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     28/8/88: تاريخ پذيرش                                         14/9/87: تاريخ دريافت
  

  چكيده
 . فرم جنسی قارچ عامل زوال درختان آزاد از نظر تاکسونوميکی حائز اهميت زيادی است: مقدمه         

 تحقيق حاضر با هدف بررسی مشخصات فرم جنسی جدايه های مختلف قـارچ عامـل زوال درختـان                   :هدف         

  . ی شده از منطقه جنگلی توسکستان در استان گلستان انجام گرديدآزاد جداساز

 در اين راستا، طول گردن و عرض پايه پريتـسيوم و نـسبت ايـن دو بـرای جدايـه هـا در                        :مواد و روش ها             

 B و A هر کدام از جدايه ها به همراه دو جدايه استاندارد شامل تيپ های جنسی             . شرايط درون شيشه محاسبه گرديد    

  .  درجه سانتی گراد نگهداری گرديدند۲۰ درصد حاوی پودر چوب آزاد کشت و در دمای MEA ۲ روی محيط کشت

 ميکرون با ميـانگين حـدود       ۳۸۰ -۵۴۰( نتايج نشان داد که اين جدايه ها با داشتن طول گردنی بلندتر              :نتايج          

 Ophiostoma ulmi از)  ميکرومتـر ۹۷ميـانگين حـدود    ميکرون با ۸۰ -۱۱۰( کوتاهتر ةو عرض پای)  ميکرون۴۵۴

همچنين متوسط نسبت طول گردن به عرض پايـه پريتـسيوم           . قابل تمييز هستند  ) گونه رايج و بيماری زا روی نارون      (

امکان استفاده از ابعاد پريتسيوم به عنوان يکی از فاکتورهای مهم تفکيک و شناسايی              .  محاسبه شد  ۷/۴برای جدايه ها    

  .  مهاجم زوال درختان آزاد می تواند قابل ملاحظه و بحث باشدقارچ

   ايـن تحقيـق نخـستين گـزارش از تـشکيل و بررسـی درون شيـشه ای فـرم جنـسی قـارچ                        :نتيجه گيـري  

O. novo-ulmi جداسازی شده از درختان آزاد در ايران می باشد.  
  
  09359729044: تلفن،  Iraqi602@yahoo.com: عهده دار مكاتبات ∗
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 Ophiostoma ulmi، Ophiostoma آزاد، فـرم جنـسی، اسـتان گلـستان،      درختانبيماری زوال :واژه هاي كليدي

novo-ulmi.  

  
  مقدمه

باعث ايجاد پژمردگی های آوندی در بسياری از درختان غيرمثمـر            Ophiostoma گونه های مختلف جنس   

ــاج،  ــواع ک ــون ان ــوند  همچ ــی ش ــارون م ــوط و ن ــرو، بل ــم   )۱ (. س ــسيار مه ــه ب ــه دو گون ــت ک ــوان گف ــايد بت    ش

 O. ulmi و O. novo-ulmi        مهمترين اپيدمی زوال درختان نارون جنگلـی و فـضای سـبز شـهری را در يـک قـرن

د نقش بسيار مهمی در تـشدي  O. novo-ulmi گذشته در نيمکره شمالی باعث شده اند و اين در حالی است که گونه

مقاومـت بـسيار خـوبی     O. ulmiاين اپيدمی ها داشته است، بطوريکه درختان آزاد نيز که نسبت به گونه غيرمهـاجم  

قارچ عامل بيماری توان توليد چهار نوع اسپور جنسی و غيرجنسی        )۳،  ۲ (.دارند از هجوم گونه اخير در امان نمانده اند        

 تاکـسونومی و طبقـه بنـدی گونـه هـای مختلـف ايـن جـنس                   شکل جنسی قارچ عامـل بيمـاری از نظـر          )۴ (.را دارد 

)Ophiostoma (   حائز اهميت زيادی است.)اين قارچ هتروتال بوده و برای تشکيل فرم جنسی نياز بـه دو تيـپ                )۶ ، ۵ 

بر اساس برخی تفاوت های مورفولوژيکی نظير نـوع پرگنـه و    O. novo-ulmi امروزه گونه )۷ (. داردB و Aجنسی 

 جنسی پريتسيوم بر روی محيط کشت های مختلف، تفاوت های فيزيولوژيکی همچون ميزان رشد روزانه،                ابعاد اندام 

بهينه دمای رشدی، توليد آنزيم ها و متابوليت های خارج سلولی، ميزان توليد پروتئين سراتوالمين و شـدت بيمـاری                    

نظير پلی مورفيسم های پروتئين هـا،       زايی روی نهال های با درجات مقاومت مختلف و برخی تفاوت های مولکولی              

 O. ulmi هسته و ميتوکندری و توالی ژن توليد سراتوالمين از گونه قـديمی  DNA هسته، اندازه DNA ايزوزيم ها و
 ةمطالعات اپيدميولوژيکی قارچ عامل بيمـاری نـشان مـی دهـد کـه گـون                )۱۲ -۹،  ۸،  ۶ (.به راحتی قابل تفکيک می باشد     

بـا ارائـه شـواهدی مبنـی بـر          ) ۲۰۰۱( بريزير   )۱۵-۱۳ (. غيرمهاجم می شود   ةيعت جايگزين گون  مهاجم به تدريج در طب    

وجـود هيبريـدهای بـين گونـه ای را در طبيعـت و       O. novo-ulmi و O .ulmi امکان جريان ژنی بـين گونـه هـای   

لبتـه محـدود از   اگرچه گزارشـات متعـدد و ا  . را ثابت کرد O. ulmi بجای O. novo-ulmi نهتدريجی گو جايگزينی

 سال گذشته در کشور وجود دارد ولی مطالعات گسترده ای در امر شناسايی، اپيدميولوژی و                ۴۰عامل بيماری در طی     

به عنوان مثال عليرغم وجـود درختـان آزاد کهنـسال خـشکيده در منـاطق                . به ويژه مديريت آن صورت نگرفته است      

ان اخير آنهم در حد گزارشی از جداسازی عامل بيماری اکتفا   مختلف جنگلی شمال و شمال غرب کشور تنها در سالي         

شده است و اين درحالی است که سالانه در اروپا و آمريکا ميليون ها دلار صرف تحقيقات مختلف در راستای مبارزه 

اگرچه جداسازی عامـل بيمـاری در       . با عامل بيماری مرگ درختان نارون و آزاد در مناطق شهری و جنگلی می شود              

) ۲۰۰۰( ولـی رهنمـا   )۱۶(صورت گرفته بود O. ulmi  از درختان آزاد در رشت توسط رهجو و با نام گونه۱۹۹۹سال 

بـرای   O. novo-ulmi از مناطق جنگلی ارسباران در آذربايجان شرقی و اردبيل گستردگی بيماری را با عامـل جديـد  

شيوع عامل بيماری بر روی درختـان آزاد را از          ) ۲۰۰۴(و رهنما و طاهری     ) ۲۰۰۳( رهنما   )۱۷ (.اولين بار گزارش نمود   

-O. novo مناطق جنگلی شمال کشور و به ويژه مناطق جنگلی استان گلستان همچون جنگل دلنـد بـا عنـوان گونـه    

ulmi  اين در حالی است که جمعيت هـای درون گونـه ای عامـل بيمـاری مـدام در طبيعـت                      )۱۹،  ۱۸ (.گزارش نمودند 
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 )۱۴،  ۱۳ (.و تکامل می باشند و اين امر مشکلات مديريتی عليه بيماری را بيشتر و بيشتر می سـازد                 درحال دورگه گيری    

بنابراين با توجه به اهميت و شدت بيماری بويژه در ساليان اخير و عدم وجود منابع علمی کافی در کـشور در مـورد                     

ق با هدف بررسی نوع و مشخصات فـرم         ويژگی های جدايه های مختلف عامل بيماری زوال درختان آزاد، اين تحقي           

بديهی است که آگاهی از     . جنسی قارچ عامل زوال درختان آزاد و مقايسه با گونه های استاندارد موجود انجام گرفت              

اين ويژگی در کنار تعيين ساير خصوصيات مورفولوژيکی، فيزيولوژيکی و مولکولی قارچ عامل بيمـاری در راسـتای                  

املين مرتبط با بيماری زوال آزاد در کشور و نهايتاً اقدامات مديريتی عليه آن می تواند بـسيار              شناسايی بهتر عامل يا ع    

  .مفيد واقع شود

  
  مواد و روش ها

  آماده سازي جدايه ها
 جدايه قارچ عامل زوال درختان آزاد جداسازی شده از منطقه جنگلی ۵برای انجام اين آزمايش از         

 ميلی متری از هر جدايه که در ۵ای آماده نمودن قارچ ها از کلکسيون موجود، قرص بر. توسکستان استفاده شد

 درجه سانتی گراد نگهداری می شدند به داخل ظروف حاوی محيط ۵داخل لوله های آزمايش و در شرايط دمايی 

گهداری  درجه سانتی گراد به منظور رشد ن۲۰-۲۲ منتقل و در دمای PDA(۱(کشت سيب زمينی دکستروز آگار 

 روز از حاشيه پرگنه های رشد کرده قرص هايی برداشته و به داخل ظروف حاوی ۱۰ تا ۷پس از گذشت . شدند

 درجه سانتی گراد در انکوباتور ۲۰ انتقال داده شدند و در دمای MEA(۲( درصد ۲محيط کشت عصاره مالت آگار 

مورد استفاده در اين  B به عنوان تيپ CKT11 و A به عنوان تيپ AST دو جدايه استاندارد. نگهداری گرديدند

آزمايش نيز از کلکسيون قارچ آزمايشگاه بيماری شناسی، گروه گياهپزشکی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبيعی 

  . گرگان تهيه و برای انجام آزمايشات مربوطه به طريقه بالا آماده شدند

  )پريتسيوم(بررسي مشخصات اندام جنسي 
 گـرم پـودر چـوب       ۲۰۰-۱۰۰به همراه   ) MEA(عصاره مالت آگار     ين آزمايش از محيط کشت    برای انجام ا  

در اين آزمايش مشخصات اندام جنسی از قبيل طول گردن و عرض            . استفاده شد ) به ازای هر ليتر محيط کشت     (آزاد  

 اين آزمـايش در هـر       برای انجام . پايه پريتسيوم و نسبت اين دو شاخص برای جدايه های عامل بيماری تعيين گرديد             

 ۵و يک جدايه نامشخص به صورت يک قرص کوچک       B و   A )با تيپ آميزشی مشخص   (ظرف دو جدايه استاندارد     

 هفتـه   ۳-۴ درجه سانتی گراد در داخل انکوباتور به مدّت        ۲۰ميليمتری در مقابل هم کشت گرديدند و سپس در دمای           

بـه منظـور بررسـی      . محل تلاقی قارچ پريتسيوم تشکيل شـد       در تيپ های سازگار، در       )۲۰ ().۱شکل(نگهداری شدند   

از هر ظرف ده عدد پريتسيوم بـالغ بـه طـور             طول گردن و عرض پايه پريتسيوم ها،         ةمشخصات ريختی از قبيل انداز    

ر طـول گـردن و عـرض پايـه پريتـسيوم هـر جدايـه در زي ـ         تصادفی انتخاب و پس از رنـگ آميـزی بـا لاکتوفنـول،              

  .  اندازه های بدست آمده برای جدايه ها مورد مقايسه آماری قرار گرفتند)۶ (.اسبه شدمحميکروسکوپ نوری 

  
1- Potato Dextrose Agar 
2- Malt Extract Agar 
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   تجزيه و تحليل نتايج آزمون

بـرای تجزيـه و     .  تکرار برای هر جدايـه قـارچ انجـام شـد           ۵آزمون مربوطه در قالب طرح کاملاً تصادفی با             

   برای مقايسه ميـانگين داده هـا از آزمـون چنـد            )۲۱ (.استفاده شد ) SAS )۲۰۰۱ از نرم افزار آماری   ايج آزمون   تحليل نت 

  .استفاده گرديددامنه ای دانکن 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  ) B(و ) A(در مقابل دو جدايه تيپ استاندارد ) X(نحوه کشت جدايه ناشناخته  -۱شکل 

  
  نتايج و بحث

از قبيل طول گردن، عرض پايه و نسبت اين دو          ) پريتسيوم(ی مربوط به مشخصات اندام جنسی              اندازه گيری ها  

 ۴۵۴ نشان داد که طول گردن جدايه هـا بـه طـور متوسـط     شاخص برای جدايه های عامل بيماری زوال درختان آزاد       

و متوسـط نـسبت     ) تـر  ميکروم ۹۷متوسط  ( ميکرومتر   ۸۰-۱۱۰به ميزان    ، عرض پايه  )ميکرومتر ۳۸۰-۵۴۰(ميکرومتر  

مقايسه داده ها برای تمامی جدايه ها نشان دهنده معنـی دار بـودن          . می باشد ) ۷/۴متوسط   (۵/۳-۸/۶اين دو شاخص    

  ). ۱جدول ( درصد بود ۵اختلاف در سطح احتمال 

 ديگـر نيـز     عليرغم وجود دامنه تغييرات در اندازه های مربوط به هر جدايه، نتايج مزبور در کار بـسياری از محققـين                   

 به طوري كه حتيّ نوع محيط كشت مورد استفاده بر طول و عـرض ابعـاد پريتـسيوم يـك         )7،  6،  4 (مشاهده شده است،  
بررسي ابعاد پريتسيوم توليد شده بر روي سرشاخه هاي نارون و محيط كشت               به عنوان مثال   )4(جدايه تأثير مي گذارد   

مهاجم نشان داد كه جدايه هاي مهاجم عمدتاً پريتسيوم هـايي بـا              براي دو گونة مهاجم و غير      1"عصاره چوب نارون  "
  از سـوي ديگـر ابعـاد پريتـسيوم         . گردن درازتر و عرض پايه كوتاهتري نسبت به گونـة غيرمهـاجم توليـد مـي كننـد                 

 دامنة ميانگين طول گردن و عـرض پايـه بـراي گونـه            . جدايه هاي هر دو گونه بر روي دو محيط كشت متفاوت بود           
 و  280-420 ميكرومتر و براي گونة غيرمهاجم       75 -140 و   230-640مهاجم بر روي سرشاخه هاي نارون به ترتيب         

  . ميكرومتر اندازه گيري شد150-100

                                                           
1- ESA (Elm Sapwood Agar)  

X 

A  

B 
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  جنسی جدايه های قارچ عامل زوال درختان آزاد از منطقه جنگلی توسکستان  مقايسه مشخصات اندام -۱جدول 

    *ريتسيوممشخصات پ    جدايه قارچ بيمارگر

  )ميكرومتر(عرض پريتس   )ميكرومتر(طول گردن  
  نسبت طول گردن 
  به عرض پريتس

O. ulmi3***  **c ۶۲ ± ۳۵۲  a ۳۵ ± ۱۳۲  c ۹/۱ ± ۶/۲   

O. novo-ulmi2****  a ۱۳۵ ± ۴۹۸  c ۱۰ ± ۸۵  a ۴/۲ ± ۹/۵   

Onuz1 a ۷۵ ± ۴۸۴  bc ۱۰ ± ۱۰۱  b ۴/۱ ± ۵/۴   

Onuz2 ab ۷۶ ± ۴۵۶  c ۱۲ ± ۹۳  b ۹/۰ ± ۶/۴   

Onuz3 a ۵۱ ± ۴۷۵  bc ۱۸ ± ۱۰۴  b ۵/۱ ± ۵/۴   

Onuz4  b ۴۷ ± ۴۲۶  c ۸ ± ۹۲   ab ۴/۱ ± ۸/۴   

Onuz5 b ۲۴ ± ۴۳۰  c ۱۶ ± ۹۵   ab ۵/۱ ± ۰/۵   
  . تکرار و ده مشاهده برای هر تکرار می باشد۵ هر عدد ميانگين *

  .می باشد درصد با آزمون چند دامنه ای دانکن ۵مال حروف غيرمشابه نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح احت**
  )۷( جدايه استاندارد گونه غيرمهاجم ***

  )۷( جدايه استاندارد گونه مهاجم جداسازی شده از نارون****

  

    
 

    
 استيول های دهانه -b) ×۴۰۰بزرگنمايی ( پريتسيوم با گردن دراز -a:  ابعاد مختلف فرم جنسی قارچ عامل زوال درختان آزاد-۲شکل

  )×۲۰۰بزرگمايی( پريتسيوم با گردن دراز - d) ×۲۰۰بزرگمايی ( پريتسيوم با گردن بسيار دراز -c)  ×۶۰۰بزرگنمايی (پريتسيوم 

  
 ۱۳۰-۱۸۰ و   ۲۵۰-۶۰۰بـه ترتيـب      ESA  ميانگين طول گردن و عرض پايـه بـر روی محـيط کـشت              ةهمچنين دامن 

 در  )۴(.محاسـبه گرديـد   )  غيرمهـاجم  ةبرای گـون  ( ميکرومتر   ۱۲۰-۱۸۰ و   ۱۹۰-۳۵۰و  )  مهاجم ةبرای گون (ميکرومتر  

a  

c d 

b 
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 در اين آزمون نسبت     )۷،  ۶،  ۵،  ۴(.بسياری از منابع برای مقايسه آماری از تعيين نسبت اين دو شاخص استفاده شده است              

ص در مقايسه با    نتايج آزمون مقايسه ای نشان داد که اين شاخ        . به دست آمد  ) ۷/۴متوسط   (۵/۳-۸/۶اين دو شاخص    

ــه    ــه از گونـــ ــای ايـــــن گونـــ ــه هـــ ــشخيص جدايـــ ــسه و تـــ ــرای مقايـــ ــاخص قبلـــــی بـــ   دو شـــ

 O. ulmi و زيرگونه O. novo-ulmi ssp. americana اين نتايج در کـار سـاير محققـين نيـز بـه      . مناسب تر است

 کـشور   ۴۰ز بـيش از      تلاقی بين جدايه های بدست آمـده ا        ۲۰۰که در آن بيش از        در تحقيقی  )۷،  ۶(.اثبات رسيده است  

 آن بـرای جدايـه      ةصورت گرفت، متوسط نسبت طول گردن پريتسيوم به عرض پای         ) اروپا، آمريکای شمالی و آسيا    (

 نـه  در تحقيقـی دام )۴.(بـه دسـت آمـد    O. ulmi ۵/۳-۴/۲ هـای   و برای جدايه۵/۱ -۲/۶به ميزان  O. novo-ulmi های

 O. novo-ulmi و O. novo-ulmi ssp. americana زيرگونهميانگين طول گردن و عرض پايه پريتسيوم های دو 

ssp. novo-ulmi با  (۱۶۸-۴۸۵ اولی به ترتيب ة ميانگين طول گردن و عرض پايه برای زيرگونةدامن. به دست آمد

بـا   (۱۷۷-۷۱۸ دوم بـه ترتيـب   نـه ميکرومتر و برای زيرگو   ) ۳/۱۱۶با ميانگين    (۸۴-۱۵۰ميکرومتر و   ) ۵/۲۹۵ميانگين  

 بدين ترتيب مـشخّص شـد کـه         )۶(.ميکرومتر محاسبه گرديد  ) ۵/۱۰۳با ميانگين    (۷۹-۱۵۹ميکرومتر و   ) ۴۵۰گين  ميان

به طور معنی داری بلنـدتر از جدايـه هـای      O. novo-ulmi ssp. novo-ulmiطول گردن جدايه های مهاجم

 از بين جدايـه هـای  . می باشد O. ulmi و نيز جدايه های قارچ O. novo-ulmi  ssp. americana مهاجم زيرگونه

O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi   نيز درازترين طول گردن مربوط به تلاقی جدايـهCKT11 ) بـا جدايـه   ) از ايـران

YU16 )   ميکرومتر و کمترين طول گردن در تلاقی دو جدايه ايرانی            ۷۳۰به ميزان   ) جداسازی شده از کرواسی H581  و 

H582   ــزان ــه مي ــو ۱۹۰و ب ــر ب ــه     . د ميکرومت ــای گون ــی ه ــين تلاق ــردن در ب ــول گ ــزان ط ــرين مي ــی کمت   از طرف

 Ophiostoma ulmi نيز مربوط به تلاقی جدايه Gol4 ) تيپ آميزشیA     از جنگـل  ۱۹۷۴جداسـازی شـده در سـال 

 ميکرومتر محاسبه شده اسـت      ۲۷۵و به ميزان متوسط     ) جداسازی شده از لهستان   ( P98با جدايه   ) های استان گلستان  

ان دهنده دامنه وسيع تغييرات و به عبارتی تنوّع مورفولوژيکی زياد در بين جدايه های ايرانی در مقايـسه بـا             و اين نش  

و تفـاوت   ) به عنوان يک صفت مهم مورفولوژيکی     (اين مسأله با توجه به تنوّع فرم پرگنه         . ساير نقاط جهان می باشد    

در جدايه هـای مهـاجم ايرانـی جداسـازی          ) يزيولوژيکیبه عنوان صفات مهم ف    (ميزان توليد توکسين و بيماری زايی       

 در تحقيق مشابهی که به منظور تعيين ويژگی های اندام توليد مثلـی              )۱۲،  ۱۱،  ۲ (.شده از نارون نيز به اثبات رسيده است       

O. himal-ulmi )تلاقـی بـين   ۱۶، نتـايج  انجـام شـد  )  جديد که بومی مناطق آسيای مرکزی و چين می باشدةگون 

 ميکرومتـر متغييـر بـوده و بطـور     ۱۰۰۰ تـا  ۲۴۰ طول گردن پريتسيوم ها در اين گونه از        ة ها نشان داد که انداز     جدايه

قابل تمييز مـی   O. novo-ulmiو  O. ulmi نه ميکرومتر می باشد، که از اين نظر اگرچه از دو گو۲۷۰-۸۵۰ميانگين 

ن از نظر توليد پريتسيوم هايی با طول زياد از يک طـرف   ولی با توجه به ويژگی های جدايه های مهاجم ايرا  )۵ (باشد،

احتمال حضور نژادهـايی  و فاصله کم جغرافيايی مناطق جنگلی استان گلستان با آسيای مرکزی و چين از سوی ديگر     

در ايران يا ورود آن در سال هـای نـه چنـدان دور بـيش از پـيش                   ) يا گونه های نزديک خواهری    (از چنين گونه ای     

رد، چه بسا که با وجود از بين رفتن درختان بسيار تنومند در جنگل های شمال از سال ها قبل به دليل شيوع                       وجود دا 

، حتی تا چند سال پيش شناسـايی ايـن گونـه بـا مـشکلات و       O. novo-ulmiاپيدمی و يا اپيدمی هايی توسّط گونه

 از جداسازی قارچ عامل بيماری از درختان        پس) ۱۹۹۹(چنانچه رهجو و همکاران     . ابهامات زيادی مواجه بوده است    
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 ولی با انجام آزمايشات مورفولوژيک، فيزيولوژيـک  )۱۶(ناميدند O. ulmi آزاد در رشت و نارون در کرج و تهران آنرا

از طرفـی اگرچـه تعيـين ابعـاد     . شـناخته شـدند   O. novo-ulmi و مولکولی، غالب اين جدايه ها جزء گونه مهـاجم 

ن يک عامل مورفولوژيکی مناسب هميشه در راستای تفکيک جدايه های مهاجم و غيرمهاجم عامـل                پريتسيوم به عنوا  

بيماری مرگ نارون و زوال درختان آزاد مدّ نظر قرار گرفته است، امّا با توجه به امکان دورگ گيری بين جدايه هـای                   

 چه بسا روی خواص مورفولـوژيکی و  عامل بيماری در طبيعت که منجر به تنوع ژنتيکی در بين جدايه ها می شود و              

فيزيولوژيکی نيز تأثيرگذار باشد، لزوم انجام آزمايشات ساير عوامل تفکيکی مورفولوژيکی، فيزيولوژيکی و مولکولی              

  )۱۵، ۹ (.الزامی به نظرمی رسد

  
  نتيجه گيري

 O. novo-ulmiنخستين گـزارش از تـشکيل و بررسـی درون شيـشه ای فـرم جنـسی قـارچ         اين تحقيق           

تعيـين ابعـاد پريتـسيوم بـه     همچنين نتايج اين آزمون نشان داد کـه  . جداسازی شده از درختان آزاد در ايران می باشد   

در کنار بررسی سـاير خـصوصيات      (منظور تفکيک و شناسايی گونه ها و نژادهای مهم قارچ عامل زوال درختان آزاد               

د به عنوان يکـی از فاکتورهـای مهـم و قابـل ملاحظـه در شناسـايی                  می توان ) مورفولوژيک، فيزيولوژيک و مولکولی   

  . جدايه های مهاجم تلقی شود
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