط بسيار 

 را بيش از پيش  Sporothrix schenckii با پاتوژن انسانيOphiostoma novo-ulmiنزديك قارچ 

 بوده 1379 در سال Sporothrixدر ايران اولين گزارش رسمي از فرم غيرجنسي . تاييد كرد

  .)Rahnama et al. 2000(است 

شود و عمدتا در محيط غذايي با درصد  ناميده مي Pesotum ulmi فرم سينمادار قارچ به نام -2

هاي حاوي عصاره چوب و پوست  كربن بالا نظير چوب و پوست درختان نارون يا محيط كشت

  .)Sharbatkhari et al. 2007(به وفور توليد مي شود 

اي از زندگي  اين فرم هاگي قارچ عامل بيماري در هر مرحله: )yeast-like(مر مانند  فرم مخ-3

  شود و از ايران نيز گزارش شده است رويشي و زايشي و در ابعاد مختلف ديده مي

)Iraqi 2007, Rahnama et al. 2000(.  

هاگي آن   دهد و در واقع مهمترين فرم  مرحله پريتسيوم كه شكل جنسي قارچ را تشكيل مي-4

هاي  ها و زيرگونه هاي مهم در تفكيك گونه رود و يكي از شاخص از نظر تاكسونومي به شمار مي

  اين عامل بيماري محسوب شده كه در انگلستان مورد مطالعه قرار گرفته است

)Brasier & Kirk 2001(اي روي چگونگي تشكيل فرم جنسي و مقايسه  ، اما تاكنون مطالعه

  .انجام نشده است O. novo-ulmi و O. ulmiها با يكديگر در ايران در اين دو گونه  هاي آن اندازه

 توسط 1350اگرچه نخستين گزارش رسمي از عامل بيماري در ايران نيز در سال 

  هاي آستارا صورت گرفت  از روي درختان اوجا و از جنگل مك نابوابراهيمي 

)Ebrahimi & Mc Nab 1972 Ershad 1995,( در اين بررسي فقط اشاره به توليد كورميوم ، اما

با اين وجود قارچ عامل بيماري در اغلب منابع داخلي با . هاي زنده گياهان شده است روي ساقه

هاي شديد از اين عامل  شود و عليرغم شيوع اپيدمي  نام برده ميCeratocystis ulmiعنوان 

  سبز شهري در سطح كشور بيماري در سالهاي اخير در مناطق جنگلي و نيز فضاي 

اطلاعات دقيق و جامعي از عامل يا عوامل قارچي ايجاد كننده اين بيماري و مشخصات 
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  به طوري كه در برخي از تحقيقات انجام شده در استان . ها وجود ندارد شناسي آن قارچ

   جداسازي و شناسايي گرديده استCeratocystis ulmiخراسان عامل بيماري با نام 

)Hajian & Kashki 1999(هاي بعدي نيز از گونه   و در بررسيO. ulmi ياد شده است اما 

  .)Rahjo et al. 1999(خصوصيات كامل قارچ عامل بيماري توصيف نگرديد 

هاي عامل بيماري در كشور  بنابراين، تحقيق حاضر با هدف شناسايي دقيق گونه يا گونه

يكي، شامل مورفولوژي، فيزيولوژي و مولكولي و در اين راستا خصوصيات تاكسونوم انجام شده

اميد است كه نتايج اين تحقيق . هاي عامل بيماري در ايران مورد بررسي قرار گرفته است جدايه

هاي ديگري از عامل بيماري در ديگر مناطق  در آينده در شناسايي و تفكيك و يا شناسايي گونه

  .ثمر باشد كشور نيز مثمر

  

  روش بررسي

هاي مختلف از برخي مناطق جنگلي اسـتان گلـستان نظيـر پـارك جنگلـي                طي بازديد 

دلند، توسكستان، منطقه جنگلي اسالم و سياهكل در استان گيلان مـوارد بـسياري از درختـان                 

هـاي   هـاي آن نـشانه    نارون مشاهده شد كه در بخشي از شاخ و برگ خـود يـا در تمـام قـسمت                  

بـرداري بـا مـشاهده علايـم داخلـي شـامل خطـوط           هنمون. دادند  بيماري و پژمردگي را نشان مي     

كـه معمـولا بـا آثـار تغذيـه و فعاليـت       (اي حاصل از نكروز آوندي در زير پوست انجام شـد      قهوه

بـرداري از   ها پس از ثبت مشخصات نمونـه  نمونه). هاي پوستخوار ناقل بيماري همراه بود  سوسك

برداري و ساير مشخـصات      بان، تاريخ نمونه  برداري، گونه ميز   قبيل اطلاعات مربوط به محل نمونه     

هـاي جداسـازي و شناسـايي بـه آزمايـشگاه منتقـل و در محـل خنـك                   لازم جهت انجام آزمون   

ــدند ــداري ش ــشت   . نگه ــيط ك ــاري از مح ــل بيم ــازي عام ــراي جداس   و% Water Agar 7/1ب

Malt Extract Agar 2 %  استفاده شـد)Brasier 1981( .     5/0 -5/2بـراي ايـن منظـور، قطعـات   

و عبـور از  % 70هاي آلوده پس از ضدعفوني سطحي با محلول الكل اتيليك             متري از نمونه   سانتي

  هـايي    ها از چوب جدا و به صـورت حلقـه           روي شعله با استفاده از يك چاقوي استريل پوست آن         

هاي مزبور در انكوباتور      متري برش داده شد و پس از انتقال روي محيط كشت            ميلي 2-4به قطر   

هـاي    در صورت مشاهده ريـسه    .  درجه سلسيوس و در تاريكي نگهداري گرديد       20-25در دماي   

سازي  براي خالص. منتقل گرديد % MEA 2هاي آن به ظروف حاوي محيط كشت          قارچي، پرگنه 

هاي تاييد شده موجـود       جدايه. استفاده شد )  هاگ اسپوروتريكس (نيز از روش تك اسپور كردن       

ي گروه گياهپزشكي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان كـه            شناس در كلكسيون قارچ  

ــه آن) tubulinβ–ژن (هــاي مولكــولي  قــبلا براســاس روش ــود  گون هــا تــشخيص داده شــده ب

)Rahnama et al. 2005(   ــدد ــشت مج ــس از ك ــز پ ــشت ) subculture( ني ــيط ك   روي مح

Potato Dextrose Agar و MEA 2 % هـاي عامـل بيمـاري مـورد      شناسايي و تفكيـك گونـه  در
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هـاي مختلـف مراحـل     هـاگ  هـا و   گيري ابعـاد ريـسه     براي اين منظور، اندازه   . بررسي قرار گرفتند  

الـذكر   هاي فـوق  نهايتا براي شناسايي جدايه. هاي مزبور صورت گرفت غيرجنسي و جنسي جدايه 

 و بررسي مشخصات MEAيط كشت از برخي خصوصيات مورفولوژيكي نظير نوع پرگنه روي مح 

 گـرم پـودر     200 تـا    100حاوي  % MEA 2اندام جنسي و نوع تيپ آميزشي روي محيط كشت          

گيـري سـرعت رشـد      و برخي خصوصيات فيزيولوژيكي نظير اندازه)Brasier 1981(چوب نارون 

گيـري وزن خـشك      ، اندازه MEA 2%شعاعي روزانه، تعيين دماي بهينه رشد روي محيط كشت          

 و نيز تعيين ميزان شـدت بيمـاريزايي روي   Potato Dextrose Brothه قارچ در محيط مايع تود

هـا در گلخانـه بـه روش تزريـق            زنـي نهـال    روش مايـه  . هـاي نـارون چينـي، اسـتفاده شـد           نهال

سوسپانسيون هاگ قارچ و با ايجاد برش عرضي كوچك به وسيله چاقوي جراحي تيز و اسـتريل                 

ــرار   ــلي و ق ــاقه اص ــدار روي س ــي5/0دادن مق ــاگ   ميل ــسيون ه ــر از سوسپان ــت (ليت ــا غلظ   ب

با استفاده از يك سرنگ روي لبه چاقو و هدايت آن بـه سـمت بافـت                 ) ليتر ميلي/  هاگ  5 × 106

هـاي   شدت بيماري با تعيين درصد برگ. (Iraqi & Rahnama 2007)آوندي نهال صورت گرفت 

 ـ(Smalley & Guries 1993)پژمرده و ريـزش كـرده    .  هفتـه محاسـبه شـد   10س از گذشـت   پ

  .ها در قالب طرح كاملا تصادفي انجام شدند تمامي آزمايش

   جدايه مربوط 5براي تعيين تيپ جنسي و توليد مرحله جنسي قارچ عامل بيماري از 

 Ir-Out-5 و Ir-Out-1 ،Ir-Out-2 ،Ir-Out-3 ،Ir-Out-4هاي  به فضاي سبز شهرهاي ايران به نام

 و دو (Rahnama 2004a, Rahjo et al. 1999)ازي شده از مناطق فضاي سبز شهري جداس(

از ) O. novo-ulmi گونه Aتيپ  (Ast20هاي  جدايه تاييد شده مشخص از نظر تيپ جنسي به نام

 انگليس، تهيه شده از (Gloshire)از گلوشاير ) O. ulmi گونه Bتيپ  (W2جنگل اسالم ايران و 

شناسي دانشگاه بريتيش كلمبيا، ونكوور كانادا، استفاده   بيوتكنولوژي و قارچكلكسيون آزمايشگاه

  .شد

، لاكتوفنول PVLGهاي قارچ در  هاي مختلف جدايه هاي ميكروسكوپي اندام براي بررسي

به صورت اسلايدهاي ميكروسكوپي آماده و جهت مطالعه دقيقتر % 50و يا اسيد لاكتيك 

  .عكسبرداري نيز شدند

  يابي ژن هاي مزبور از روش توالي  تعيين تنوع ژنتيكي جدايهبه منظور

  براي اين منظور، پس از استخراج. )Rahnama 2004a(توبولين استفاده شد  بتا

DNA  اقدام به تكثير تواليbp 1000توبولين  مزبور با استفاده از دو پرايمر بتا  

T10 )5'- ACGATAGGTTCACCTCCAGAC- 3'( به عنوان Forward و   

T12 (5'- GTTGTCAATGCAGAAGGTCTCG- 3') به عنوان Reverseطراحي اين .  شد

هاي  به منظور مقايسه توالي.  انجام گرفت(Kim et al. 2003) و همكاران كيمپرايمرها براساس 

 )Clustal W, ver. 1.8(افزار كلاستال  ها و مشخص كردن ترتيب توالي نوكلئوتيدها از نرم جدايه
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)1994 .alet Thompson ( تهيه شده توسط انستيتو پاستور استفاده شد ) نشاني اينترنتي

html.simple-clustalw/interfaces/seqanal/fr.Pasteur.bioweb://http.(  

  

  ه در آزمون تعيين توالي ژن بتا توبولين مورد استفادOphiostomaهاي   جدايه- 1جدول 
Table 1. Isolates of Ophiostoma used in identification of sequence of  β -tubulin Gene  

  شماره بانك ژن

Accession No. 

  منبع

Source 

تاريخ 

  جداسازي

Date 

  محل جداسازي

Place of Isolation  

  كد جدايه

Isolate Code 

EF638890  V. Rahjou et al.  1999  Tehran & Karaj, Iran  *Ir-Out-1 
EF638890  V. Rahjou et al.  1999 Tehran & Karaj, Iran Ir-Out-2 
EF638891 V. Rahjou et al.  1999 Tehran & Karaj, Iran Ir-Out-3  
EF638891 V. Rahjou et al.  1999 Tehran & Karaj, Iran Ir-Out-4  
EF638891  V. Rahjou et al.  1999 Tehran & Karaj, Iran Ir-Out-5  
X98835 C.M. Brasier  1977  Asalem Forest, Iran  AST-20 

AB110977 C.M. Brasier  1977  Chachkam, Sari, Iran  CKT11-0 
AF052061 J.N. Gibbs  1972  Gloucestershire, UK W2WT 
EF5036A C.G. Bowden 1996 Canada CESS16K 
EU136398 M. Hubbes 1996 Canada FG245WT 

U23424 J.N. Gibbs  1996  Canada MH75 
CV827999 M. Hubbes 1996 Canada O. ulmi 695A 
AY887023 J.N. Gibbs  1970  Oxfordshire, UK O. ulmi W9 
EF467310 C.M. Brasier  1980  Bozovici, Romania O. ulmi R21 

AF081133 
P.T. Scard & 

CMB 
1989  UK 

O. quercus 

H1039 

AF234835 
P.T. Scard & 

CMB 
1987  UK 

O. quercus 

H1040 

AY194949 C. Breuil 1999 Canada 
O. ips 

ATcc24285 
شناسي دانشگاه آلبرتا  ها در بخش گياه در مركز كلكسيون كشت قارچ) جداسازي شده از ايران( جدايه اول 5 *

  ).Lynne Siglerمكاتبه با پروفسور (د شون نگهداري مي) كانادا(

  

  نتيجه و بحث

   وOphiostoma. ulmiهاي  هاي انجام شده تعداد دو گونه قارچ به نام طي بررسي

O. novo-ulmiاز اين بين گونه . هاي اوجا و ملج شناسايي شد  روي گونهO. ulmi  براي اولين بار

براي اولين بار از روي اوجا از توسكستان و  O. novo-ulmiاز مناطق جنگلي لوه و سوسرا و گونه 

  :شود درختان نارون فضاي سبز شهر تهران به شرح زير گزارش مي

  

 Ophiostoma ulmi (Buis.) Nannfeldt, Sven Skogsvardsfoeren  خصوصيات گونه- 1

Tidskr, 32: 397-616, 1934  
از روي اوجا ) 5/7/84 (و سوسرا) 4/6/84آوري  جمع(هاي بررسي شده از جنگل لوه   نمونه

  ).2007عراقي (
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 تا چمني )waxy(نسبتا صاف و براق % MEA 2هاي قارچ روي محيط كشت  پرگنه

)lawn(متر بودند  ميلي5/2هاي نسبتا يكنواخت و با رشد روزانه متوسط   و سفيد رنگ با ريسه .

ر كلي، شكل به طو.  درجه سلسيوس محاسبه شد28همچنين دماي بهينه رشد براي اين گونه 

، )subculture(هاي مجدد  همچنين با تكرار كشت. هاي مختلف متفاوت بود پرگنه براي جدايه

ها از بين رفته و روي آگار به صورت رشد غيرطبيعي از يك سمت ريسه  يكنواختي رشد پرگنه

ن ها نيز كاسته شد كه دليل اي ها مشاهده شد و از ميزان رشد روزانه جدايه در برخي از كشت

  امر به وجود يكسري از عوامل سيتوپلاسمي مخرب تحت عنوان فاكتور بيماري

)disease factor(شود  هاي قارچ نسبت داده مي  در ريسه)Cole et al. 2000( . وجود اين عوامل

اي انتقال  اين عوامل از طريق آناستاموزهاي ريسه. شود باعث كاهش رشد و تكثير قارچ مي

 ds RNAدهد كه اين عوامل از چندين جزو  تحقيقات اخير نشان مي. )Brasier 1983(يابند  مي

از سوي ديگر، كاهش . )Swinton & Gilligan 1999(اند  با وزن مولكولي متفاوت تشكيل يافته

 موسوم )Mycovirus(ها  هاي اين گونه به وجود برخي مايكوويروس سرعت رشد و تهاجم جدايه

تاكنون وجود چند . )Cole et al. 2000(ت داده شده است  نسب)Mitovirus(به مايتوويروس 

  .)Tuomivirta 2004(مايتوويروس در اين قارچ به اثبات رسيده است 

ها به طور انتهايي روي  كنيديوم% MEA 2 روي محيط كشت Sporothrixدر مرحله 

متوالي توليد ). 3شكل (چسبند  هاي ريزي مي كنيديوفورهاي كوتاه توليد شده و به دندانه

شود كه غالبا در يك  هاگ مي اي از  ها در انتهاي يك كنيديوفور منجر به تشكيل خوشه كنيديوم

، كشيده و )single-celled(ياخته  ، تك)hyaline(رنگ  ها بي كنيديوم. اند قطره لعابي قرار گرفته

 و اندازه ها خميده و مورب است  بوده و غالبا يك طرف آن)elongated pyriform(گلابي شكل 

هاي   اين گونه روي محيط كشتPesotumمرحله . باشد  ميكرومتر مي2-4 × 4- 8ها  آن

اين مرحله از . ها متفاوت بود هاگ  در مرحله مخمري اندازه و شكل. آزمايشگاهي تشكيل نشد

 و هم در محيط كشت جامد براي گونه مزبور به دست PDBقارچ هم در محيط كشت مايع 

از زندگي قارچ عامل اصلي انتشار قارچ در داخل آوندهاي چوبي محسوب اين مرحله . آمد

به قطر ) قسمت كروي پريتسيوم(هايي  هايي با پايه در مرحله جنسي توليد پريتسيوم. شود مي

  همچنين متوسط طول گردن پريتسيوم براي اين گونه.  ميكرومتر توليد كرد200متوسط 

. چسبند ك ريزوييدهاي تيره رنگ به محيط ميها به كم پريتسيوم.  ميكرومتر بود280

 شكل بوده و اندازه )reniform(اي   تا قلوه)crescent(ياخته، هلالي  رنگ، تك آسكوسپورها بي

اين آسكوسپورها به طريقه فعال از راه گردن به بيرون .  ميكرومتر محاسبه شد1-2 × 4- 6ها  آن

يابند  اك در نوك دهانه پريتسيوم تجمع ميشوند و معمولا در يك مايع لزج و چسبن رانده مي

  در محيط مايع براي اين گونه ) كشت هفت روزه(ميزان وزن خشك توده قارچي ). 3شكل (

ميزان بيماريزايي اين گونه روي گونه نارون . گرم به دست آمد  ميلي25/270به طور متوسط 

Archive of SID

www.SID.ir



  155                                    در ايران  مرتبط با بيماري هلندي نارونOphiostomaمطالعه دو گونه  
 

 

ان دهنده شدت بيماريزايي چيني دو ساله بسيار كم و در حدود دو درصد محاسبه گرديد كه نش

  .كم اين گونه است

  

          

 

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 روي محيط كشت O. novo-ulmi مراحل مختلف توليد مثل جنسي و غيرجنسي قارچ - 3شكل 

MEA :A : فرمSporothrix .B : تشكيل مرحله غيرجنسي سينما)Pesotum .(C : پريتسيوم با

  .به همراه ريسهدهانه استيولار : D. طول گردن بلند
Fig. 3. Characteristics of sexual and asexual stages of Ophiostoma novo-ulmi on 

MEA: A. Sporothrix form with conidiogenous cells on the dental mycelia.  

B. Pesotum form: Synnema. C-D. Perithecium with long neck and ostiolar hyphae. 
 

-Ophiostoma novo-ulmi Brasier, Mycopathologia, 115: 151ات گونه  خصوصي-2

161, 1991  
، )2007عراقي ) (12/7/84(و دلند ) 4/4/84(هاي توسكستان  هاي بررسي شده از جنگل نمونه

؛ فضاي سبز تهران و )1378رهنما (، اسالم گيلان، سياهكل )1379رهنما (مشكين شهر اردبيل 

  ).1378رهجو (كرج 

A B 

C D 
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، (fibrous) تا فيبري (striate)نواري %  MEA 2هاي قارچ روي محيط كشت  نهپرگ

همچنين دماي بهينه ). 2 و 1هاي  شكل(متر بودند   ميلي6/3ناصاف و با رشد روزانه متوسط 

  . درجه سلسيوس تعيين شد21رشد براي اين گونه 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 O. ulmiو )  بالاهاي عكس( Ophiostoma novo-ulmi مقايسه دو شكل ظاهري پرگنه - 1شكل 

  %.MEA 2جدا شده از درختان نارون روي محيط كشت ) عكس پايين(
Fig. 1. Comparison between colony morphology of Ophiostoma novo-ulmi (top) and 

O. ulmi (bottom) isolated from elm trees on 2% MEA. 

  

   

  

  

  

  

  

  

 قارچ بيمارگر B و Aمل بيماري با دو تيپ آميزشي  عاI5 كشت جدايه مجهول -2شكل 

Ophiostoma novo-ulmi) هاي  پيكان نشان دهنده توليد اندام جنسي در محل تلاقي تيپ

  ).باشد سازگار جنسي مي
Fig. 2. Crossing the mycelia of two sexual types A and B with unknown isolates I5. 

Production of perithecia at the crossing zone of mycelia between sexually 

compatible isolates (arrow). 

A B 

I5
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  ها همانند گونه قبلي  كنيديوم% MEA 2 روي محيط كشت Sporothrixدر مرحله 

هاي  شوند و به دندانه به طور انتهايي روي انشعابات نسبتا كوتاه كنيديوفورهاي كوتاه توليد مي

اي  ها در انتهاي يك كنيديوفور منجر به تشكيل خوشه والي كنيديومتوليد مت. چسبند ريزي مي

ياخته،  رنگ، تك ها بي كنيديوم. اند شود كه غالبا در يك قطره لعابي قرار گرفته هاگ مي از 

ها  ها خميده و مورب است و اندازه آن كشيده و گلابي تا اشكي شكل بوده و غالبا يك طرف آن

  . دباش  ميكرومتر مي3-2 × 7-4

پس از % MEA 2ها روي محيط كشت   اين گونه در برخي جدايهPesotumمرحله 

در اين مرحله قارچ روي ريزوييدهاي تيره رنگ توليد اندامي .  روز تشكيل شد25-30گذشت 

هاي تيره رنگ  ها در مايعي چسبناك و لزج در انتهاي ساقه  هاگ . كرد)synnema(به نام سينما 

مرغي  ياخته و شفاف و عمدتا تخم ها نيز تك هاگ اين . توليد شدند) متر  ميلي1-2به ارتفاع (

  .  ميكرومتر محاسبه شد1-2 × 2- 4ها  شكل بوده و اندازه آن

اين مرحله از قارچ هم در محيط . ها متفاوت بود  هاگ  اندازه و شكل،در مرحله مخمري

اين مرحله از .  آمد و هم در محيط كشت جامد براي گونه مزبور به دستPDBكشت مايع 

  . شود  عامل اصلي انتشار قارچ در داخل آوندهاي چوبي محسوب مي،زندگي قارچ

قسمت كروي (هايي  هايي خاردار با پايه  قارچ توليد پريتسيوم،در مرحله جنسي

همچنين طول گردن پريتسيوم براي اين گونه به طور .  ميكرومتر كرد203به قطر ) پريتسيوم

ها به كمك ريزوييدهاي تيره رنگ به محيط  پريتسيوم. متر محاسبه شد ميكرو350متوسط 

  ها اي شكل بوده و اندازه آن ياخته، هلالي تا قلوه رنگ، تك آسكوسپورها بي. چسبند مي

اين آسكوسپورها به طريقه فعال از راه گردن به بيرون رانده .  ميكرومتر محاسبه شد2-1 × 4- 6

  . يابند لزج و چسبناك در نوك دهانه پريتسيوم تجمع ميشوند و معمولا در يك مايع  مي

ميزان وزن ). 2جدول (داري اختلاف داشت  ابعاد پريتسيوم اين گونه با گونه قبلي به طور معني

 250 محيط مايع براي اين گونه به طور متوسط در) كشت هفت روزه(خشك توده قارچي 

نه روي گونه نارون چيني دو ساله  نيز در اين گو ميزان بيماريزايي. گرم به دست آمد  ميلي

 محاسبه گرديد كه نشان دهنده شدت %13 مقايسه با گونه قبلي  بيشتر و  به طور متوسط

  . استO. ulmi بيماريزايي زياد اين گونه در مقايسه با گونه
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 هـاي دو گونـه   هـاي مورفولـوژيكي و فيزيولـوژيكي جدايـه       مقايـسه برخـي از ويژگـي       -2جدول  

Ophiostoma ulmi و O. novo-ulmi  

مشخصات مورفولوژيكي 

 و فيزيولوژيكي
Ophiostoma  ulmi Ophiostoma  novo-ulmi  

ها روي  شكل پرگنه جدايه

  MEAمحيط كشت 

صاف، نرم تا چمني و سفيد  با 

  رشد روزانه ضعيف 

  )روز/ متر  ميلي5/2متوسط (

نواري و فيبري و ناصاف و با 

  رشد روزانه زياد

  )روز/ متر  ميلي6/3متوسط (

طول گردن پريتسيوم روي 

  MEAمحيط كشت 

 273-290(اغلب كوتاهتر 

 )ميكرومتر

 290-640(اغلب طويلتر 

  )ميكرومتر

   ميكرومتر203   ميكرومتر200  عرض پايه پريتسيوم

نرخ رشد شعاعي روي 

   MEAمحيط كشت 

  : در)متر در روز ميلي(

    

  4/3-8/3  4/2-6/2   درجه سلسيوس20

  7/2-3  9/2-3/3   درجه سلسيوس28

  0  5/0-6/0   درجه سلسيوس35

  بهينه دماي رشد 

 )درجه سلسيوس(
28  21  

وزن خشك توده قارچ در 

   PDBمحيط مايع 

  )گرم ميلي(

  )244-5/254(كمتر   )266-25/274(بيشتر 

ميزان بيماريزايي روي نارون 

درصد ( ساله دوچيني 

  )پژمردگي و ريزش برگ

  )%13(بيشتر   )%2( كمتر 

  

يابي و مقايسه فيلوژني نشان داد كه هر پنج جدايه مورد استفاده در  نتايج آناليز توالي

  هاي و ترجيحا جمعيت Ophiostoma novo-ulmiاين آزمون متعلق به گونه مهاجم 

). 4شكل (باشند   ميO. novo-ulmi ssp. novo-ulmiآسيايي يا به عبارت بهتر زيرگونه - اروپا

  هاي گونه  نوكلئوتيد در اين آزمون نشان داد كه اختلاف اصلي جدايه790 مقايسه نتايج

O. ulmi  وO. novo-ulmi باشد در كد شدن اسيدآمينه سرين مي.   
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  )  جدايه اول از بالاپنج(هاي عامل بيماري نارون از ايران   مقايسه فيلوژني جدايه- 4شكل 

  تمامي : يابي ژن بتا توبولين  تاييد شده از ساير نقاط جهان براساس تواليهاي با جدايه

 O. novo-ulmi ssp. novo-ulmiمتعلق به زير گونه  O. novo-ulmiهاي ايراني  جدايه

  ). آسيايي-هاي اروپا جمعيت(
Fig. 4. Comparison of phylogeny of five Iranian isolates of Dutch elm disease with 

isolates of others areas based on sequence of β –tubulin gene. All Iranian isolates of 

Ophiostoma novo-ulmi belong to O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi (EAN populations). 
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  منابع

  .جهت ملاحظه منابع به متن انگليسي مراجعه شود  

  

پزشكي   دكتر كامران رهنما و مهندس ميرمعصوم عراقي، بخش گياه:نشاني نگارندگان

  .دانشكده علوم زراعي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان
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