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بلوط از  یذغال یدگیپوس يماریعامل ب، Biscogniauxia mediterraneaگونه  یابیرد
  * ط گلخانهیبلوط در شرا يآن رو ییزايماریب یابیارسباران و ارز يهاجنگل
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  دهیچک
به  Biscogniauxia mediterraneaگونه و ران مطرح یبلوط در ا يهاجنگل يد جدیک تهدیبلوط به عنوان  یذغال یدگیظهور پوسنو يماریب

منطقـه   يهادر جنگل يمارین بینه وقوع ایدر زم یوجود اطلاعاتن یبا ا. شده است یمنطقه زاگرس معرف يهادر جنگل يماریعنوان عامل ب
 ـا يبرا. رفتیبلوط منطقه ارسباران صورت پذ يهادر جنگل يماریعامل ب یابیق حاضر با هدف ردیحقت. باشد یارسباران در دسترس نم ن ی

 ـمنطقـه حـاتم ب   يهـا لم بلوط در جنگـل ن درختان سایو زوال و همچن یدگیسرخشک میعلا يمنظور از تنه و شاخه درختان بلوط دارا گ ی
 ـجدا 14در مجموع . شد ينمونه بردار 1393بر در طول فصل رشد سال ین شهر و منطقه کلیمشگ از  Biscogniauxiaه متعلـق بـه جـنس    ی

 ـ شـده و  یاز قبـل طراح ـ  یاختصاص ـ يها با استفاده از آغازگرهاهیجدا نیا تیهو. دیگرد يمار و سالم جداسازیدرختان بلوط ب  نیهمچن
 یشـگاه یط آزمایط کشت عصـاره مالـت آگـار در شـرا    یمح يرو. دیگرد نییتع B. mediterranea گونه ،ITS-rDNA هیناح یتوال يها داده

القاء  يانجام گرفته برا يهاد و تلاشیمشاهده نگرد یعیط طبین گونه در شرایا یجنس يساختارها. ل شدیقارچ تشک یر جنسیغ يساختارها
 ( اهیدو سـاله بلـوط س ـ   يهانهال ين گونه رویا يهاهیجدا ییزايماریب یابیارز. شگاه ناموفق بودیط آزماین گونه در شرایا یمرحله جنس

Quercus macranthera( ـتحق. باشـند  یبرخوردار م ییزايمارین گونه از قدرت بیا يها روهیجدا یتمامه ط گلخانه نشان داد کیدر شرا  ق ی
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Abstract 
The new emergining charcol rot disease of oak is a seirous threat for oak forestes in Iran. Biscogniauxia 
mediterranea has been determind as the cause of charcoal rot disease on oak, in Zagros region. However, 
there is no data available on the incidence of this disease in Arasbaran forests. With this research, we aimed 
to detect the causal agent of charcoal disease in the Hatam-Baig and Kaleibar regions in Arasbaran forests, 
Iran. Towards this aim, samples were collected from truck and branches of oak trees with dieback and 
decline symptoms as well as healthy oak trees in the region during June and September 2014. In total 14 
isolates belonging to the genus Biscogniauxia were recovered from symptomatic and healthy oak trees. The 
isolates were identified as B. mediterranea using previously designed species-specific primer set for the ITS-
rDNA region. Asexual morph of the species was developed on MEA culture medium. Sexual structures were 
not observed under natural conditions and efforts made to induce the sexual structures of the species in 
laboratory conditions were unsuccessful. The results of pathogenicity assay on two-years oak trees (Quercus 
macranthera), revealed that all of the isolates tested in this study were pathogenic under greenhouse 
conditions. This is first report on the detection of charcoal rot disease of oak trees and identification of the 
causal agent in Arasbaran forests. 
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  مقدمه
ــا داشــتن ) Quercus L(.بلــوط  ــه  500ب از  یکــیگون
 یکی، و اکولـوژ ي، اقتصـاد ین و به لحاظ اجتماعیترفراوان
است  یمکره شمالیدر ن یاهیگ يها ن جنسیاز مهم تر یکی
)Fortini et al. 2009( .کـه   بلوط یذغال یدگیپوس يماریب

 Biscogniauxia mediterranea Kuntze (Deتوسط گونه 

Not.)  يهـا گونه يد جدیک تهدیبه عنوان  شود، یمجاد یا 
 ,Ragazzi et al. 2012باشـد   یا مطـرح م ـ ی ـبلـوط در دن 

Vannini and Scarascia 1991) .(مختلف بلوط  يهاگونه
ــامل ــدمازو  ش ــز  ، ).Q. castaneifolia L(بلن ــوط قرم بل
 .Q( يمجـار  بلـوط  و) .Q. pubescens Willd(ییاروپـا 

frainetto Ten. (باشـند   یم ـس حسا يمارین بیبه ا)Jurc 

and Ogris 2005, Ragazzi et al. 2012, Vannini and 
Scarascia 1991 .(ـبا ا   يرو يمـار ین وجـود خسـارت ب  ی
شـتر  یبه مراتـب ب  ).Quercus suber L( يابلوط چوب پنبه

 ـآلوده در طـول   زوال و مرگ درختان و منجر به است ک ی
 بیمـاري  ). Mazzaglia et al. 2001(گردد یا چند سال می

هـاي  مسئله جدي در جنگل بلوطذغالی درختان  یدگیپوس
 Helander et) و اسـلوونی   (Nugent et al. 2005) پرتغال

al. 2007) مریکـاي مرکـزي،   آفریقا، آرود و از یبه شمار م
 ,Ju et al. 1998). گـزارش شـده اسـت   ز یناروپا و روسیه 

Manion and Griffin 1986, San Martin and Rogers, 
 يابلوط چـوب پنبـه   شیوع چشمگیر بیماري روي  (1993

)Q. suber( شـه سـبز   یبلوط هم و)Q. ilex L. ( فریقـا،  آدر
 Jurc). اسپانیا، پرتغال، اسلوونی و ایتالیا گزارش شده است

et al. 2005)     ــارچ ــتروماي ق ــیع اس ــد وس  .B رش

mediterranea  روي شاه بلوط (Castanea sativa Mill.) 

ده که سبب جدا شـدن پوسـت در   شگزارش ز یناز بریتانیا  
   .(Spooner 1986) ناحیه وسیعی از تنه شده بود

 ـ يهـا بـا وقـوع دوره   يمـار یب نیت به ایحساس  یبحران

بلـوط مـرتبط    يهـا  در جنگـل  يو آتـش سـوز   یخشکسال
زبـان  یکـه م  یطیدر شـرا  B. mediterraneaگونه . باشد یم

. کنـد یم ـ يمـار یجاد بیشد، ابا یطیمح يهار تنشیتحت تاث
 يماریشود، عامل بیواقع م یزبان تحت تنش کم آبیم یوقت
چـوب و   يهـا وارد شده و بافت يآوند يهاق بافتیاز طر

کرده کـه ممکـن اسـت منجـر بـه مـرگ         زهیپوست را کلون
 ـزبان در طول یم  Vannini and(شـود   یش ـیک فصـل رو ی

Scarascia 1991, Vannini and Valentini 1994 .(ـا  ن ی
ت یخود را به صورت انـدوف  یاز چرخه زندگ یگونه بخش
 .Mazzaglia et al( کنـد یم ـ يبلـوط سـپر   يهـا در بافت

 يهـا خـود را در انـدام   یتیفاز انـدوف  يماریعامل ب). 2001
ل چوب، پوست، جوانـه، سرشـاخه و   یزبان از قبیمختلف م

کنــد یمــ يزبــان ســپریم يم رویــجــاد علایبــرگ بــدون ا
)Anselmi et al. 2000.(  و بقـا در   یتیدارا بودن فاز انـدوف
 ـا يمهـم بـرا   يک اسـتراتژ یزبان سالم یم گـر بـه   مـار ین بی

ب کـه بـه محـض متـاثر شـدن      ین ترتید، به ایآیحساب م
ن گونــه از یــر فــاز اییــو تغ یطــیمح يهــازبــان از تــنشیم

 يهـا به سرعت بافـت  يماری، عامل بيمارگریبه ب یتیاندوف
 ـنمایب م ـیکرده و تخر زهیا کلونزبان ریم  Anselmi et(د ی

al. 2000 .(ـدر ز ،ها و تنههمزمان با مرگ شاخه  ر پوسـت  ی
ره رنگ قـارچ توسـعه   یشکل و ت یبالشتک ییبافت استروما

جاد شده، پوسـت در  یکه در اثر رشد آن و فشار ا کردهدا یپ
 يو به صـورت نـوار   داردیبرمترك  ییمحل بافت استروما

د واقـع  یدر معرض د ییشود و بافت استرومایاز تنه جدا م
 يهـا ومیتس ـیپر یین بافـت اسـتروما  یشود که در داخل ایم

 .Mazzaglia et al(شـوند  یل م ـیتشک يماریعامل ب قارچ

2001, Luchi et al. 2005, Mirabolfathi et al. 2013.( 
 ـماقارچ به عنوان  يآسکوسپورها ه در ی ـاول ه آلـوده کننـده  ی

  ).Mazzaglia et al. 2001(کنند یعمل م یجاد آلودگیا
بلـوط بـه   یذغـال  یدگیپوس ـ  يماریبر یاخ يهادر سال
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  .کلیبر و مشگین شهر بلوط در مناطق شده از درختان بازیافت  Biscogniauxia mediterraneaهايفهرست جدایه .1ولجد
Table 1. List of Biscogniauxia mediterranea isolates recovered from oak trees in the Kaleibar and 
Meshkinshahr regions. 

  )Isolates(ها جدایه  )Tissue( بافت  (Sampling site)برداري نمونهمنطقه
 Trunk and branch( CCTU135( و شاخه تنه )Meshkinshahr( مشگین شهر
 Trunk and branch( CCTU 110( و شاخه تنه )Meshkinshahr( مشگین شهر
 Trunk and branch( CCTU 148( و شاخه تنه )Kaleibar( کلیبر
 Bark(  CCTU 111(پوست  )Kaleibar( کلیبر
  Trunk and branch( CCTU 112( و شاخه تنه )Kaleibar( کلیبر
 Bark(  CCTU 114(پوست  )Meshkinshahr( مشگین شهر
 Trunk and branch( CCTU 115( و شاخه تنه  )Meshkinshahr( مشگین شهر
 Trunk and branch( CCTU 116( و شاخه تنه )Kaleibar( کلیبر
 Bark(  CCTU 141(پوست  )Kaleibar( کلیبر
 Bark( CCTU 116(پوست  )Kaleibar( کلیبر
 Trunk and branch( CCTU 117( و شاخه تنه )Kaleibar( کلیبر
 Bark(  CCTU 147(پوست  )Kaleibar( کلیبر
 Trunk and branch(  CCTU 118( و شاخه تنه  )Kaleibar( کلیبر
 Trunk and branch(  CCTU 144( و شاخه تنه  )Kaleibar( کلیبر

  
و ران مطـرح  یبلوط در ا يهاجنگل يد جدیک تهدیعنوان 
ــه  ــوان عامــل  Biscogniauxia mediterraneaگون ــه عن ب

 شـده اسـت   یمنطقه زاگـرس معرف ـ  يهادر جنگل يماریب
)Mirabolfathi et al. 2011, 2013(.  ــا ــاب ــود ی ن وج

پراکنش عامـل   و يماریب وعیدر خصوص ش یاطلاعات کاف
. باشـد یران در دسترس نمیا یر مناطق جنگلیسا در يماریب
 يمــاریعامــل بحاضــر تــلاش شــد  ین رو در بررســیــاز ا

از درختــان ) B. mediterranea(بلـوط   یذغــال یدگیپوس ـ
ن از یو زوال و همچنــ یدگیم سرخشــکیــعلا يبلــوط دارا

و بـه   يجداسـاز  ارسباران يهادرجنگل درختان بلوط سالم
ــول ــ یدو روش مولک ــفات ر یو بررس ــناختیص  یخــت ش

دو ساله  يهانهال يروها هین جدازا بوديماریب و ییشناسا
در  ).Quercus macranthera Fish and Mey(اه یبلوط س
  .ردیقرار گ یابیارزط گلخانه مورد یشرا

  یروش بررس
  هاهیجدا يها و جداسازنمونه يآورجمع

 گی ـبحاتم يهاجنگل از ییهادیبازد يبردارنمونه جهت
جـان  یاسـتان آذربا ( بـر یکل و) لی ـاردباسـتان  ( شـهر نیگمش
. آمـد  عمـل  بـه  1393 سـال  وریشـهر  و مـرداد  یط )یشرق
 سالم بلوط درختان شاخه و تنه يهاقسمت از يبردارنمونه
. شـد  انجـام  یتصادف بصورت زوال میعلا يدارا درختان و

 جمـع  محـل  خ،یتـار  درج بـا  شـده،  يآور جمع يهانمونه
-پاکـت  داخل در ،ییایجغراف مشخصات و نمونه کد ،يآور

 اطلاعـات . شـدند  منتقل شگاهیآزما به جداگانه يکاغذ يها
-شـده  ذکر 1 شماره جدول در یقارچ يهاهیجدا به مربوط

 Blumenstein(ن یمطـابق روش بلومنسـت   يجداساز .است

 ـانجام شد به ا) 2010 ن صـورت کـه ابتـدا بـا اسـتفاده از      ی
 ـاسکالپل   3-5بـه انـدازه    یل قطعـات یز اسـتر ی ـت يا چـاقو ی
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. شـد  يچـوب و پوسـت جداسـاز    يهـا متر از بافتیسانت
ور درصـد غوطـه   75ه در اتـانول  ی ـثان 30ها به مدت نمونه

 ـپوکلریشدند، بعد از آن بلافاصله در ه درصـد   4م یسـد تی
 ـقه قرار داده شـده و بعـد از ا  یبه مدت پنج دق) يتجار( ن ی

 75ه بـا اسـتفاده از اتـانول    ی ـثان 15 ها به مدتمرحله نمونه
ها سـپس بـا اسـتفاده از آب    نمونه. شدند یضدعفوندرصد 

شو داده شدند و بـه مـدت پـنج    ل سه بارشستیمقطر استر
 يری ـگل خشـک آب یاسـتر  یقه با استفاده از کاغذ صافیدق

ط یمح ـ يحـاو  يپتـر  يهـا قطعات در تشتک سپس. شدند
سـاخت  ؛  MEA(دو درصـد   کشـت عصـاره مالـت آگـار    

 يبــرا. ه شــدندکشــت داد )کارخانــه مــرك، کشــور آلمــان
تـر  یگـرم بـر ل  یل ـیزان صد میها به ميممانعت از رشد باکتر

در  يپتر يهاتشتک. ط کشت اضافه شدیکل به محیکلرامفن
 ـو جدا يدارنگه C° 25 يانکوباتور با دما  یقـارچ  يهـا هی

بـه روش نـوك    يظاهر يهایژگیرشد کرده پس از ثبت و
 یشناختختیر يهایژگیو. شدند يسازسه کردن خالصیر
و  C° 25 يدر دمــا MEA ط کشــتیمحــ يروهــا هیــجدا

شده  خالص يهاقارچ .دیگرد یبررس یکیط تاریتحت شرا
 ین ـیزمبیکشت س ـطیمح يحاو يتریلیلیدو م يهادر لوله
 20ج، یگرم هو 20، ینیزمبیگرم س 20 ؛PCA(ج آگار یهو

ــیم 1000گــرم آگــار،  ــا) تــر آب مقطــریلیل  C° 4 يدر دم
  .شدند ينگهدار

   DNAاستخراج

بـه   MEA ط کشتیمح يها روهین منظور، جدایا يبرا
رشــد داده  یکیدر تــارو  C ° 25يدمــاروز در  10مــدت 

از روش مولر و همکـاران  با استفاده  یژنوم DNAشدند و 
)Moller et al. 1992 (ت ی ـفیت و کی ـکم. دیاستخراج گرد

DNA مــورد  يبــه دســت آمــده بــه روش اســپکتروفتومتر
 . قرار گرفت یبررس

 يهـا ها با استفاده از آغـازگر هیجدا یمولکول ییشناسا
 گونه یاختصاص

گــر یاز د B. mediterranea یمولکـول  ییشناسـا  يبـرا 
 ـا يهـا گونه  :BmF(شـرو  ین جـنس از جفـت آغـازگر پ   ی

5'GGTCGTGGTGTGTAGCGTGA3' (ــس رو  و پــــ
)BmR: 5' GCTGCAGAAGCGAGAGTGTG 3' (  کـه

 ,Arzanlou et al. in press( توسـط ارزنلـو و همکـاران   

، انـد  شده یطراح ITS-rDNA هیناح یتوال يبر مبنا) 2016
 400بـه طـول    يان جفت آغـازگر قطعـه  یا .دیاستفاده گرد

 ـاز جدا یجفـت بـاز را بـه صـورت اختصاص ـ      .B يهـا هی

mediterranea يارهی ـمخلوط واکنش زنج. دینما یر میتکث 
، (1X PCR buffer)واکـنش   تـر بـافر  یکرولیم 5/2 مراز یپل
،  dNTPمـول از هـر  یل ـیم 2/0وم، یزیمندیمول کلریلیم 5/1
 Taq(مراز  یم پلیواحد آنز 5/0 ،مول از هر آغازگرکویپ پنج

DNA polymerase(  گرم از نانو 15 یال 10وDNA   الگـو
 ـآب د حجم واکـنش بـا اسـتفاده از   . شدیرا شامل م زه یونی
 یژنـوم  یر نـواح یتکث .شدتر رسانده یکرولیم 25به  لیاستر

 GenAmp(کلر یمورد نظر بـا اسـتفاده از دسـتگاه ترموسـا    

PCR System 9700 (و با اعمال حرارتC ° 95   به مـدت
 36ه و بـه دنبـال آن   ی ـاول يقه جهت واسرشت سازیدقپنج 

بـه مـدت    C ° 56ه، ی ـثان 30به مدت  C ° 94چرخه شامل 
 ـنهاه و در ی ـثان 60بـه مـدت    C ° 72ه و ی ـثان 30  ـت ی ک ی

 ییقه جهت گسـترش نهـا  یدق هفتبه مدت  C° 72چرخه 
 يدرجه حرارت دستگاه پس از انجام واکنش رو. انجام شد

C°10 ـاز تجز يریمدت نـامعلوم، جهـت جلـوگ    يبرا  ه و ی
 الکتروفورز محصـول . دیم گردیتنظ PCRب محصول یتخر

وم یدیــات يحــاو درصــد 1ژل آگــارز  يرو PCRواکــنش 
 ـبروما  TAE  ) 1mM EDTA (PH=8)، 20 ×1در بـافر د ی

mM acetic acid ،40 mM Tris base (بـا   يبردارعکس و
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ــو  ــتگاه تصـ ــتفاده از دسـ ــردارریاسـ  Gel(  از ژل يبـ

documentation( انجام شد.  

  کیلوژنتیز فیو آنال ITS-rDNAه یر ناحیتکث

 ـاز جدا يدر مورد تعـداد  -ITSه ی ـناح ،یقـارچ  يهـا هی

rDNA  جفت آغازگر با استفاده ازITS1/ITS4 )White et 

al. 1990( بـه   ياقطعـه  ،ن جفـت آغـازگر  یا. دیر گردیتکث
 ـنما یر م ـی ـجفـت بـاز را تکث   700تا 650طول  مخلـوط  . دی

اعمال شـده   ییدما يهاو چرخهمراز  یپل يارهیواکنش زنج
 یاختصاص ـ ير بـا اسـتفاده از آغازگرهـا   یط تکثیمشابه شرا

  . بود
گینوکلئوتیدي بوسیله کیت تجارتی بیابی یتوالواکنش 

 BigDye ® Terminator V301 Cycle Sequencingداي

kit   ســاخت کارخانــهApplied Biosystems  کالیفرنیــا
 تجزیه. گرفتآمریکا و مطابق دستورالعمل کارخانه صورت

 ABI persim.® 3700 تحلیل نتایج با استفاده از دسـتگاه  و
ــوال. انجــام شــد ــنوکلئوت یت ــ يدی ــرمب ــزار ا ن  SeqManاف

(Lasergene package, DNAstar, Madison, USA) 
نـرم افـزار بـرخط     و بـا اسـتفاده از   ش شـد یرایو و یبررس

-یبا توال) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast(بلاست 
بـا درصـد    يهـا یسـه و تـوال  یموجود در بانک ژن مقا يها

مشــــــــــــابهت بــــــــــــالا از بانــــــــــــک ژن 
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov (رج. دندیافت گردیدر-

انجـام شـد    MEGA 6 ها با استفاده از نرم افزاریتوال يبند
)Tamura et al. 2013( .بـا   نیژی ـب روش تبارنما بـا م یترس

ــزار  ــرم اف ــتفاده از ن ــام MrBayes v. 3.2.2 اس ــد انج  ش
)Ronquist and Huelsenbeck, 2003( . ــار ــون اعتب آزم

بـر   ن مـدل یـی و تع شد انجامن یبه روش احتمال پس یسنج
ــا  ج نــرم افــزار مســتر مــدل تســت انجــام شــد یاســاس نت

)Nylander, 2004(.  

  یالقاء مرحله جنس يتلاش برا

آب آگـار  -بلوطساقه کشت ط یمح يها روهیجدا یتلاق
)OWA (ــوط صــورت   يحــاو ــوکلاو شــده بل قطعــات ات
 ـ  یبیتقر  به اندازه ین منظور قطعاتیا يبرا. رفتیپذ  یسـه ال

چنـد سـاله درخـت بلـوط      يهامتر مربع از ساقه یپنج سانت
-شهیدار شچیدرپ يهايد و قطعات در داخل بطریه گردیته

 ـ يا اســتفاده از بــا  یدو بــار و در دو روز متـوال  يتــریم لین
 30اتمسفر به مـدت   5/1و فشار  C°121 يدر دمااتوکلاو 

قطعه چـوب   10 یدند و تعداد هشت الیل گردیاستر قهیدق
آگـار دو درصـد    يحاو يوکلاو شده به داخل تشتک پترات

 ـتعـداد پـنج جدا  . منتقل شـدند   يرو B. mediterraneaه ی
و به مـدت دو هفتـه    کشت داده شدند MEA ط کشتیمح

 C° 25 يدر داخـل انکوبـاتور در دمـا    ییزابه منظور اسپور
بـا   متریلیبه قطر پنج م یقارچبلوك  سپس .شدند ينگهدار

ک از یهر از پرگنه  لیاستر پنبه سوراخ کناستفاده از چوب
ط یمح ـ يروبـه صـورت دو بـه دو     د ویه گردیتهها هیجدا

 .ندقـرار داده شـد  ) OWA(آب آگـار  -بلـوط کشت سـاقه  
ممتد به مـدت   near UVر نور یز C° 25 يها در دماکشت

  . شدند يماه نگه دار 3

  هاهیجدا یزائيماریآزمون ب

ــیزايمــاریآزمــون ب ــا اســتفاده از ســه جدا ی ــب  .Bه ی

mediterranea تنه و شاخه درختان  يهاجدا شده از بافت
 .Arzanlou et al( مطـابق روش ارزنلـو و همکـاران   بلوط 

ساله دو يهان منظور ابتدا نهالیا يبرا. دیانجام گرد) 2013
زه به گلخانه منتقل شدند و ییپا يزیربعد از برگ اهیس بلوط

، متـر یسـت سـانت  یبه قطر دهانـه ب  یکیپلاست يهادر گلدان
 شیدر طـول دوره آزمـا   .کاشته شدند ياخاك ماسه يحاو
انجـام  ) کبـار یهـر هفتـه   (ها به صورت منظم گلدان ياریآب
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 يدمـا (ط گلخانه یها در شرابعد از رشد مجدد نهال. دیگرد
2 ± C° 25 (ها انجـام  ن نهالیا يبر رو ییزايماریآزمون ب
شـده   ین ـیگنیل يهـا رت که ابتدا سطح سـاقه ن صویبد. شد
 یسـطح  یدرصد ضـدعفون  70له اتانول یساله بلوط، بوسدو

 يمتر بـالا  یسانت 10از (ها ن ساقهیا يشدند و سپس بر رو
 پـنج به قطر  یل زخمیتوسط اسکالپل استر) ان گرهین میاول
ک یهر ساقه با . جاد شدیا یدن به آوند چوبیمتر تا رس یلیم

مـار سـه تکـرار در نظـر     یهـر ت  يبـرا . شد یزنه یه مایجدا
بدسـت آمـده   ) متر یلیم پنجبه قطر (بلوك قارچ . گرفته شد
جاد شده قرار داده یزخم ا يهفت روزه، رو پرگنهه یاز حاش

قارچ رو به سـمت زخـم قـرار     يهاومیسلیکه میشد، بطور
اهـان  یگ. لم پوشانده شـد یگرفتند و سپس زخم توسط پاراف

 .شدند یزنهیبدون قارچ ما سترون MEAك ز با بلویشاهد ن
و  یداخل ـ يآونـد  يهـا ، طول زخـم یزنهیسه ماه بعد از ما

بـالا و   در جهـت ، با برداشـتن پوسـت سـاقه    ه نکروزهیناح
زخـم و   طـول . ثبت شـد و  يریگاندازه یزنهین محل ماییپا

مـورد   یـی زايمـار یبه عنـوان شـاخص ب  جاد شده یا نکروز
هـا بـا اسـتفاده از نـرم افـزار      ز دادهیآنال. استفاده قرارگرفت

SPSS )Statistical Package for the Social Sciences 

Version 18.2( هـا بـا شـاخص    نیانگی ـسـه م یو مقاLSD 
)Least Significant Difference( دیانجام گرد. 

  جه و بحثینت
  ها هیجدا یخت شناختیر ییشناسا

ــدر ا ــجدا 14تعــداد  ین بررســی از  Biscogniauxiaه ی
 ـدرختان بلوط با علا زوال بلـوط و از درختـان    يمـار یم بی
ــاز  ــالم جداسـ ــگرد يسـ ــدول (د یـ ــات  .)1جـ مشخصـ

ذکـر   به دست آمده با مشخصـات  يهاهیجدا یکروسکوپیم
 ـا یر جنس ـی ـمرحله غ يشده برا -Periconiella(ن قـارچ  ی

like (قطـر  دسـت آمـده   بـه  يهـا  هیدر جدا .مطابقت داشت
 ط کشـت یمحــ يرو ياز هفــت روز نگهـدار پرگنـه بعـد   

MEA90 يبافـت نمـد   يپرگنـه گـرد، دارا   .بود متر یلیم ،
بـود   اه رنگیپرگنه س یسطح پشت، يل به خاکسترید مایسف
 مشــاهده پرگنـه  يد رویســف يهـا ســهیر روز 10بعـد از   و

 ـ، ییهـوا  يهاسهیوم متشکل از ریسلیم .شدند تـا   رنـگ  یب
 کرومتـر یم 3-7و به قطـر   داروارهیرنگ، منشعب، د ياقهوه
 1-2 ي، منشـعب، دارا یتا رنگ ـ کم رنگ ها وفوریدیکن. بود

ر در قسمت یه، با تعداد انشعابات متغیدر قسمت پا انشعاب
و به شده  یمنته زا در انتها  يدیسلول کن 2-5 که به ییانتها

زا يدی ـکن يهاسلول .بودند کرومتریم 50-85×  3-4اندازه 
شکل، شفاف، صـاف تـا    يااستوانه ک،یبلاست یبصورت پل
-يدی ـشکل در محـل کن  ییزانو يهایدگیخم يزبر و دارا

 .بودنـد  کرومتریم) 4-(6-7)10(×  3-4 يو به اندازه  ییزا
×  2-3 يو به انـدازه   یها شفاف، منفرد، تک سلولومیدیکن
عامـل   یمرحلـه جنس ـ  ).1 شکل( کرومتریم) 3-(5-4)-6(
ط یخـالص قـارچ در شـرا    يهـا کشتعت ویدر طب يماریب

   .مشاهده نشد شگاهیآزما

 یمرحله جنس يالقا

بـا   یمرحلـه جنس ـ  يالقـا  يانجام شـده بـرا   يهاتلاش
 ـاستفاده از پنج جدا  یل سـاختار جنس ـ یه منجـر بـه تشـک   ی

هتروتـال دو   یزش ـیسـتم آم یس یمطالعات قبل ـ یط. دینگرد
شـنهاد شـده اسـت    یپ B. mediterraneaگونـه   يبرا یقطب

)Vannini et al. 1999 .(ـهو  پـنج   یزش ـیآم يهـا پی ـت تی
 ـدر ا یآزمـون تلاق ـ  يه استفاده شـده بـرا  یجدا  ین بررس ـی

 ـپـنج جدا  ینکه تمـام یمشخص نبود، لذا احتمال ا  يه دارای
در  ن،یعـلاوه بـرا  . کسان باشند وجـود دارد ی یزشیپ آمیت

ــورت حضــور   ــد دوص ــا وال ــت ب ــیآم پی ــاوت یزش ، متف
در یدر القــاء مرحلــه جنســ یمختلفــ یطــیمح يفاکتورهــا
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هـاي  کنیدیوفورها و سلول: MEA .bروزه روي محیط کشت  پرگنه هفت: Biscogniauxia mediterranea a.. 1شکل 
  .میکرومتر 10= مقیاس . ها روي محیط آب آگار ساقه بلوطتلاقی جدایه: dها؛ کنیدي: c. زا کنیدي

Figure 1. Biscogniauxia mediterranea. a: seven-days old colony on MEA. b: conidiophores and conidiogenus 
cells. c: conidia. d: crossing of isolates on oak twig water agar (OWA). Scale bars = 10 μm. 

  
مورد توجه واقع  یستیباشند که با یمموثر  یقارچ يها گونه
شـوند  یم ـ یوارد چرخه جنس یها زمانمعمولاً قارچ. شوند

تواند شـامل  یها من استرسیا. که تحت استرس واقع شوند
و ...) نـور، دمـا، رطوبـت    ( یطیط محیکمبود منبع غذا، شرا

 Arzanlou et(هـا باشـد   مانند قارچ کش ییایمیبات شیترک

al. 2000, Bakhshi et al. 2011, 2013, Narmani et al. 
2014, 2015.(  

 یاختصاص ـ يها با آغازگرها هیجدا یمولکول یشناسائ
 Biscogniauxia mediterraneaگونه 

 يارهی ـمحصـول واکـنش زنج   یج حاصـل از بررس ـ ینتا
 / BmFژل آگارز نشان داد که جفت آغازگر  يمراز رو یپل

BmR ـجفت باز فقط از جدا 400به اندازه  ياقطعه   يهـا هی
B. mediterranea ـابـه ). 2 شـکل (ر نمود یتکث  ب ی ـن ترتی

ست شده در جدول یل B. mediterranea يها هیت جدایهو
 ـا یبا استفاده از جفت آغازگر اختصاص ـ 1 د یی ـن گونـه تا ی
ــگرد ــه ا  .دی ــا توجــه ب ــایب ــانواده  یینکــه شناس اعضــاء خ

Xylariaceae  شامل  یجنس يساختارها يهایژگیه ویبر پا
سکوسپور اسـتوار  آسک و آوم، یتسیشکل بافت استروما، پر

 يمـار یشرفته توسعه بیمراحل پ ن ساختارها دریباشد و ایم

 .Hsieh et al(شـوند  یل م ـیزبـان تشـک  یم يهابافت يرو

 ییشناســا يبــرا یمولکــول ياسـتفاده از راهکارهــا ، )2005
بـا  امـروزه  . رسـد یبه نظر م يضرور ن خانوادهیا يهاگونه

ــ يهــااســتفاده از روش عوامــل  ییشناســا PCRبــر  یمبتن
 Arzanlou( ر استیامکان پذ یبه راحت یاهیگ يزايماریب

and Narmani 2014( . و همکـاران  یلـوچ )Luchi et al. 

ک ی ـبا استفاده از تکنرا  B. mediterraneaگونه ز ین) 2005
PCR Real-time   ـاز درختان بلـوط بـدون علا   ـم ردی  یابی
بـا اسـتفاده از   ن جـنس  یا يهاگر گونهید ییشناسا. نداهکرد
 ـاز ا  کـه  ز انجام شده اسـت ین PCR Real-timeک یتکن ن ی
ــ ــیب ــه رد ین م ــوان ب ــت ــه  یابی  .Fr.) Pouzar (Bگون

nummularia  از درختان راش)Fagus sylvestris (  بـدون
 .)Luchi et al. 2006( اشاره کرد يماریم بیعلا

 کیلوژنتیز فیآنال

بـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر       ITS-rDNAهیر ناحیتکث
ITS1 وITS4  جفـت بـاز از    550 یب ـیبه طول تقر ياقطعه
جـنس   يهـا مشـابه گونـه   يهایژگیبا و یقارچ يهاهیجدا

Biscogniauxia محصـول  یخام توال يهاداده. ر نمودیتکث
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 / Bmf( اختصاصـی گونـه   آغازگرجفت با استفاده از 

 .B هاي مختلف جدایه :2-8). منطقه ایلام( 

 :Nigrospora oryzae. 12:   شـاهد منفـی .

Figure 2. Molecular identification of 
/ Bmr). L: Ladder. 1: Positive control
Daldinia sp., 10: Penicillium commune
size= 400bp). 

 آمـده،  بـه دسـت   جینتا اساس بر .دیگرد 

بـه  ) 96/0( ییبـالا  یاعتبار سـنج  با مطالعه
) 3 شـکل (ژن  بانـک  از شـده  اخـذ  يهـا 

 یدر تـوال  ین حال تنوع قابل تـوجه یبا ا 
ــ ــ ITS-rDNAه ی ــن جدایب ــاهی  .B يه

). 3شــکل (د یــدر بانــک ژن مشــاهده گرد
ــوع نوکلئوت ــنکــه تن ــمشــاهده شــده در ناح يدی -ITSه ی

باشـد،   یم ـن خوشه یدر ا یمخف يهاانگر گونه
  .ها داردژنگر ید یتوال يها

  یی

-به ،شیمورد آزما يهاهیجدا ییزايماری

چـوب در   يهـا ر رنـگ بافـت  ییتغ يهابروز نشانه
ن ییشرفت نکروز در دو جهـت بـالا و پـا   

 دوبلـوط   يهـا نهال يساقه پس از سه ماه در گلخانه بر رو
ز یآنـال ). 5، 4 يهاشکل(اه  قابل مشاهده بود 

LSD  نشـان داد درصد  5در سطح احتمال

 ۲۳۰-۲۱۷: ۱۳۹۵ سال / ۲شماره 

با استفاده از  mediterranea Biscogniauxia  هاي مختلفجدایه
 B. mediterraneaیابی شده شاهد مثبت توالی :1. جفت باز 100

: Daldinia sp. .10: Penicillium commune. 11: 9 .از منطقـه ارسـباران  
.( 

Figure 2. Molecular identification of Biscogniauxia mediterranea isolates using species-specific primer set (
Ladder. 1: Positive control (Ilam region), 2-8: B. mediterranea isolates from Arasbaran region, 9. 

Penicillium commune, 11: Nigrospora oryzae and 12: Negative controls without DNA.(band 

 SeqManمراز با استفاده از نرم افـزار  
 یتـوال  يهـا سـه داده یج حاصـل از مقا 

موجود در بانک ژن نشـان داد   
 ـجـاد شـده در ا    يهـا یبـا تـوال   ین بررس ـی

 mediterranea B.  یال 99در بانک ژن 
 تمیالگـور  از اسـتفاده  با تبارنما

ITS مطالعه مورد يهاهیجدا يبرا 

 ـا يهـا  ن جـنس در بانـک ژن   ی
 ،یه داخلیآرا 32شامل یینها شده

 بـر . بـود  منحصـربفرد  یمکـان  

 ینیگزیجـا  مـدل  نیبهتـر  مدل تست،
 dirichlet base یهــا فراوانــژن

Xylaria hypoxylon  به عنوان 

 ـتجز. شـد   ن،یژی ـب لی ـتحل و هی
 درصـد از  25 حـذف  از بعد. د

 يتبارنمـا  burn-inمرحلـه   يبـرا 
 يتبارنمـا  1554 از هـا  خوشه ن

 محاسبه مانده یباق

مطالعه مورد يهاهیجدا
هـا هیجدا ریسا همراه

 .شدند يگروه بند
ــنوکلئوت ــناح يدی ی

mediterranea در بانــک ژن مشــاهده گرد
ــوع نوکلئوتیا نکــه تن

rDNAانگر گونهی، نما
هاسه دادهیاز به مقاین

ییزا يماریب یابیارز

یب یابیارزج ینتا
بروز نشانه صورت
شرفت نکروز در دو جهـت بـالا و پـا   ی، پیزنهیمحل ما

ساقه پس از سه ماه در گلخانه بر رو
اه  قابل مشاهده بود یبلوط س ساله
LSDها با آزمون داده

شماره /  ۵۲جلد  / هاي گياهيبيماري

جدایهمولکولی شناسایی  .2شکل 
Bmr( .L : 100نشانگر مولکولی

mediterranea   از منطقـه ارسـباران
).جفت باز 400= ها اندازه باند(

specific primer set (Bmf 
isolates from Arasbaran region, 9. 

12: Negative controls without DNA.(band 

  
مراز با استفاده از نرم افـزار  یپل يارهیواکنش زنج

ج حاصـل از مقا ینتـا . دیش گردیرایو
 یتوال يهاجاد شده با دادهیا

جـاد شـده در ا  یا يهایکه توال
mediterraneaگونه  يموجود برا

تبارنما. دارنددرصد مشابهت  100
ITS یژن هیناح يمبنا بر نیژیب

هـا گر گونهید و قیتحق نیا در
شده يرج بند لیفا. شد میترس
 يالگـو  366و  کاراکتر 590
مدل تست، نرم افزار جینتا اساس

GTR+I+G ژن یتمــام. بــود
 CBS 499.80 گونه  .داشتند

شـد  گرفتـه  به کار یخارج هیآرا
دیگرد تبارنما 2072 به یمنته
بـرا  شـده  حاصل يهاتبارنما
نیپس احتمال عیتوز و یاجمال



Biscogniauxia ،بلوط يذغال يدگيپوس يماريعامل ب ...  

  
 MrBayes v. 3.2.2نرم افزار  از استفاده با  

 مـورد   01/0 ،مقیـاس  .است شده گرفته نظر

  .اندایجاد شده
Figure 3. Bayesian inference phylogenetic tree of 
region. The tree was rooted to Xylaria hypoxylan
data for the isolates with CCTU code were generated in the present study.

  
Biscogniauxia mediterranea .a :سـاله   دوهاي نهال

پوشاندن محل تلقـیح  : d. قرار دادن بلوك قارچ بر روي زخم ایجاد شده

Figure 4. Inoculation of black oak saplings (
years old oak saplings before inoculation.
d: covering lesion with parafilm. 

Biscogniauxia mediterraneaگونه  يابيرد:  و همكاران قاسمي اسفهلان

 Biscogniauxiaهاي گونه رجبندي بیژین استنتاج از حاصل برآیند
ITS.  گونهXylaria hypoxylan نظر در آرایه خارجی به عنوان

ایجاد شده این بررسی در CCTU کدهاي با جدایهتوالی . دهدمی نشان 
Bayesian inference phylogenetic tree of Biscogniauxia spp. using sequence data from ITS

Xylaria hypoxylan. Bar indicates number of expected changes per site
data for the isolates with CCTU code were generated in the present study. 

Biscogniauxia mediterraneaهاي با جدایه )Quercus macranthera(سیاه هاي بلوط

قرار دادن بلوك قارچ بر روي زخم ایجاد شده: c. برش پوست ساقه با اسکالپل

Inoculation of black oak saplings (Quercus macranthera) with Biscogniauxia mediterranea
oak saplings before inoculation. b: cutting of bark with scalpel. c: placing fungal block on the wound. 

قاسمي اسفهلان 
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برآیند اجمالی تبارنماي .3شکل 
rDNA-ITSناحیه  توالیبر اساس 

 را مکان هر در جایگزینی انتظار

spp. using sequence data from ITS-rDNA 
indicates number of expected changes per site. Sequence 

  

هاي بلوطنهال زنیمایه  .4شکل 
برش پوست ساقه با اسکالپل: b. قبل از مایه زنیسیاه  بلوط

  .پارافیلم با
Biscogniauxia mediterranea: a: two 

lacing fungal block on the wound. 
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 Biscogniauxiaبـا  زنـی  سـه مـاه بعـد از مایـه     (Quercus macranthera)نکروز آوندي و تغییر رنگ چوب درختان بلوط  .5 شکل

mediterranea .a : بدون علایم( شاهدتیمار( .b :  برش عرضی ساقه بلوط تیمار شده باB. mediterranea .c :  برش طولی ساقه بلـوط
 .B. mediterraneaتیمار شده با قارچ 

Figure 5. Vascular necrosis and discoloration of the wood in oak trees (Quercus macranthera) three months 
after inoculation with Biscogniauxia mediterranea isolates. a: control test (no symptom). b: cross  section 
through wood at inoculation  point. c: longitudinal section through wood.   

  
  

 
 =Biscogniauxia mediterranea   )1= CCTU 135; 2= CCTU 148; 3طول زخم ایجاد شده توسط سه جدایـه   مقایسه .6شکل  

CCTU 147; 4= control ( هاي بلوط در نهال)Quercus macranthera (سه تکرار متوسط طول زخم بر مبناي  . سه ماه بعد از تلقیح
بـار خطـاي اسـتاندارد    . دار نمـی باشـند  درصد معنی 5میانگین هاي با حروف مشابه در سطح احتمال . براي هر تیمار محاسبه شده است

 .دهدها را براي هر تیمار نشان میمیانگین
Figure 6.  Comparison of the mean lesion length caused by three Biscogniauxia mediterranea isolates (1= CCTU 
135; 2= CCTU 148; 3= CCTU 147; 4= control) on oak trees (Quercus macranthera), three months after 
inoculation. Mean lesion length is based on three replicates per isolate. Means followed by the same letter are 
not significantly different (P<0.05). Bars represent standard error of the mean.  
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جداشده از منطقه ) CCTU 135( کی شماره هین جدایکه ب
 ـمتـر و جدا یلیم 220طول زخم ن یانگیمبا  ن شهر،یمشگ ه ی

بـا  بـر،  یجـدا شـده از منطقـه کل    )CCTU 147( سـه شماره 
وجـود   يداریمتر اختلاف معنیلیم 210طول زخم ن یانگیم
 ـو جداشت ندا جـدا شـده از    )CCTU 148( دوشـماره  ه ی

متر نسبت بـه   یلیم 125طول زخم ن یانگیمبا  بر،یمنطقه کل
ن یتـر و کم داشت يدار یک و دو اختلاف معنی يهاهیجدا

 ـن هـر سـه جدا  یهمچن ـ .جاد کرده اسـت یطول زخم را ا ه ی
 يدارامتـر،  یل ـیم 20ن طول زخـم  یانگیبا منسبت به شاهد 
مجـددا از   يماریعامل ب. )4شکل ( دار بودند یاختلاف معن

ج حاصل از یکه نتاید، در حالیافت گردیح بازیتلق يهابافت
  .بود یشاهد منف يهاکشت نمونه
 يمـار یدهد که بینشان م ین بررسیج اینتا یبه طور کل

 ـبلوط به عنـوان   یذغال یدگیپوس  ـک تهدی  يد بـالقوه بـرا  ی
در . باشـد یبلـوط منطقـه ارسـباران مطـرح م ـ     يهـا جنگل
-بلـوط در جنگـل   یذغال یدگیپوس يماریر، بیاخ يها سال

دا کرده و در حـال  یپ يریمنطقه زاگرس حالت همه گ يها
 ـجد ییای ـجغراف يهـا گسترش به پهنه نکـه  یا. باشـد ید م ـی

ــعل ــل بی ــاریرغم حضــور عام ــا در جنگــل يم ــه  يه منطق
 ـبلوط در ا یذغال یدگیپوس يماریارسباران، ب ن منطقـه از  ی

باشـد و  یباشـد، جالـب توجـه م ـ    یم ـن یوع قابل توجهیش
 دو. باشـند  یم ـنه قابل طـرح  ین زمیدر ا یمختلف يهاهیفرض
 بلـوط  و اهیس ـ بلـوط ج بلوط در منطقـه ارسـباران   یرا گونه
-گونه زاگرس منطقهدر  یول دنباش یم) Q. petraea( دیسف

 ـیا بلـوط بلوط شامل  یاصل يها  بلـوط  ،)Q. brantii( یران
) Q. infectoria( یحلبــ بلــوط و )Q. libani( یلبنــان
 يهـا تفـاوت  .)Jazireii and Ebrahimi, 2003( دنباش ـ یم

مختلــف بلــوط از نظــر  يهــان گونــهیموجــود بــ یاحتمــال
ها مطـرح  هیاز فرض یکیبه عنوان  يماریمقاومت به عامل ب

-یمده یچیک عارضه پیزوال بلوط  یدر حالت کل. باشدیم
. باشـند یل میدخ يمارین بیدر ا یمختلف يهاباشد و فاکتور
 ی، عوامل مختلف ـ)Manion, 1991(ون یمان يبر اساس تئور
ن عوامـل  یدرختان بلوط نقش دارند که ا يدر زوال و نابود

، عومـل  )predisposing(به سه دسـته عومـل مسـتعدکننده    
و عوامـل کمـک کننـده و مـوثر     ) inciting(ک کننده یتحر

)contributing (موجـود در   يهـا تفـاوت . شوندیم میتقس
ن منطقـه زاگـرس و منطقـه ارسـباران ممکـن      ین عوامل بیا

. در منطقه زاگرس نقش داشته باشند يماریوع بیاست در ش
در منطقـه   يمـار یعامـل ب  ینکه چرخـه جنس ـ یبا توجه به ا

 ،)Mirabolfathi et al. 2011, 2013(باشد  یمزاگرس فعال 
ــوترک  ــت ن ــن اس ــذا ممک ــ یبیل ــه ا  یجنس ــر ب ــاد یمنج ج

ا رد یاثبات و . بالا شده باشد ياربا درجه پراز ییها عتیجم
  .دارند یلیتکم يهایاز به بررسیمطرح شده ن يهاهیفرض

  يسپاسگزار
خـود را از معاونـت    یسندگان مقاله مراتـب قـدردان  ینو
 ين بودجـه لازم بـرا  یز به خاطر تـام یدانشگاه تبر یپژوهش

  .دارند یمق ابزار یانجام تحق
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