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  هاي ايراني قارچ عامل خشكيدگي شمشاد خزري تنوع فنوتيپي و ژنوتيپي جمعيت
 )Buxus hyrcana Pojark.(  

  2وجرلومو شيده  *1سيده معصومه زماني
  ها و مراتع كشور تهران، آموزش و ترويج كشاورزي، سازمان تحقيقات، موسسه تحقيقات جنگل ،ايران 1

  باغباني و پزشكي ياهگ كشاورزي، گروه شاهرود، دانشكده صنعتي ايران، شاهرود، دانشگاه 2

  25/10/1397: تاريخ پذيرش  01/08/1397: تاريخ دريافت

  چكيده

هاي در معرض در فهرست گونه متأسفانههاي شمال البرز است كه سبز جنگلبرگ هميشهاز معدود درختان پهن شمشاد خزري
قارچ  ناشي ازخشكيدگي  بيماري بلايت وبه  شمال كشورهاي شمشاد در  رويشگاه اغلب يراًاخهمچنين، . خطر قراردارد

Cylindrocladium buxicola هاي شناسايي ويژگي. اند كه خطر جدي براي بقا و توليد درختان شمشاد استمبتلا شده
در افزايش اطلاعات  باهدفقيق دراين تح. ارزشمند باشدهاي مديريت آن استراتژيتواند در گزينش  مي قارچ هاي اينجمعيت
 يبردار نمونهبدست آمده طي  C. buxicolaهاي  جدايههاي ايراني قارچ عامل بيماري، خصوصيات فنوتيپيِ جمعيت خصوص

با . بررسي شد، repژنومي نشانگر  براساسها  تنوع ژنتيكي اين جدايه و ارزيابي، شمال كشورهاي شمشاد رويشگاهتصادفي از 
شامل شكل و ميزان رشد پرگنه، اندازه و شكل كنيديوم، طول پايه، شكل و اندازه وزيكول (هاي مورفولوژيكي ويژگيارزيابي 
 ييدتأ Calonecteria pseudonaviculataها با گونه شناسي تمام جدايهجدايه بدست آمده، تطابق ريخت 52در ) انتهايي
. زايي متفاوتي قرار دارندهاي بيماريها در گروهرچي نشان داد اين جدايهجدايه منتخب قا 21زايي بررسي شدت بيماري. گرديد

درصد تشابه ژنتيكي داشته و در اين  95هاي منتخب بيش از جدايه 21نشان داد ، repآناليز الگوهاي باندي آغازگرهاي ژنومي 
هاي  تمام جدايه. هر سه استان وجود داشتندهاي مختلف ژنتيكي در هاي گروهجدايه. سطح از تشابه به چهار گروه تقسيم شدند

بوده و خصوصيات اصلي  C. pseudonaviculta اي، متعلق به گونه اصلي گونهمورد مطالعه با قبول ميزان تغييرات طبيعي درون
 ،يماريب اين لرسد در كنتريم به نظرها، نظر به نرخ پايين تنوع ميان جدايه. را داشتند گونه ينافيزيولوژيك -و پايدار مورفو

  .است مهمترين راهكاراستفاده از ارقام مقاوم 

  .Cylindrocladium buxicolaژنتيك جمعيت و  ،يشناس ختير، ييزا يماريب: كليدي يها واژه

  ac.ir -mzamani@rifr: الكترونيكي ، پست021 -44787282-5  : مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه

تنوع  تياهم ،يعيعلوم طب شرفتيبا پ رياخ يهادر سال
 تيريمد اهداف مختلف آشكار شده و يهانهيدر زم يستيز

 .متمركز شده است يستيتنوع ز شيها به سمت افزاجنگل
مسائل  نياز مهمتر يستيز تنوع كه امروزه حفظ يطور به

 تياهم. )21( گردديها قلمداد مجنگل داريپا تيريدر مد
حفظ ذخائر  ازنظر يركانيه يشيرو هيناحي هاجنگل

 كه منحصر به ياهيگ يهااز گونه يو وجود برخ يكيژنت
آن در ابعاد  ياتينقش ح همچنين، دباشنيم منطقه نيا

حفاظت و  ،زيست يطمح تعادل ،ياجتماع ،يمختلف اقتصاد
 يرا در سطح منطقه و مل رانيتوجه مد ها،ستمياكوس تيتثب

مهم و حاد آن  مسائلاز ). 13( است كرده به خود جلب
 باشديم يعيو طب ياز عوامل انسان يناش بيها تخرجنگل
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 تيرا با وضع يركانيه هيناح يهاجنگل ر،يدر دهه اخ كه
   .مواجه ساخته است يبحران

 از درختان )Buxus hyrcana Pojark(خزري  شمشاد
-گونه فهرست در است كه هيركاني هايجنگل سبز هميشه

 حفظ الملليبين اتحاديه انقراض درخطر گياهي هاي
 ايران هاي جنگل بومي گونه ينا .دارد قرار) IUCN( طبيعت

 جنوب در يكمزوزوئ دوران در كرتاسه دوره حوالي از
 البرز كوه رشته شمالي رخنيم از ارتفاعي تا كاسپين درياي
 ميليون 135 حدود به آن پيدايش سابقه است و شده ظاهر
دليل اهميتي كه دارد   گونه به اين .)13(رسد مي قبل سال

 يتوجه قابلسطح  اخير يها سالدر القطع است، اما  ممنوع
هاي شمشاد دچار بيماري بلايت يا سوختگي شده از جنگل

گونه از  و اين خشكيدگي در تمام مراحل زيستي ايناست 
است  يدر حالاين  .خورد چشم مينهال تا درخت مسن به 

نابود  گونه ينامحدود بودن شمشادها چنانچه  به علتكه 
ايران از بين  باارزشيكي از ذخاير گونه گياهي شود، 

مسئله  نياز ا رفت بروني چگونگ رو ينااز  ،خواهد رفت
 .باشديكشور م يعيطب اندركاران منابع دست يدغدغه اصل

از  Calonectriaاز قارچ  ايبه گونه يماريب نيا عامل
 .C( است نسبت داده شده هاستيخانواده آسكوم

pseudonaviculatum: syn. Cylindrocladium 

pseudonaviculata, C. buxicola (و داراي  زبانهيكه تك م
 بوده )كمتر از يك هفته(بيماري كوتاه و سريعي  يها چرخه

در برگ شمشاد،  يحالت سوختگ جاديو وقوع آن سبب ا
توسعه آن موجب خزان درخت و استمرار آن در چند سال 

  ).12(درخت خواهد شد  يدگيمنجر به خشك يمتوال

 يهاستانشمشاددر  1390در سال  بار يناول يماريب نيا
در  سرعت بهاز همان زمان  و آستارا مشاهده شد يهاجنگل
- در جنگلپوشش درختان شمشاد وسيعي از گستره سطح 

و  يماريب نيبروز ا .)18و 17(هيركاني شيوع يافت  هاي
 نيو تدو يزيرضرورت برنامه شمشاد خطر انقراض گونه

 جابيرا ا يماريب نيمبارزه با ا يمناسب برا يراهبردها
 مهمترين گام در مديريت و كنترل يك يطرف از، كنديم

رات ييدامنه تغ ازاطلاعات كافي  گياهي، داشتن  بيماري
، فيزيولوژيكي و شناسي يخترصوصيات طبيعي در خ

چراكه اين ، ستا بيمارگر مربوطه هاي جمعيت زايي يماريب
 توانا كارآمدتر، كنترل هاي استراتژي تنظيم در را مسئله ما

 دهد، مي رخ اپيدمي يك كه بطور مثال زماني. سازد مي
 مساعد يجهدرنت اپيدمي آيا كه سؤالات اين پاسخ دانستن
 دليل به يا ،آمده يشپ بيماري براي محيطي شرايط شدن
 يك آمدن وجود به و بيمارگر ژنتيك در موتاسيون ايجاد
 دارد، بيشتري ويرولانس كه بيمارگر از جديد جدايه
 بيماري مؤثر مديريت اعمال در تواند مي است، داده رخ

 هاي استراتژي اگر بنابراين). 15(باشد  داشته مهمي نقش
 تمركز يجا به بايست مي شوند واقع مؤثر بخواهند كنترل
دهند  قرار هدف را ها جمعيت ويژه، و انفرادي حالت روي

در كشورهاي مختلف جهان تحقيقات  رو ينااز  ).16(
انجام اين قارچ  هايشناسايي جمعيت منظور بهاي  گسترده

 در دقيقي اطلاعدر ايران درحاليكه ). 19و 4، 3(است  شده
نيست و  دست در قارچ اين هاي جمعيت تنوع خصوص

هاي  در اتخاذ روشمسلماً بالا بردن اطلاعات در اين زمينه 
ها  كنترل و ميزان موفقيت پس از اعمال اين روش مؤثر

شناسي بيماريديگر در  سوياز  .نقش خواهد داشت
گياهي براي دستيابي به بهترين روش مديريت يك بيماري، 

در تكامل ترين نقش را شناسايي فاكتورهايي كه مهم
بيمارگر دارند و اينكه چگونه اين نيروهاي تكاملي برهم 
اثر متقابل دارند تا تركيب ژنتيكي و پتانسيل تكاملي 

بيمارگر را رقم بزنند بسيار حائز اهميت است  هاي يتجمع
بنابراين شناسايي ساختار فنوتيپي و ژنوتيپي جمعيت ، )10(

 معين گونه يك در، درمجموع. بيمارگرها اهميت زيادي دارد
) يا(ممكن است اختصاصي ميزبان و  هاجدايه، قارچي

جغرافيايي شناخته  منشأزيستگاه باشند يا ممكن است با 
در هدايت  زيست يطمحلذا تعيين نقش ميزبان يا . شوند

ي ها ها، براي شناسايي جدايه سازگاري ژنتيكي جمعيت
در  يهاين جداكنترل  بيمارگر در هر منطقه و به دنبال آن
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 كند سزايي پيدا ميهخاص، اهميت ب زيست يطمحيك 
)16.(   

 ييزا يماريب ،ييكژمورفولو هدف اين تحقيق شناسايي تنوع
در ايران  C. pseudonaviculatum هايجدايه و ژنتيكي

بود، تا به استناد آن بتوان در جهت مديريت بهتر بيماري 
 هايجمعيتي قارچ رمطالعه ساختا مسلماً. اقدام نمود
در كنترل  مؤثرهاي  به اتخاذ استراتژي تنها نهبيمارگر، 

هاي توليد ارقام مقاوم و تعيين  انجامد، بلكه در برنامه مي
  .نيز نقش اساسي دارد مؤثراي  هاي قرنطينه سياست

  و روشها مواد
ضمن بازديد  1396- 1393هاي  طي سال :يبردار نمونه - 1

مازندران، گيلان و هاي هاي شمشاد در استاناز رويشگاه
ها و يا ها، برگ شامل سرشاخه(هاي گياهي  گلستان، نمونه

مشكوك به آلودگي ) هاي در حال خشك شدنگياهچه
بيماري  اين كه داراي آثاري از قارچ و يا علائمي ازبلايت 
بطور ، )خشكيدگي، لكه برگي، بار قارچي و غيره(بودند 

از ثبت آوري و پس  از درختان شمشاد جمعتصادفي 
، برداري ر، رويشگاه و تاريخ نمونهمشخصات گياه بيما

به  يعاًسردر شرايط خنك جهت جداسازي بيمارگر 
   .)1شكل ( آزمايشگاه منتقل گرديدند

  

  
خشكيدگي، (هاي داراي علائم آلودگي  سرشاخه يآور جمع -1شكل 

از درختان  Cylindrocladium buxicola) لكه برگي، بار قارچي
  شمشاد

-بافت از براي جداسازي بيمارگر :ازي بيمارگرسجدا - 2

ها به قطعات حدوداً ده  ، ابتدا سرشاخههاي گياهي
متري تقسيم و سپس به مدت يك ساعت تحت  سانتي

پس از اين . سازي شدند سترون جريان آب معمولي پيش
متري كه  سانتي 4تا  3ها به قطعات حدوداً  ، سرشاخه مرحله

علائم بودند برش داده شده و به هاي داراي حاوي برگ
ها  در اتاقك كشت نمونه. اتاقك كشت استريل منتقل شدند

يك درصد هيپوكلريت سديم در محلول سترون كننده 
هايي شامل برگ و  از اين قطعات نمونه ضدعفوني و

در  بافت آلوده و سالم جدا و حدفاصلاز قطعات ساقه 
. ديگردت كش) PDA( آگار -دكستروز - زميني سيب محيط

گراد تا زمان درجه سانتي 23-  25در دماي  ظروف پتري
پس از نوك س .ايجاد و رشد كلني قارچي نگهداري شدند

 PDAمحيط به  واقع در حاشيه رشد قارچ برداشته و ريسه
ها و قرار دادن برگروش ديگر جداسازي قارچ،  .شدمنتقل 
 23- 25در دماي در دسيكاتور مرطوب هاي آلوده ساقه

براي . منظور القاء اسپورزايي قارچ بودگراد بهسانتيدرجه 
ها تفكيك و اين منظور ابتدا نسوج آلوده برگ و سرشاخه
) يك درصد(پس از ضدعفوني با محلول هيپوكلريت سديم 

روي كاغذ صافي سترون درون ظروف پتري در داخل 
 بافتدر مواردي كه قارچ روي . دسيكاتور قرارداده شدند

) قارچ هايمتشكل از ميسليوم و اسپور(اسپوري يه توليد لا
 لايهقارچ با كشيدن يك لوپ به اين  يجداساز ،نموده بود

   .)2شكل ( صورت گرفت PDA و انتقال آن به محيط

هاي قارچي بدست آمده، با توجه به خصوصيات ايزوله
، الگوي رويشي و رنگ شناسي يختر(ماكروسكوپي 

و مطابقت ) هاخصوصيات كنيديوم(و ميكروسكوپي ) پرگنه
و ) 6و 5، 4(با منابع موجود  شناسي يخترهاي اين ويژگي

نيز با عنايت به توصيف مجدد گونه توسط هنريكات و 
تك اسپور نمودن شناسايي شده و با روش ) 11(كالهام 

  .سازي شدندآگار خالص - هويج -زميني يبسروي محيط 
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خلاصه اقدامات انجام شده جهت جداسازي قارچ  -2شكل 

Cylindrocladium buxicola از درختان شمشاد  

بررسي خصوصيات مورفولوژيك و فيزيولوژيك  - 3
  Cylindrocladium buxicolaهاي قارچ  جدايه

هاي زايشي و اندام بررسي سازگاري جنسي - 1 - 3
مشخص شدن هموتال بودن احتمالي  منظور به :جنسي
و در سه تكرار در  ييتنها بهها  ها، هريك از جدايه جدايه

آگار و نيز  -دكستروز - زميني يبسپتري حاوي محيط 
آگار كشت و بعد از دو هفته نگهداري  -هويج -زميني يبس

گراد، بطور هفتگي در زير درجه سانتي 22در دماي 
اين . بررسي شدند X20ميكروسكوپ با بزرگنمايي 

براي بررسي . ماه ادامه يافت 3نگهداري و مونيتورينگ تا 
سازگاري جنسي و توليد احتمالي اندام زايشي جنسي 

. ها، از كشت متقابل آنها استفاده شدپريتسيوم در اين جدايه
هايي به قطر پنج  بدين ترتيب كه براي هر جدايه، برش

اي پنج  ه همراه قطعهمتر از حاشيه كشت آن جدايه ب ميلي
متري از هريك از ديگر جدايه در يك پتري حاوي  ميلي

 زميني يبسدكستروز آگار يا  زميني يبسمحيط كشت 
متر از هم قرارداده و سپس هويج آگار به فاصله سه سانتي

از زماني كه . گراد نگهداري شدند درجه سانتي 22در دماي 
هاي  وجود اندامحاشيه دو كلني به يكديگر رسيد، احتمال 

 X20زايشي جنسي در زير ميكروسكوپ با بزرگنمايي 
ماه ادامه  3بررسي شد و اين نگهداري و مونيتورينگ تا 

  ).11(يافت 

هاي اندام يشناس ختيرهاي ويژگيبررسي  - 2 - 3
بررسي ساختارهاي غيرجنسي  منظور به :جنسيغيرزايشي 

آن  هاي قارچي از سه پتري مجزايدر هريك از جدايه
و مورد بررسي ) 9(جدايه سوسپانسيون اسپور تهيه شد 

پس از تهيه اسلايدهاي مناسب، براي هر . قرار گرفت
جدايه شكل كنيديوم، نحوه تشكيل آن، طول و پهناي 

عدد از  30تصادفي در  طور بهكنيدي و اندازه و شكل پايه 
ها گيري و ميانگين اندازهها براي هر جدايه، اندازه اين اندام

براي مشاهده و ثبت الگو، رنگ و ظاهر . محاسبه گرديد
) MEA(پرگنه قارچي از محيط كشت عصاره مالت آگار 

  ).11و 9(استفاده شد 

درجه  25ها در دماي نرخ رشد خطي قارچ - 3 - 3
 طيمحهاي قارچي ابتدا از هريك از جدايه :گراد يسانت

درجه  20در دماي  PDAبر پايه محيط  روزه هفت كشت
قرص  هاقارچ رشد نرخ تعيين براي. شد هيته گرادسانتي

ها در حال رشد جدايه پرگنه حاشيه ازمتري  آگار پنج ميلي
 20حدود ( PDA محيط محتوي هايديش پتري مركز به

انتقال ) ليتر محيط كشت در ظروف پتري نه سانتيمتري ميلي
 انكوباتور درهاي تلقيح شده سپس محيط كشت .داده شد

. شدند نگهداريهفت روز  مدت به گرادسانتي درجه 25
 عمود قطر دو .جدايه سه تكرار در نظر گرفته شد هربراي 

 وگيري در هر تكرار اندازه هاقارچهريك از  پرگنه هم بر
نرخ  محاسبه براي. شد محاسبه هيجدا هر براي هانيانگيم

-طيمح روي كه هياول هايديسك قطر اندازه ،رشد ميسليوم
 كم پرگنه قطر اندازه از بودند شده داده قرار كشت هاي
  .شد

 25بررسي توانايي رشد قارچ در دماي بالاتر از  - 4- 3
براي تعيين توانايي و نرخ رشد قارچ در  :گراددرجه سانتي

، قرص آگار به قطر پنج گراد يسانتدرجه  25بالاتر از دماي 
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 -3مطابق بند  شده يهته(متر از حاشيه پرگنه فعال قارچ ميلي
حدود (آگار  -دكستروز - زميني در محيط كشت سيب) 3

) ليتر محيط كشت در ظروف پتري نه سانتيمتري ميلي 20
ساعت در دماي  24ها به مدت  در سه تكرار كشت و پتري

سپس رشد شعاعي . نگهداري شدند گرادسانتيدرجه  25
ساعت با كشيدن يك دايره در  24پرگنه هر جدايه در اين 

 34-26ها به دماي  گذاري و كشت پشت پتري علامت
در سه تكرار  گرادسانتيدرجه  2به فاصله  گرادسانتيدرجه 

بعد از ده روز، رشد شعاعي پرگنه هر . منتقل گرديدند
جدايه با كشيدن دايره ديگري در پشت پتري مشخص و 

  . دماي حداكثر براي رشد قارچ تعيين گرديد

جهت  :هاكنيديوم جدايه دماي غيرفعال شدن -5 - 3
هاي قارچ در دماي تعيين دماي غيرفعال شدن كنيديوم

- ، قرص آگار به قطر پنج ميليگراددرجه سانتي 25بالاتر از 

) 3 - 3تهيه شده مطابق بند (متر از حاشيه پرگنه فعال قارچ 
آگار در سه تكرار كشت و  - هويج - زميني در محيط سيب

 گرادسانتيدرجه  25اي روز در دم 10ها به مدت  پتري
ظروف تحت نور بعد از ده روز، . نگهداري شدند

به اين . آزمايشگاه به مدت دو تا سه روز قرارگرفتند
ها آب مقطر استريل اضافه گرديد و درون يخچالي  پتري

دقيقه قرار  30مدت  بهگراد درجه سانتي 10تحت دماي 
گراد به درجه سانتي 25ها در دماي سپس پتري ،داده شدند

برها ها از كنيديتا كنيدي شدنددقيقه نگهداري  30مدت 
هاي بدست آمده در سپس سوسپانسيون. آزادسازي شوند

 34-26تنظيم و به دماي  ليتر يليماسپور در  1×104غلظت 
گراد در سه تكرار درجه سانتي 2 بافاصلهگراد درجه سانتي

 ده قطره از اينساعت  24پس از . منتقل گرديدند
آگار  - آبحاوي اسپور در سطح پتري حاوي سوسپانسيون 

ساعت در دماي  24ها به مدت پتري. دو درصد پخش شد
ها در  سپس پتري. نگهداري گرديدند گرادسانتيدرجه  25

 وجود و شدبررسي  X10زير ميكروسكوپ با بزرگنمايي 
  . )8(مورد ارزيابي قرارگرفت  زده جوانهاسپورهاي تك 

قارچ هاي  جدايهيي زا يماريبتنوع تعيين  - 6 - 3
Cylindrocladium buxicola: س از بررسي و پ

گيري ابعاد ساختارهاي رويشي و زايشي براي هر  اندازه
ها انتخاب و براي بررسي تنوع  ترين جدايه جدايه، متنوع

و  DNAزايي و نيز توليد توده ميسليومي، استخراج بيماري
  .شدند س مطالعات مولكولي استفادهپس

ها، روش  جدايه زاييهاي بيماريويژگيارزيابي براي 
. مورد استفاده قرارگرفت )2014(و همكاران شيشكوف 

ها در هريك از جدايهكشت جهت تهيه مايه تلقيح قارچ، از 
و قرار دادن  برگ ميخكدرصد به همراه  2محيط آب آگار 

روشنايي تحت نور / ساعت تاريكي 12ها در تناوب كشت
 14پس از . نزديك فرابنفش جهت اسپورزايي استفاده شد

روز اسپورهاي ايجاد شده با استفاده از آب مقطر استريل 
-از ظروف پتري جمع) 20درصد تويين  1/0به همراه (

 .ليتر تنظيم شدنداسپور در ميلي 2×103آوري و در غلظت 
داراي (هاي بريده شده با روش فروبردن سرشاخه زني يهما

شمشاد سالم در ارلن حاوي  يها نهالاز ) برگ 12 تا 10
ثانيه انجام  5ر سوسپانسيون اسپور به مدت ليتميلي 500
- ميلي 50هاي هاي تلقيح شده در فالكونسپس شاخه. شد

در هر فالكون . ليتري پر شده با آب قرار داده شدند
) تكرار 3 عنوان به(فالكون  3و براي هر جدايه  شاخه سه

درون گلداني قرار داده شده و  مجموعاً تهيه شد كه
هاي قارچي و نيز ساير جدايه يرتأثممانعت از  منظور به
اسپور، توسط پوشش  يزن جوانهرطوبت بهينه جهت  ينتأم

 ها سرشاخهدر گلدان شاهد، . نايلوني محصور گرديد
سوسپانسيون اسپور در آب مقطر استريل فروبرده  يجا به

درصد  90در ژرميناتور با رطوبت  هاگلدان نگهداري. شدند
ساعت نور  16دوره نوري گراد و درجه سانتي 25و دماي 

ساعت تاريكي صورت گرفت  8و ) لوكس 3000-  5000(
  ).3شكل (
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 هايهاي شمشاد با جدايهنهال زني يهما -3شكل 

Cylindrocladium buxicola  
روز پس  11و  7ها، ارزيابي شدت بيماري روي سرشاخه

روز پس از تلقيح  7. تلقيح مورد ارزيابي قرارگرفتاز 
پس از  11در روز . ها در هر برگ شمارش شدتعداد لكه

هاي ريزش يافته هاي آلوده و تعداد برگتلقيح تعداد برگ
در هر  يها لكههمچنين تعداد . مورد ارزيابي قرارگرفت
  ).10(ساقه نيز محاسبه گرديد 

ي قارچ ها تعيين تنوع ژنتيكي جدايه - 4
Cylindrocladium buxicola:  براي تكثير ميسليوم

سازي آنها توسط روش تك اسپور  ها، پس از خالص جدايه
ها به مدت  كشت. استفاده شد V8مايع  محيطاز كشت در 

. گراد نگهداري شدنددرجه سانتي 25روز در دماي  10
دور در دقيقه  3000سپس با استفاده از سانتريفوژ با دور 

دقيقه، محيط مايع از ميسليوم خالص هر جدايه  5به مدت 
 CTABمحلول كل قارچ توسط  DNAجداسازي و 

(Cethyl Three methyl Amonium Bromide)  استخراج
  ).9(شد 

ي كميت و بررس DNAبراي اطمينان از موفقيت استخراج 
 DNAاستحصالي پنج ميكروليتر از محلول DNA و كيفيت 

  X6(6X Loading buffer)با يك ميكروليتر بافر رنگ 
. مخلوط و از ژل آگارز يك و نيم درصد عبور داده شد

استخراج شده، از دستگاه  DNAجهت تعيين غلظت 
  .بيوفتومتر استفاده گرديد

براساس  C. buxicolaهاي  تعيين تنوع ژنتيكي جدايه
و با استفاده از  repتوسط نشانگر  DNAنگاري  انگشت

توالي اين . صورت گرفت REPو  ERICآغازگرهاي 
  :زير است قرار بهآغازگرها 

ERIC2 Forward: 

5′-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′ 

ERIC1R Reverse: 

5′-ATGTAAGCTCCTGGGGTTCAC-3′ 

REP2-I Forward: 

5′-ICGICTTATCIGGCCTAC-3′ 

REP1R-I Reverse: 

5′-IIICGICGICATCIGGC-3′ 

و نيز  PCRدر يك واكنش  كاررفته بهمقادير حجمي مواد 
كريمي بر اساس روش  PCRچرخه حرارتي براي واكنش 

  .تنظيم گرديد) 14) (2009(و همكاران 

توسط الكتروفورز با ژل آگارز  PCRمشاهده محصول 
حداقل سه بار براي هر  PCRعمل . صورت گرفت% 5/1

كه باند خوبي  DNAجدايه تكرار گرديد و فقط قطعاتي از 
  .شد، مورد ارزيابي قرارگرفتند از آنها روي ژل ديده مي

هاي حاصل از الكتروفورز و تجزيه  داده بندي رتبه منظور به
وزن باندها با ، ابتدا )Cluster analysis( ها اي آن خوشه

و براساس وزن باندهاي  Photo-capt افزار نرماستفاده از 
ها كه براساس باندهاي  از ماتريس داده، نشانگر تعيين شد

مشترك روي ژل از صفر و يك تشكيل شده بود، براي 
ها براساس ضريب تشابه  ايجاد ماتريس شباهت بين جدايه

براساس . استفاده شد (Jaccard’s coefficient)جاكارد 
در  UPGMAبه روش  اي ماتريس شباهت، تجزيه خوشه

  .انجام و دندروگرام رسم گرديد MVSP افزار نرم
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  نتايج
نمونه گياهي  310از مجموع  :جداسازي بيمارگر - 1

مناطق مختلف رويشگاههاي شمشاد در آوري شده از  جمع

به دست آمد كه  C. buxicolaجدايه از  52 مجموعاًكشور 
  .آمده است 1ها در جدول  اطلاعات اين جدايه

  آوري شده از مناطق مختلف ايران جمع Cylindrocladium buxicolaهاي  مشخصات جدايه -1جدول 
  نمونه  آوري منطقه جمع ميزبان كد جدايه  شماره

1 MCB-1 ريشه  مازندران، نوشهر شمشاد خزري  
2 MCB-2 برگ  مازندران، نوشهر شمشاد خزري  
3 MCB-3 ساقه  مازندران، نوشهر خزريشمشاد  
4 MCB-4 ساقه  مازندران، نوشهر شمشاد خزري  
5 MCB-5 برگ  مازندران، نوشهر شمشاد خزري  
6 MCB-6 ساقه  مازندران، نوشهر شمشاد خزري  
7 MCB-7 برگ  مازندران، تنكابن شمشاد خزري  
8 MCB-8 برگ  مازندران، تنكابن شمشاد خزري  
9 MCB-9 ساقه  مازندران، تنكابن شمشاد خزري  
10 MCB-10 برگ  مازندران، تنكابن شمشاد خزري  
11 MCB-11 ساقه  مازندران، چالوس شمشاد خزري  
12 MCB-12 ساقه  مازندران، چالوس شمشاد خزري  
13 MCB-13 برگ  مازندران، نور شمشاد خزري  
14 MCB-14 برگ  مازندران، نور شمشاد خزري  
15 MCB-15 برگ  مازندران، نور شمشاد خزري  
16 MCB-16 ريشه  مازندران، نكا شمشاد خزري  
17 MCB-17 برگ  مازندران، نكا شمشاد خزري  
18 MCB-18 برگ  مازندران، نكا شمشاد خزري  
19 MCB-29 برگ  مازندران، نكا شمشاد خزري  
20 MCB-20 ساقه  آباد عباسمازندران،  شمشاد خزري  
21 MCB-21 برگ  آباد عباسمازندران،   شمشاد خزري  
22 MCB-22 برگ  آباد عباسمازندران،  شمشاد خزري  
24 MCB-22 برگ  آباد عباسمازندران،  شمشاد خزري  
25 GICB-1 برگ جنگلي دكتر درستكار گاهيرهذخگيلان، شمشاد خزري  
26 GICB-2 برگ جنگلي دكتر درستكار گاه يرهذخ گيلان، شمشاد خزري  
27 GICB-3 ساقه جنگلي دكتر درستكار گاهيرهذخگيلان، خزريشمشاد  
28 GICB-4 برگ جنگلي دكتر درستكار گاهيرهذخگيلان، شمشاد خزري  
29  GICB-5 برگ شفا رودگيلان،  شمشاد خزري 

30  GICB-6 ريشه شفا رودگيلان،  شمشاد خزري 

31 GICB-7 ساقه شفا رودگيلان،  شمشاد خزري 

32 GICB-8 برگ شفا رودگيلان،  شمشاد خزري 

 1ادامه جدول
  نمونه  آوري منطقه جمع ميزبان كد جدايه  شماره
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33 GICB-9 برگ شفا رودگيلان،  شمشاد خزري 

34 GICB-10 برگ شفا رودگيلان،  شمشاد خزري 

35 GICB-11 برگ شفا رودگيلان،  شمشاد خزري 

36 GICB-12 ساقه شفا رودگيلان،  شمشاد خزري 

37 GICB-13 برگ گيلان، سياهكل شمشاد خزري 

39 GICB-14 ساقه گيلان، سياهكل شمشاد خزري 

40 GICB-15 ريشه گيلان، سياهكل شمشاد خزري 

41 GICB-16 برگ گيلان، سياهكل شمشاد خزري 

42 GICB-17 برگ گيلان، رودسر شمشاد خزري 

43 GICB-18 برگ گيلان، رودسر شمشاد خزري 

44 GOCB-1 برگ گلستان، چشمه بلبل شمشاد خزري 

45 GOCB-2 برگ گلستان، چشمه بلبل شمشاد خزري 

46 GOCB-3 ساقه گلستان، چشمه بلبل شمشاد خزري 

47 GOCB-4 برگ گلستان، چشمه بلبل شمشاد خزري 

48 GOCB-5 برگ بندر گزگلستان،  شمشاد خزري 

49 GOCB-6 برگ بندر گزگلستان،  شمشاد خزري 

50 GOCB-7 برگ بندر گزگلستان،  خزري شمشاد 

51 GOCB-8 ساقه بندر گزگلستان،  شمشاد خزري 

52 GOCB-9 ساقه بندر گزگلستان،  شمشاد خزري 
  

شناسي و فيزيولوژيك بررسي خصوصيات ريخت - 2
  Cylindrocladium buxicolaهاي قارچ  جدايه

هاي زايشي و اندام بررسي سازگاري جنسي - 1 - 2
 C. buxicolaقارچ  جدايه 52كشت متقابل  پس از: جنسي

 زايشي بررسي سازگاري جنسي و توليد احتمالي اندامو 
از  كي چيهمشخص شد در ، آنها جنسي پريتسيوم در

براساس اين نتايج . تشكيل نگرديد پريتسيومها  جدايه
بوده و  هتروتالاين قارچ  يها تمام جدايه مشخص شد

   .همگي به يك نوع تيپ آميزشي تعلق دارند

هاي اندام يشناس ختيري ها يژگيبررسي و - 2 - 2
 MEA روي محيط هاجدايه رنگ پرگنه: جنسيغيرزايشي 

و بوده اي قهوه متمايل بهدر مركز در هفته اول رشد اغلب 
احاطه شده  رنگ كرمسفيد تا هاي ريسه توسطدر اطراف 

هايي در ها تفاوتيبا افزايش سن كشت جيتدر بهاما ، بود
. ها ايجاد شدرنگ و الگوي رشد پرگنه در ميان جدايه

ها پرگنه منظم و برخي پرگنه برخي جدايه بطوريكه
ها متفاوت بود رنگ پرگنه نيز ميان جدايه، نامنظمي داشتند

اي روشن و حتي اي تيره تا قهوهو در طيفي از قهوه
  ). 4شكل (قرار داشت  رنگ كرم

  
 Cylindrocladiumهاي پرگنه تعدادي از جدايه -4شكل 

buxicola  مالت آگار در محيط عصاره)MEA(   

در محيط كشت جامد  C. buxicolaهاي ايراني قارچ جدايه
كنيدي غيرجنسي بودند كه  مقدار فراوانيقادر به توليد 

و پايه برها ها، كنيديكنيدي يشناس ختيرهاي ويژگي
هاي بدست جدايه. تفاوت چنداني ميان جدايه ها نداشت
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رنگ، شفاف و بيهاي ومكنيديآمده از اين قارچ داراي 
يك گرد و داراي در دو انتها  ،اي شكلراست، استوانه

–5/3× 69–51ميانگين ابعاد كنيديوم  .بودندعرضي ديواره 

ام اي عقيم و فاقد اندپايه كه رشته. ميكرومتر بود 5/5
ميكرومتر  101–151زايشي است، طويل با ميانگين طول 

با ميانگين عرض  شكل يضيببود و در انتهاي آن وزيكول 
  ). 5شكل (ميكرومتر تشكيل گرديد  4/6- 9/8

  
تشكيل : ؛ الفCylindrocladium buxicolaاسپورهاي  -5شكل 

تشكيل اسپورودوخيوم روي ساقه : ب، اسپور در محيط كشت جامد
: ت، و وزيكل پايه: پ، آلوده به بلايت در دسيكاتور مرطوبشمشاد 

  كنيديوم: ث، بركنيديوم و كنيدي

درجه  25ها در دماي نرخ رشد خطي قارچ - 3 - 2
همانند آنچه در مورد الگو و رنگ پرگنه در : گرادسانتي
مشاهده شد، سرعت رشد  C. buxicolaهاي ايراني جدايه
اما . ها متفاوت بودجدايههاي قارچي نيز در ميان پرگنه

ها سرعت پاييني در تمام جدايهرشد پرگنه نرخ  درمجموع
در  PDAروز رشد روي محيط  7بطوريكه بعد از ، داشت
گراد ميانگين قطر پرگنه از حداقل درجه سانتي 25دماي 

   .متر متغير بودسانتي 2متر تا حداكثر سانتي 1/1

 25دماي بالاتر از بررسي توانايي رشد قارچ در  -4 - 2
براساس اين آزمون مشخص شد كه : گراددرجه سانتي

هاي قارچ مطابق آنچه ساير محققين در مورد ديگر جدايه
C. buxicola هاي ايراني اند در مورد جدايهمشاهده نموده

دماي بهينه رشد  گراد، درجه سانتي 25اين قارچ نيز دماي 

رشد پرگنه قارچي  چراكه با افزايش دما ميزان، باشدمي
 30ها در دماي  از جدايه كي چيه تينها در. كاهش يافت

  .و بالاتر قادر به رشد نبودند گرادسانتيدرجه 

دماي : هادماي غيرفعال شدن كنيديوم جدايه - 5 - 2
 گرادسانتيدرجه  28- 30ها غيرفعال شدن كنيديوم جدايه

تعيين گرديد و با افزايش دما نرخ اسپورزايي و نيز 
بطوريكه در ، كاهش يافت سرعت بهاسپورها  يزن جوانه

گراد و در تعداد سانتي 28ها در دماي تعداد زيادي از جدايه
گراد اسپور درجه سانتي 30كمتري از آنها در دماي 

  . نشد مشاهده يا زده جوانه

هاي قارچ  جدايه ييزا يماريبتعيين تنوع  - 6 - 2
Cylindrocladium buxicola:  21براي انجام اين آزمون 

 شناسيريختهاي  جدايه كه بيشترين تنوع را در ويژگي
- پس از انجام آزمون. داشتند انتخاب و به كار گرفته شدند

مشخص گرديد كه تمامي  ييزا يماريبهاي مربوط به تنوع 
به بيماري بلايت  اي از علائم مربوطها قادرند دامنهجدايه

هاي سيگاري شكل بر روي شمشاد شامل لكه برگي، لكه
   ).6شكل (ها را نشان دهند ساقه و همچنين ريزش برگ

  
هاي شمشاد در نتيجه برخي علائم آلودگي در سرشاخه -6شكل 
  Cylindrocladium buxicolaبا اسپورهاي  زني يهما

هاي زايي روي سرشاخهشدت بيماري ازنظرجدايه ها 
تعداد به نحوي كه ، بريده شده شمشاد داراي اختلاف بودند



 1399، 4، شماره 33جلد                                                 )                                        ايران شناسي يستزمجله (گياهي  يها پژوهشمجله 

947 

هاي ريزش يافته هاي آلوده و تعداد برگتعداد برگ، هالكه
ها در ها متفاوت بود و بر اين اساس جدايهدر ميان جدايه

-اما ارتباطي ميان مناطق جمع، سطوح مختلفي قرارداشتند

هاي آن منطقه زايي جدايهها و شدت بيماريآوري جدايه
  ).2جدول (وجود نداشت 

   Cylindrocladium buxicolaهاي منتخب  جدايه زايي يماريبمشخصات  -2جدول 

  كد جدايه  شماره
-ميانگين درصد برگ

  هاي آلوده
يهالكهميانگين تعداد
  برگي

  ميانگين تعداد
  ساقه يها لكه

 يها برگميانگين تعداد 
  ريزش يافته 

1 MCB-4 5/72 85/2 22/3  3/8  
2 MCB-5  4/70 88/4 75/1  7/9  
3 MCB-6 5/68 34/3 81/2  6/5  
4 MCB-8 1/62 13/5 42/1  5/7  
5 MCB-13 2/51 13/2 05/1  5/6  
6 MCB-16 5/48 75/3 65/2  3/11  
7 MCB-20 5/63 38/2 81/1  3/5  
8 MCB-29 5/59 5/5 48/2 2/14  
9 GICB-1  2/36 29/2 75/0 5/8  

 2ادامه جدول

  كد جدايه  شماره
-ميانگين درصد برگ

  هاي آلوده
يهالكهميانگين تعداد
  برگي

  ميانگين تعداد
  ساقه يها لكه

 يها برگميانگين تعداد 
  ريزش يافته 

10 GICB-3 2/59 5/5 4/4 1/10  
11 GICB-6 4/48 16/8 88/2 1/3  
12 GICB-7 2/74 99/1 5/1 5/3  
13 GICB-11 5/71 85/3 22/2 14/3  
14 GICB-13 5/38 38/2 75/1 9/0  
15 GICB-14 9/80 51/10 79/2 2/9  
16 GICB-16 4/64 25/7 93/2 6/3  
17 GOCB-2 5/59 38/3 81/2 5/7  
18 GOCB-3 5/67 75/1 86/1 2/6  
19 GOCB-5 5/41 55/1 6/0 1/4  
20 GOCB-7 4/50 13/3 06/1 8/6  
21 GOCB-8 6/36 61/3 11/1 5/0  

  

هاي قارچ  تعيين تنوع ژنتيكي جدايه - 3
Cylindrocladium buxicola:  جدايه كه  21در اين آزمون

هاي مورفولوژيك داشتند  بيشترين تنوع را در ويژگي
 Outgrop عنوان بهانتخاب و به همراه يك جدايه فوزاريوم 

پس از . براي مطالعات مولكولي به كار گرفته شدند) 11(
، repو تكثير آن توسط آغازگرهاي   DNAاستخراج

قادر به  ييتنها به، شده انتخابمشخص شد آغازگرهاي 

هاي متفاوت  ژنوتيپ صورت بهها از يكديگر تفكيك جدايه
تشابه بسيار بالايي را ميان  ييتنها بهنيستند و هريك از آنها 

رو مجموع از اين). 7شكل (ها به نمايش گذاشتند جدايه
بندي شد تا بتوانند تنوع  رتبه باهمهاي اين آغازگرها  داده

  .ژنتيكي جمعيت را نشان دهند
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باند بدست  35 مجموعاًبااستفاده از مجموع اين دو آغازگر 
ا در جدايه ر 21اين  DNAآمد كه توانست چندشكلي 

دندروگرام حاصل از اين . درصد تشابه نشان دهد 95سطح 
باند كه براساس ضريب جاكارد به دست آمد، در سطح  35

ها را به چهار گروه تقسيم نمود  درصد جدايه 95تشابه 
ها از استان هيجدا تنوعي ازدر هر گروه  .)8شكل (

تا  95 يها شباهتجاي گرفته و  و گلستان لانيمازندران، گ
  .)8شكل ( را نشان دادند درصد 99

  
 ERICو ) بالا( REPتوسط آغازگر  Cylindrocladium buxicolaهاي منتخب جدايه PCRيك نمونه از الگوهاي باندي محصولات  -7شكل 

حروف . جفت بازي هستند 1000براساس نشانگر ژنومي  رشدهيتكث DNAقطعات ) bp=جفت باز(اندازه  كننده انيباعداد در حاشيه شكل ). پايين(
  باشند ها مي مشخصات جدايه ،كوچك در بالاي شكل

  
  

 21براي  UPGMAبراساس روش  شده ميترسدندروگرام  -8شكل 
؛ با استفاده از Cylindrocladium buxicolaجدايه منتخب 

حروف كوچك در حاشيه شكل . ERICو  REPمجموع آغازگرهاي 
   باشند ها مي مشخصات جدايه كننده انيب

  يريگ جهينتبحث و 
 هاي جنگلي درنظيرترين تودههاي شمشاد يكي از كمتوده

 نوار صورت بهسيبري است كه در گذشته - ناحيه اروپا
 صورت بهتقريباً پيوسته از آستارا تا شرق كردكوي 

زيراشكوب درختان بلوط، ممرز، افرا، نمدار و راش 
اي گسترده كوهپايه - هاي جلگهدر جنگل خصوص به

-اي مشاهده ميقطعات پراكنده صورت بهاما امروزه  بودند،

ناشي خشكيدگي  بيماري بلايت وكه از دلايل آن ) 1( شود
خطر  باشد كهمي Cylindrocladium buxicolaقارچ  از

 اغلب راًياختوليد درختان شمشاد و  جدي براي بقا و
 اين قارچ مبتلابه  شمال كشورهاي شمشاد در  رويشگاه

 يك عنوان بهدهد حفاظت ها نشان ميپژوهش. اندشده
زيستي پوشش  كننده در غنا و تنوع فاكتور مهم نقش تعيين

از سوي ديگر مهمترين گام در مديريت  .)2(گياهي دارد 
رات ييدامنه تغ ازاطلاعات كافي  گياهي، داشتن  بيماري يك

، فيزيولوژيكي و يشناس ختيرطبيعي در خصوصيات 
 درواقع و ستا بيمارگر مربوطه هاي جمعيت ييزا يماريب
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تواند در گزينش  مي قارچهاي جمعيتهاي شناسايي ويژگي
   .ارزشمند باشدهاي مديريت آن استراتژي

نمونه گياهي  310 مجموعاًآوري دراين تحقيق پس از جمع
 قارچ جدايه از 52 مجموعاًشمشاد از مناطق مختلف كشور 

C. buxicola پس از شناسايي آنها با عنايت به كليدهاي ،
و نيز توصيف مجدد گونه توسط ) 7و 6، 5(تشخيص گونه 

  .به دست آمد) 9(هنريكات و كالهام 

هاي زايشي جنسي و توليد اندام بررسي سازگاري جنسي
در شرايط ها  از جدايه كي چيهها نشان داد جدايهاين 

براساس اين  ،اند نبودهذكرشده قادر به توليد پريتسيوم 
ايراني بدست  يها تمام جدايه آزمون مشخص گرديد كه

و متعلق به يك نوع تيپ  هتروتالآمده از اين قارچ 
اين نتيجه با گزارشات ديگر محققين  .باشندآميزشي مي
و 9(هاي ديگري از اين قارچ مطابقت داشت روي جدايه

صورت گرفته  راًياخكه  گونه نيادر توصيف مجدد ). 11
پريتسيوم، تنها در معدودي از  تاكنونكه  ذكرشدهنيز ) 9(

   .ها گزارش شده است جدايه

پرگنه  يشناس ختيرهاي ويژگيبررسي دراين تحقيق، 
محيط  ، نشان دادC. buxicolaهاي ايراني قارچ جدايه
MEA ها براي مطالعه و مشخص نمودن تفاوت ميان جدايه
رنگ و شكل پرگنه بسيار مناسب است و در اين  ازنظر

محيط با افزايش سن كشت، در رنگ و الگوي رشد پرگنه 
اين يافته مطابق با . وجود دارد ييها تفاوتها در ميان جدايه

  . باشدمي) 11(هنريكات و كالهام گزارش 

براي توليد ) 9(و همكاران  گسكيرروش  يريكارگ به
موجب تشكيل مقدار فراواني  هاي غيرجنسي قارچكنيدي

 ها در محيط كشت جامد شد اسپور در هريك از جدايه
تفاوت زياد در الگو و رنگ  برخلافاما . )، الف5شكل (

كنيديوم، شناسي هاي ريختها، ويژگيپرگنه ميان جدايه
. ها نداشتداري ميان جدايهتفاوت معني و پايه بركنيدي

، ميكرومتر بود 5/5–5/3×  69–51ميانگين ابعاد كنيديوم 
ميكرومتر و در انتهاي آن  101–151پايه با ميانگين طول 

ميكرومتر  4/6- 9/8با ميانگين عرض  شكل يضيبوزيكول 
ابعاد اين  گيري هاي حاصل از اندازه ميانگين .تشكيل شد

ايراني اين قارچ با كليد شناسايي هاي  جدايهبراي ها اندام
و  گسكيرو نيز نتايج مطالعات  )11(هنريكات و كالهام 

  .مطابقت داشت) 9(همكاران 

درجه  25ها در دماي پس از ارزيابي نرخ رشد خطي قارچ
الگو و رنگ پرگنه در گراد مشخص شد همانند سانتي
هاي پرگنه، سرعت رشد C. buxicolaهاي ايراني جدايه

ميانگين قطر . ها متفاوت استقارچي نيز در ميان جدايه
بود و اين نرخ با  متر سانتي 2تا  1/1در اين دما بين پرگنه 

  .مطابقت داشت) 9(و همكاران  گسكيرگزارش 

در دماي بالاتر از ها  پس از بررسي نرخ رشد روزانه جدايه
با ما افزايش دمشخص گرديد كه بين  گراددرجه سانتي 25

هاي ايراني اين  تمامي جدايهدر ميزان رشد پرگنه قارچي 
با افزايش دما بطوريكه  ،قارچ ارتباط معكوس وجود دارد

از خصوصيات  .يابدميميزان رشد پرگنه قارچي كاهش 
رشد حداكثري آنها در دماي  C. buxicolaهاي  مهم جدايه

 گراد و عدم توانايي آنها براي رشد دردرجه سانتي 25
). 11و 9، 4(باشد  گراد ميدرجه سانتي 30دماهاي بالاتر از 

آمده است كه تمام ) 11(هنريكات و كالهام در گزارش 
 25خوبي در دماي  نسبتاًهاي مورد بررسي آنها رشد  جدايه
در كتاب خود ) 4(كروز همچنين . داشتند گراد يسانتدرجه 

درجه  25در دماي  C. buxicolaخوب گونه  نسبتاًبه رشد 
درجه  30و عدم رشد آنها در دماهاي بالاتر از  گراد يسانت

 زكنندهيمتماهايي يكي از ويژگي عنوان بهگراد سانتي
  .است كرده اشاره گونه نيا

 ،دماي غيرفعال شدن كنيديومهمچنين در آزمون ارزيابي 
درجه  30تا  28ها دماي غيرفعال شدن كنيديوم جدايه

 گسكيربدين ترتيب مطابق با گزارش . تعيين شد گرادسانتي
  هاي ايراني قارچاسپورزايي جدايه) 9(و همكاران 

C. buxicola باشد و با افزايش دما بسيار وابسته به دما مي



 1399، 4، شماره 33جلد                                                 )                                        ايران شناسي يستزمجله (گياهي  يها پژوهشمجله 

950 

كاهش  سرعت بهاسپورها  يزن جوانهنرخ اسپورزايي و نيز 
  .يابدمي

 52 درگيري ابعاد ساختارهاي رويشي و زايشي  با اندازه
جدايه كه  C. buxicola ،28ي بدست آمده از  جدايه

هاي مورفولوژيك داشتند  بيشترين تنوع را در ويژگي
و سپس مطالعات  ييزا يماريبانتخاب و براي ارزيابي 
  . مولكولي به كار گرفته شدند

 .Cجدايه منتخب قارچ  21زايي در تنوع بيماري بامطالعه

buxicola  ها، سطح جدايهمشخص گرديد كه بين اين
بالايي از تنوع در علائم مربوط به بيماري بلايت شمشاد 

اما اين تنوع هيچ همبستگي با مناطق . وجود دارد
هاي با شدت ؛ بطوريكه جدايهها نداشت آوري جدايه جمع

هاي بدست آمده از هر سه بالا در ميان جدايه ييزا يماريب
  .استان شمالي كشور قابل مشاهده بود

اي الگوهاي باندي حاصل از  در تحقيق حاضر آناليز خوشه
ها قادر به تفكيك جدايه ييتنها به repهريك از آغازگرهاي 

هاي متفاوت نبود و هريك از  ژنوتيپ صورت بهاز يكديگر 
ها نشان تشابه بسيار بالايي را ميان جدايه ييتنها بهآغازگرها 

ندي حاصل از در حاليكه اضافه نمودن الگوهاي با. دادند
و  ERICبه الگوهاي باندي آغازگر  REPآغازگر 

الگوي باندي حاصله از اين آغازگرها  35 وتحليل يهتجز
اين  .جدايه منتخب را نشان دهد 21توانست تنوع ژنتيكي 

درصد  95ها را در سطح تشابه  تركيب از آغازگرها جدايه
به چهار گروه ژنتيكي مجزا تقسيم نمود و در هر گروه 

ها از استان مازندران، گيلان و گلستان جاي تنوعي از جدايه
-در بين جدايه DNA اثرانگشتاين مشابهت بالاي . گرفتند

وجود تعداد  دهنده نشانها از مناطق مختلف جغرافيايي، 
در ايران بوده  C. pseudonaviculataمعدودي كلون اوليه 

و گسترش  پيوند اپيدميولوژيكي بالقوه دهنده نشان درواقعو 

كلون ) يا حداكثر تعداد اندكي(جمعيت كنوني از يك 
در اين پژوهش بندي آنكه جمع. باشدبيمارگر اوليه مي

هاي ايراني قارچ تعيين تنوع موجود در جمعيت
Cylindrocladium buxicola  به روش كلاسيك و به كمك

براي اولين ) repنشانگرهاي (دقيق  نشانگرهاي مولكولي
براساس نتايج، تنوع بالايي . ر صورت گرفتبار در كشو

ژنتيكي بين  ازنظرشناسي و چه ريخت ازنظرچه 
همچنين . هاي ايراني اين قارچ وجود نداشت جمعيت

شناسي با اختلافات ژنتيكي ارتباطي بين اختلافات ريخت
هايي با ساختارهاي زايشي  مورد بررسي يافت نشد و جدايه
تشابه بالايي در الگوهاي  و نيازهاي دمايي مختلف داراي

DNA زايي بين اما تنوع بيماري. خود بودند يا بالعكس
هاي مربوط به مناطق جغرافيايي مختلف و نيز  جدايه
در اتخاذ راهكار مناسب  ،هاي مربوط به هر استان جدايه

بطور . براي مبارزه با اين بيمارگر بايد در نظر گرفته شود
قارچي مقاومت  گونه يناه مثال در انتخاب ارقام مقاوم ب

هاي بيمارگر همان  گياهان يك منطقه بايد در برابر جدايه
  .منطقه بررسي شوند

شناسي و مولكولي براساس مجموع نتايج مطالعات ريخت
هاي هاي بدست آمده از استان مشخص شد تمام جدايه

 Calonectriaشمالي كشور خصوصيات تيپ اصلي گونه 

pseudonaviculta )9 (بدين ترتيب جمعيت . داشتند راC. 

pseudonaviculta  آنچه كه در  برخلافموجود در كشور
- به گروه يكتفك قابلبرخي مناطق دنيا گزارش شده است، 

و يا  يرگونهزهاي مختلف،  گونه(هاي متمايز تاكسونوميك 
به ها، نظر به نرخ پايين تنوع ميان جدايه .باشد نمي) واريته
استفاده از ارقام مقاوم  ،يماريب اين رسد در كنترليم نظر

  .است مهمترين راهكار
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Abstract 

Caspian boxwood (Buxus hyrcana Pojark.) is one of the ever green hardwoods of 
Caspian sea forestes which, unfortunately; is endanger of overthrow. Furthermore, 
several hectares of its habitats in Gilan and west of Mazandaran are exposed to Blight 
and excessive wilt caused by Cylindrocladium buxicola, recently. This fungus is serious 
peril for survival and generation of these trees. Certainly, identification of this fungus 
characteristic can be benefit in election and development of management strategies. So 
this research with the aim of information increment about this fungus and its population 
features in Iran was carried out. Firstly, phenotype properties of C. buxicola isolates 
(including morphology and disease severity), which randomly have collected from 
different sites of boxwood habitats, were evaluated. Then genetic variety of the isolates 
was evaluated by rep-PCR markers. Based on morphological assessments including 
shape and growth of mycelium, length, shape and the number of septates of conidia, 
also length and vesicle characterization of stips, 52 obtained Iranian isolates identified 
as Calonectria pseudonaviculta. 21 representative isolates were selected based on 
pathogenicity.These isolateds showed different levels of pathogenicity. The results of 
banding patterns of rep markers were analyzed together and the 21 representative 
isolates categorized into 4 groups at 95% similarity, and they were scattered in three 
provinces. This investigation furthermore revealed that all examined isolates, belonged 
to the authentic Calonectria pseudonaviculta group having main and stable morpho-
physiological characteristics, so it seems that in the disease control, the use of resistant 
cultivars is one. 

Key words: Morphology, Population genetics, Pathogenicity, Cylindrocladium 
buxicola. 


