
 

 *شانکر درختان بیماری عامل ،Valsa sordidaمرکب  گونه تاکسونومیکی بررسی

 1و محمد جوان نیک خواه 2آقاجانی ، محمدعلی**1، خلیل بردی فتوحی فر1آقاپور بیژن

 (21/5/2131 :؛ تاريخ پذيرش12/1/2131: تاريخ دريافت)

 چکیده
از استتان   1831  نمونه گیاهی آلوده در طی سال 121، عامل بیماری شانکر درختان، تعداد Valsa sordidaجهت بررسی تاکسونومیکی گونه 

 V. sordidaجدايه بته گونته    81جدايه قارچی به دست آمده،  94شناختی، از بین  های ريخت بر اساس ويژگی. آوری گرديدند گلستان جمع

شباهت داشتند و  C. chrysospermaشناختی مرحله غیرجنسی تا حدودی به گونه  های ريخت جدايه از لحاظ ويژگی 12تعداد . تعلق داشتند

Cytospora sp.1 يک جدايه . نامیده شدند( ازPopulus deltoides )شناختی تا حدودی بته گونته    های ريخت نیز به لحاظ ويژگیV. sordida 

 .Cشتناختی از گونته    هتای ريختت   نیتز بته لحتاظ ويژگتی    ( Ficus elasticaاز )يک جدايه ديگر . نامیده شد Valsa sp.1 شباهت داشته و

chrysosperma  متمايز و به گونهCytospora ribis  نزديک بود وCytospora sp.2 هتای   فیلوژنی جدايهبه منظور ارزيابی . به آن اطلاق گرديد

، هفتت جدايته متعلتق بته     C. chrysospermaپنج جدايه متعلق به گونه )جدايه  19ای در  هسته rDNAاز  ITS1-5.8S-ITS2نواحی  منتخب،

Cytospora sp.1 يک جدايه متعلق به ،Valsa sp.1  و يک جدايه متعلق بهCytospora sp.2)    تتوالی   82، تعیین توالی گرديدنتد و بته همتراه

های قارچی منتخب، با تنتو  ماتاهده    نتايج حاصل از بررسی مولکولی و گروه بندی جدايه. قرار گرفتندارزيابی مورد مربوطه از بانک ژن 

 .شناختی منطبق بود شده در صفات ريخت
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Abstract 

In order to taxonomic investigation on Valsa sordida, the causal agent of canker disease on trees, 125 

infected plant specimens were collected from Golestan Province. Based on morphological features, among 

obtained 49 fungal isolates, 35 isolates were identified as V. sordida. Moreover, asexual morphological 

characteristics of 12 isolates were nearly similar to C. chrysosperma and named as Cytospora sp.1. Also, 

morphological characteristics of an isolate (from Populus deltoides) was almost similar to V. sordida and 

named as Valsa sp.1. Finally, morphological characteristics of an isolate (from Ficus elastica) was different 

from C. chrysosperma and was near to Cytospora ribis and considered as Cytospora sp.2. To investigate the 

phylogeny of selected isolates, nucleotide sequence of ITS1-5.8S-ITS2 regions from nuclear ribosomal DNA 

(rDNA) were determined in 14 isolates (five isolates of C. chrysosperma, seven isolates of Cytospora sp.1, 

one isolate of Valsa sp.1 and one isolate of Cytospora sp.2), and were used along with 32 related sequences 

from GenBank (NCBI). The results of molecular grouping confirmed the morphological diversity in the 

isolates. 
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 مقدمه

و آنهههامورن آن،  Valsa sordida Nitschkeگونهههه 

Cytospora chrysosperma (Pers.) Fr.  معمههو ر روی

امها  . شوندديده می Salixو  Populusهای  گیاهانی از جنس

ههايی از ايهن دو جهنس    ها تنها محدود به میزبهان اين قارچ

 Juglans)گیاهی نبوده و از گیاهان مختلفهی نییهر؛ گهردو    

regia L.) هلو ،(Persica vulgaris Mill.) توت ،(Morus 

alba L.) چنار ،(Platanus orientalis L. )   و غیره نیهز تها

(. Fotouhifar 2007)کنون از ايهران گهزارش شهده اسهت     

تاکسهونومی و زيسهت شناسهی    ( Schreiner 1931) شرينر

 گهروو . ، را مورد مطالعه قهرار داده اسهت  V. sordidaگونه 

(Grove 1935 ) گههوتنرو (Gutner 1935 ) بههه ترتیههب در

بريتانیا و اتحاد جماهیر شوروی سابق عهووه بهر آنهامورن    

ههای مربهوب بهه    ، تعداد زيهادی از گونهه  V. sordidaگونه 

. انهههدرا توصههین نمهههوده  .Cytospora Ehrenbجههنس  

نیز زيست شناسی گونهه  ( Christensen 1940) کريستنسن

V. sordida  نسهی و غیهر  و ارتباب ژنتیکی میان مرحلهه ج-

وی مشاهده نمود که برخهی  . جنسی را مطالعه نموده است

جنسهی  های به دست آمده از مرحله جنسی و غیهر از جدايه

دهنهد، امها   هايی را نشان مهی قارچ، در محیط کشت تفاوت

. کردنهد بنهدی را توجیهه نمهی   ها هیچ نوع گهروه اين تفاوت

را بهه سهه بخهش     .Valsa Frجهنس  ( Urban 1957) اربان

(section )   ههای ريخهت  تقسیم نمود و بهر اسهاو ويژگهی 

. قهرار داد  Valsaرا در بخهش   V. sordidaشهناختی گونهه   

 ههای ريخهت  نیز بر اساو ويژگی( Hubbes 1960) هوبس

 V. ambiensرا مترادن گونهه   .sordida  Vشناختی، گونه

(Pers.) Fr.  کوباياشههی . قههرار داد (Kobayashi 1970 )

هايی از اين گونه را در ژاپن مورد بررسهی قهرار داده   جدايه

 اسههپیلمن. و شههرم مف ههم و م ههوری از آن ارايههه نمههود 

(Spielman 1985 )  در منوگران خود به بررسهی ويژگهی-

وی معتقد  .پرداخت V. sordidaهای ريخت شناختی گونه 

های مختلن اين گونه،  بود که در شکم آنامورفی، در جدايه

و استروما بسیار متغیر بوده و همچنهین   های ديسکويژگی

برخی صفات قارچ به ضخامت پوست میزبان گیاهی و سن 

ضمن ( Gvritishvili 1982) گوريتیشويلی. آن بستگی دارد

 .Cشههناختی گونههه  هههای ريخههتمطالعههه جههامع ويژگههی

chrysospermaههايی نییهر؛   ، گونهC. aurora Mont. & 

Fr.  مینتهر و ههايووا  . ه اسهت را مترادن اين گونه قهرار داد 

(Hayova & Minter 1998 )شهناختی   های ريخهت ويژگی

آنها نشان دادند کهه  . اند را توصین نموده V. sordidaگونه 

های ظاهری بهه گونهه    علی رغم شباهت V. ambiensگونه 

V. sordidaهههايی را نیههز در انههدازه آسههک و   ، تفههاوت

 .Adams et al)و همکاران  آدامز. دهدآسکوسپور نشان می

-شناختی جدايه های ريخت ، نیز به توصین ويژگی(2005

هههای مختلههن اکههالیپتوو هههايی از ايههن گونههه روی گونههه

 .Cهايی را که قبور بهه عنهوان گونهه    آنها نمونه. اندپرداخته

australiae Speg.       تعیهین نهاش شهده بودنهد را، گونههC. 

chrysosperma هها از   مونهه زيرا استروما در ايهن ن . نامیدند

 .Cبودند، در حالی که استروما در گونه  cytosporoidنوع 

australiae  از نوعtorsellioid و  آدامزهمچنین . می باشند

بهه   V. sordida، گونهه  (Adams et al. 2006)همکهاران  

ههای   جنوبی را با استفاده از ويژگهی  دست آمده از آفريقای

از  ITS1-5.8S-ITS2شههناختی و تههوالی ناحیههه    ريخههت

rDNA در تحقیهق آنهها چنهدين    . ای بررسی نمودنهد  هسته

بها مرحلهه جنسهی نامشهخ       Cytosporaگونه از جهنس  

 .C. hariotii Briard، C. minuta Thum، Cنییههر؛ 

triticum Punith.  وC. eutypelloides Sacc.  در گروهV. 

sordida تنهوع   اين نتايج احتما ر نشان دهنهده . قرار گرفتند

 .Vشناختی و ژنتیکهی زيهاد درون جمعیهت گونهه      ريخت
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sordida   می باشد و بنا به شواهد ذکر شده از آن به عنهوان

 .اند ناش برده( species complex)مرکب   گونه

 .Vبرای اولهین بهار در ايهران گونهه     ( 1002)فر فتوحی

sordida    را توصین نمود و گیهاه گهردو(Juglans regia )

ن میزبان جديدی برای شکم جنسی و غیرجنسی را به عنوا

 .Vگونهه  وی نشان داد کهه  . اين قارچ در دنیا گزارش کرد

sordida     به لحاظ دامنه میزبانی، وسیع الطین بهوده و بهال

گونه گیاهی را به عنهوان میزبهان بهرای آن در ايهران      12بر 

 Javadi Estahbanati)جوادی اصطهباناتی . شناسايی نمود

هها در ايهران،   ز ضمن بررسی اين گهروه از قهارچ  نی( 2008

را گونه غالب آلوده کننده درختان  C. chrysospermaگونه 

، تنهوع  (1020)عباسهی  . گردو در ايران معرفی نموده است

 .Cهههايی از گونههه   ژنتیکههی و بیمههاری زايههی جدايههه   

chrysosperma    به دست آمده از درختان گهردو در برخهی

ور را بها اسهتفاده از نشهانگرهای    ههای غربهی کشه    از استان

نتهايج وی  . بررسی نموده اسهت  ISSRو  RAPDمولکولی 

های اين گونه  حاکی از وجود تنوع ژنتیکی زياد در جمعیت

 .می باشد

 Punica)گیهاه انهار   ( 1021)اخیرار بخشی و همکهاران  

granatum L. ) نیههز ( 1021)و بههزرم مههنش و همکههاران

و ( .Hibiscus syriacus L)درختهههی  گیاههههان ختمهههی

 Parthenocissus tricuspidata (Siebold and]موچسب 

Zucc.) Planch.] گونهه  برای جديد های میزبان عنوان را به 

C. chrysosperma اند کرده معرفی دنیا در. 

و  Cytosporaهها در جهنس    تعیین حدود و ثغور گونهه 

های وابسته به آنها به لحاظ تغییرپهذيری صهفات    تلئومورن

شههناختی همههواره بسههیار دشههوار بههوده اسههت      يخههتر

(Fotouhifar et al. 2010 .)ههای   همچنین بر اساو ويژگی

شناختی در اشکال جنسی و به خ وص در اشهکال   ريخت

هها و تعیهین جايگهاه دقیههق     غیرجنسهی، روابهط بهین گونههه   

هها بهه ويهژه در مهورد      تاکسونومیکی در اين گروه از قهارچ 

 Adams et)باقی مانده اسهت   حم نشده V. sordidaگونه 

al. 2006 .)   لذا اين تحقیق برای بررسی فیلهوژنی گونههV. 

sordida    شهناختی و تهوالی    با اسهتفاده از صهفات ريخهت

هسته ای انجهاش گرفتهه    rDNAاز  ITS1-5.8S-ITS2ناحیه 

 .است

 بررسی  های روش و مواد
 های قارچی جدايه

، V. sordidaههای گونهه    به منیور دسهتیابی بهه جدايهه   

ههای بهارده قهارچ در     های گیاهی آلوده و حاوی انداش نمونه

آوری  از سرتاسههر اسههتان گلسههتان جمههع 2132  طههی سههال

هههای مههورد بررسههی در ايههن تحقیههق در  نمونههه. گرديدنههد

شناسی گروه گیهاه پزشهکی دانشهگاه تههران      مجموعه قارچ

ههای گیهاهی    جداسازی قهارچ از انهداش  . شوند نگهداری می

. انجاش گرديهد ( 1002)فر و همکاران به روش فتوحیآلوده 

هها، از روش کاغهذ صهافی سهترون      برای نگههداری جدايهه  

ای از کاغهذ صهافی    بهرای ايهن منیهور، قطعهه    . استفاده شد

محیط متر مربع روی  سترون به ابعاد تقريبی دو تا سه سانتی

قرار داده شد و ( PDA)آگار -دکستروز-زمینی غذايی سیب

متهر از حاشهیه در   لیومی به ابعاد پهنج میلهی  يک قرص میس

حال رشد پرگنه قارچ برداشته شده و به روی کاغذ صهافی  

درجهه   115ههای پتهری در دمهای     تشهتک . منتقم گرديهد 

سهپس  . و به مدت يهک هفتهه نگههداری شهدند    سلسیوو 

کاغذهای صافی حاوی میسلیوش قارچ از روی محیط کشت 

 13سترون به مهدت  برداشته شد و در بین کاغذ خشک کن 

درجهه   15ساعت در زيهر ههود اسهتريم بها دمهای حهدود       

سپس کاغذها به قطعات کوچهک  . خشک گرديدسلسیوو 

ههای پوسهتیکی درد دار دو    تر برش داده شدند و در لوله

 -10ای درد دار در دمهای   لیتری و يا ظهرون شیشهه   میلی
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 .نگهداری شدنددرجه سلسیوو 

 قارچی های بررسی ريخت شناختی جدايه

ههای قهارچی، از    شهناختی جدايهه   جهت بررسی ريخت

ههای بهارده جنسهی و     شهناختی انهداش   ههای ريخهت   ويژگی

ههای گیهاهی آلهوده اسهتفاده      غیرجنسی موجود درون بافت

در بررسههی ماکروسهکوپی از استريومیکروسههکو   . گرديهد 

. اسهتفاده شهد   SZHو مهدل  ( Olympus, Japan)الیمپوو 

های بهارده   ی و مورفومتريک انداشهای ماکروسکوپیک ويژگی

قههارچ در سههطد و درون بافههت میزبههان گیههاهی ارزيههابی   

بدين جههت، بهه کمهک دسهت و بها اسهتفاده از       . گرديدند

های عرضی نازک از بافت گیهاهی در محهم    اسکالپم، برش

نحوه پراکنش . های باردهی قارچ تهیه گرديدند تشکیم انداش

ترومای قارچ، وجود و يها  های باردهی قارچ، اندازه اس انداش

عدش وجود کنسپتاکم، اندازه، شکم و رنگ ديسک، تعداد و 

ههها، نحههوه آرايههش  ههها، تعههداد حجههره انههدازه قطههر اسههتیول

ها و همچنین تعداد و نحهوه آرايهش    ها، اندازه حجره حجره

در مطالعهه  . های حاصم بررسی شهدند  ها در برش پريتسیوش

لیمپهوو و مهدل   میکروسکوپیکی از میکروسکو  نهوری ا 

BH2 گیههری ابعههاد  بههرای رويههت و انههدازه . اسههتفاده شههد

ها، به کمک مرکب چهین اسهويد ههر نمونهه آمهاده       کنیدی

هههای  ويژگههی(. 1002فتههوحی فههر و همکههاران  )گرديههد 

کنیديوفورها نییر اندازه کنیديوفورها، نحوه انشعاد آنهها و  

زا در اسههويدهای  هههای کنیههدی  انههدازه و شههکم سههلول  

بهه منیهور بررسهی    . کوپی تهیه شده بررسی شدندمیکروس

ها و آسکوسهپورها در اشهکال جنسهی،     شکم و ابعاد آسک

 کتوفنم و -اسويد هر نمونه در محلول  کتوفنم، کاتن بلو

مطالعهه  . سه درصد تهیه گرديد( KOH)هیدروکسید پتاسیم 

های به دست آمهده روی   های مربوب به پرگنه جدايه ويژگی

، طبههق روش توصههین شههده توسههط PDAمحههیط کشههت 

ههای   ويژگهی . انجاش گرديهد ( 1002)فتوحی فر و همکاران 

مربوب به پرگنه قارچ شهامم؛ رنهگ سهطد و پشهت، نهوع      

بافت، نحوه رشد پرگنهه و حاشهیه آن و همچنهین تشهکیم     

عکسههبرداری از . انههداش بههارده مههورد بررسههی قههرار گرفتنههد

عهه در زيهر   های مورد مطال اسويدهای میکروسکوپی، نمونه

استريومیکروسکو  و پرگنه قارچ، بها اسهتفاده از دوربهین    

و يها پرمیهر    F717و مهدل  ( Sony, Japan)ديجیتال سونی 

(Premier, England ) و مههدلDS-8340 تهیههه گرديدنههد .

های قهارچی مهورد بررسهی در ايهن      جهت تعیین ناش جدايه

، (2315) گههرووتحقیههق، از توصههیفات ارايههه شههده توسههط 

، (2331) گوريتیشهويلی ، (2320) کوباياشی، (2315) گوتنر

و همکاران  آدامز، (2333) مینترو  هايووا، (2335) اسپیلمن

 .استفاده گرديد( 1002)فر و فتوحی( 1005و  1002)

 ای هسته rDNAاز  ITS1-5.8S-ITS2تعیین توالی ناحیه 

جدايه قهارچی، تعیهین تهوالی نوکلئوتیهدی      21در مورد 

ای انجهاش گرفهت    هسته rDNAاز  ITS1-5.8S-ITS2ناحیه 

 جههت  نیهاز  مهورد  میسلیوش توده تهیه منیور به(. 2جدول )

-غذايی مايع سیب زمینی محیط ژنومی، از DNAاستخراج 

کههه حههاوی ( PDB: potato dextrose broth)دکسههتروز 

گههرش  22گههرش سههیب زمینههی خههرد شههده و   100ع ههاره 

بعهد از   .دکستروز در يک لیتر آد مقطر بهود، اسهتفاده شهد   

رشد و تشکیم میسلیوش قارچی، تهوده میسهلیوش بهه کمهک     

قین بوخنر، کاغذ صافی سترون و با استفاده از پمپ خهو  

کن خشک دستگاه از محیط مايع جداسازی گرديد و توسط

 خشک هایمیسلیوش. خشک شدند (freeze dryer)سرما  با

جههت   .شدند نگهداری سلسیوو درجه -10 دمای در شده

ههای ههر جدايهه، از    ژنومی کم از میسلیوش DNAاستخراج 

بهرای  . اسهتفاده شهد  ( چها  نشهده   1020)روش غضنفری 

ITS1، از جفت آغازگرهای ITS1-5.8S-ITS2تکثیر ناحیه 
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 قارچی مورد بررسیهای جدايه. 1جدول
Table 1. Examined fungal isolates 

 

 

Species Isolate Host Location Collection 

Date 

Accession 

No. 

 محم میزبان جدايه گونه

 آوری جمع

 تاريخ

 آوری جمع

 شماره

 دستیابی
Valsa sordida G32-T Salix sp. Golestan – Bandar Gaz 2008 - 

Valsa sordida G38-T Salix triandra Golestan – Kordkuy 2008 - 

Valsa sordida G113-T Salix excelsa Golestan – Gorgan 2008 - 

Cytospora chrysosperma G26 Salix alba Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma G27 Salix sp. Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma G32 Salix babylonica Golestan – Bandar Gaz 2008 - 

Cytospora chrysosperma G38 Salix triandra Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma G61 Salix fedtschenkoi Golestan – Bandar Gaz 2008 - 

Cytospora chrysosperma G71 Salix excelsa Golestan – Bandar Gaz 2008 - 

Cytospora chrysosperma G77 Populus nigra Golestan – Maraveh Tapeh 2008 - 

Cytospora chrysosperma G78 Salix babylonica Golestan – Maraveh Tapeh 2008 - 

Cytospora chrysosperma G79 Populus nigra Golestan – Maraveh Tapeh 2008 HQ420238 

Cytospora chrysosperma G81 Salix babylonica Golestan – Maraveh Tapeh 2008 - 

Cytospora chrysosperma G82 Populus deltoides Golestan – Kalaleh 2008 - 

Cytospora chrysosperma G83-red Populus deltoides Golestan – Kalaleh 2008 - 

Cytospora chrysosperma G87 Populus nigra Golestan – Gorgan 2008 - 

Cytospora chrysosperma G88 Salix triandra Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma G89 Populus deltoides Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma  G91 Populus nigra Golestan – Gorgan 2008 - 

Cytospora chrysosperma G95 Eucalyptus sp. Golestan – Anbar Olom 2008 HQ420237 

Cytospora chrysosperma G95-b Eucalyptus sp. Golestan – Anbar Olom 2008 - 

Cytospora chrysosperma G96 Ficus elastica Golestan – Gorgan 2008 HQ420236 

Cytospora chrysosperma G104 Salix babylonica Golestan – Minoodasht 2008 - 

Cytospora chrysosperma G105-red Populus deltoides Golestan – Ramian 2008 - 

Cytospora chrysosperma G108 Populus nigra Golestan – Gorgan 2008 - 

Cytospora chrysosperma G109 Populus deltoides Golestan – Khanbebin 2008 - 

Cytospora chrysosperma G110 Salix babylonica Golestan – Gorgan 2008 HQ420240 

Cytospora chrysosperma G111 Salix babylonica Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma G112 Salix excelsa Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma G113 Salix babylonica Golestan – Bandar Gaz 2008 - 

Cytospora chrysosperma G114 Salix excelsa Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma G115-red Populus deltoides Golestan – Kordkuy 2008 HQ420239 

Cytospora chrysosperma G117 Populus deltoides Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora chrysosperma G124 Populus nigra Golestan – Maraveh Tapeh 2008 - 

Cytospora chrysosperma G125-red Populus nigra Golestan – Gorgan 2009 - 

Valsa sp.1 G107-T Populus deltoides Golestan – Aliabad e Katul 2008 HQ420243 

Cytospora sp.1 G54 Populus deltoides Golestan – Aliabad e Katul 2008 - 

Cytospora sp.1 G59 Populus deltoides Golestan – Gorgan 2008 HQ420246 

Cytospora sp.1 G72 Populus deltoides Golestan – Bandar Gaz 2008 HQ420241 

Cytospora sp.1 G83-yell Populus deltoides Golestan – Kalaleh 2008 - 

Cytospora sp.1 G85 Populus deltoides Golestan – Gonbad e Kavus 2008 HQ420247 

Cytospora sp.1 G94 Populus deltoides Golestan – Anbar Olom 2008 - 

Cytospora sp.1 G105-yell Populus deltoides Golestan – Ramian 2008 - 

Cytospora sp.1 G107 Populus deltoides Golestan – Aliabad e Katul 2008 HQ420242 

Cytospora sp.1 G115-yell Populus deltoides Golestan – Kordkuy 2008 HQ420244 

Cytospora sp.1 G116 Populus deltoides Golestan – Nowkandeh 2008 HQ420245 

Cytospora sp.1 G117-yell Populus deltoides Golestan – Kordkuy 2008 - 

Cytospora sp.1 G125 Populus nigra Golestan – Gorgan 2009 HQ420248 

Cytospora sp.2 G97 Ficus elastica Golestan – Gorgan 2008 HQ420249 
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(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' ) وITS4 (5'-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' )شهههد اسهههتفاده 

(White et al. 1990 .)    حجم مخلوب واکهنش در ههر لولهه

PCR ،15 مخلههوب واکههنش . میکرولیتههر بههودPCR  شههامم؛

 10Xمیکرولیتر  5/1میکرولیتر آد ديونیزه استريم،  15/23

PCR Buffer ،5/2   میلههی مههولMgCl2 ،20  میکرومههول

dNTPs ،1/0 يک )میکرولیتر  1/0غازگر، میکرومول از هر آ

الگو  DNAنانوگرش  10پلیمراز و حدود  Taq DNA( واحد

ترموسهايکلر  واکهنش زنجیهره ای پلیمهراز در دسهتگاه     . بود

(thermal cycler )CG1-96 Palm cycler (Corbett 

Research, Australia) شههرايط واکههنش . انجههاش گرفههت

 .Adams et al)و همکاران  آدامززنجیره ای پلیمراز مطابق 

واسرشت سهازی اولیهه   . با اندکی تغییرات انجاش شد( 2002

(primary denaturation)    31به مدت دو دقیقهه در دمهای 

چرخهه کهه ههر     15تکثیهر در  . درجه سلسیوو انجاش شهد 

يک دقیقه در دمای واسرشت سازی به مدت چرخه شامم؛ 

ثانیه  20 به مدت( annealing)ات ال درجه سلسیوو،  31

به مدت  (extension)درجه سلسیوو و بسط  50ر دمای د

. درجه سلسیوو بهود، انجهاش گرفهت    21ثانیه در دمای  30

درجههه  21بسهط نهههايی بههه مههدت هفههت دقیقههه در دمههای  

سهازی مح هول حاصهم از    خهال  . سلسیوو انجاش شهد 

بههها اسهههتفاده از کیهههت  ITS1-5.8S-ITS2تکثیهههر ناحیهههه 
AccuPrep® PCR & Gel Purification Kit (Bioneer, 

South Korea)    و طبق دستورالعمم شرکت سهازنده انجهاش

جهههت تعیههین تههوالی  PCRمح ههول ت ههفیه شههده . شههد

 molecular)نوکلئوتیدی به آزمايشگاه بیولوژی مولکهولی  

biology) بخش ژنتیک اکولوژی گیاهی ،(Department of 

Plant Ecological Genetics )  ت شناسهی  از انسهتیتو زيسه

وابسهته  ( Institute of Integrative Biology, IBZ)تلفیقی 

 Eidgenossische)به دانشگاه فدرال پلی تکنیهک زوريهخ   

Tchnische Hoshchule, ETH Zurich)   کشهور سهوسیس ،

های نوکلئوتیدی بهرای  پس از دريافت توالی. فرستاده شدند

بها  هها  اطمینان از کیفیت و صحت آنها، ههر يهک از تهوالی   

 BLAST  (biological localاسهتفاده از ابهزار جسهتجوی   

alignment search tool( )Altschul et al. 1997) بهها ،

های موجود در بانک ژن مقايسه و متعاقبار توسط نهرش  توالی

-کلیه تهوالی . اصوم شدند 6.13نسخه  DNASTAR افزار

تهوالی   21جدايهه شهامم؛    13مربوب به ، های مورد بررسی

های ايرانهی مهورد بررسهی در ايهن     مربوب به جدايهجديد 

توالی مربوب به اين گهروه   11، به همراه (2جدول )تحقیق 

 Phomopsis vacciniiگونه  دو جدايه ازتوالی ها و از قارچ

Shear, N.E. Stevens & H.F. Bain  جهدول  )از بانک ژن

، با اسهتفاره از نهرش   (outgroup)به عنوان گروه خارجی ( 1

تحهت سیسهتم عامهم     2.0.12نسهخه   CLUSTAL Xار افز

بهرای  (. Thompson et al. 1997)وينهدوز مرتهب شهدند    

 MEGA 4.0فهزار   های فیلهوژنتیکی، از نهرش ا  ترسیم شجره

(molecular evolutionary genetics analysis) ،   تحهت

(. Tamura et al. 2007)سیستم عامم ويندوز استفاده شهد  

-maximumمرتب شهده از دو روش   هایدر ارزيابی توالی

parsimony (Eck & Dayhoff 1966 ) وneighbor-

joining (Saitou & Nei 1987 )  شهجره  . اسهتفاده گرديهد

-closeبهها الگههوريتم  maximum-parsimonyفیلههوژنتیکی، 

neighbor-interchange algorithm (Nei & Kumar 

( default)و با استفاده از الگوی از پیش تعیین شده ( 2000

ههای ايجهاد    فاصهله . ترسیم گرديد MEGA4.0 فزار در نرش ا

هها، بهه عنهوان    در طهی مرتهب سهازی تهوالی    ( gaps)شده 

در نیهر گرفتهه   ( missing data)اطوعهات از دسهت رفتهه    

، neighbor-joiningهها بهه روش   در ارزيابی تهوالی . شدند

 maximumهها از روش  برای تخمین فواصهم بهین تهوالی   

composite likelihood (Tamura et al. 2004)و الگوی ،
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 (NCBI)اخذ شده از بانک ژن توالی های نوکلئوتیدی . 2جدول
Table 2. Nucleotide sequences obtained from Genbank (NCBI) 

 

اسهتفاده   MEGA4.0 فزار نرش( default)از پیش تعیین شده 

های های موجود در شجره برای اطمینان از ثبات شاخه. شد

تکهرار   2000با ( bootstrap)حاصم، از آزمون اعتبارسنجی 

های مربهوب بهه   توالی(. Felsenstein 1985)استفاده گرديد 

ارسال و  NCBIهای مورد بررسی به بانک اطوعاتی جدايه

اخذ گرديد  HQ420249تا  HQ420236شماره دستیابی از 

 .(2جدول )

 نتايج
 های قارچی بررسی ريخت شناختی جدايه

ههای بهارده   نمونه گیهاهی حهاوی انهداش    215مجموع  از

(. 2جههدول )جدايههه قههارچی بههه دسههت آمههد   13قههارچ، 

شهناختی  های قارچی بر اساو خ وصهیات ريخهت   جدايه

بها آنهامورن    V. sordida مرحله غیرجنسی و جنسی گونه

C. chrysosperma شهدند  شناسايی (Gvritishvili 1982, 

Spielman 1985, Hayova & Minter 1998, Adams et 

al. 2005, 2006, Fotouhifar 2007.)     ،بهر اسهاو نتهايج

Species Host Location Reference Accession No. 
 شماره دستیابی منبع مکان میزبان گونه

Cytospora chrysosperma Ligustrum latifolium Iran, Lorestan Fotouhifar et al. (2010) EF447320 

Cytospora chrysosperma Salix aegyptiaca Iran, West Azarbaijan Fotouhifar et al. (2010) EF447310 

Cytospora chrysosperma Salix excelsa Iran, Kordistan Fotouhifar et al. (2010) EF447325 

Cytospora chrysosperma Ficus carica Iran, Fars Fotouhifar et al. (2010) EF447339 

Cytospora chrysosperma Prunus domestica Iran, Kuhkiluyeh & Boyer ah. Fotouhifar et al. (2010) EF447316 

Cytospora chrysosperma Robinia pseudoacacia Iran, Lorestan Fotouhifar et al. (2010) EF447322 

Cytospora chrysosperma Platanus orientalis Iran, Tehran Fotouhifar et al. (2010) EF447315 

Cytospora chrysosperma Populus alba Iran, Charmaha. & Bakhtiari Fotouhifar et al. (2010) EF447313 

Cytospora chrysosperma Populus deltoides Iran, Hamadan Fotouhifar et al. (2010) EF447329 

Cytospora chrysosperma Malus pumila Iran, Hamadan Fotouhifar et al. (2010) EF447331 

Cytospora chrysosperma Populus nigra Iran, Semnan Fotouhifar et al. (2010) EF447333 

Cytospora chrysosperma Populus nigra Iran, Razavi Khorasan Fotouhifar et al. (2010) EF447335 

Cytospora chrysosperma Salix excelsa Iran,Tehran Fotouhifar et al. (2010) EF447340 

Cytospora gutnerae Platanus orientalis Iran, Lorestan Fotouhifar et al. (2010) EF447365 

Cytospora intermedia Quercus brantii Iran, Fars Fotouhifar et al. (2010) EF447366 

Cytospora ribis Elaeagnus angustifolia Iran, Markazi Fotouhifar et al. (2010) EF447382 

Cytospora ribis Platanus orientalis Iran, Lorestan Fotouhifar et al. (2010) EF447383 

Cytospora ribis Ribes rubrum Netherlands Adams et al. (2005) DQ243810 

Cytospora terebinthi Pistachia khinjuk Iran, Lorestan Fotouhifar et al. (2010) EF447402 

Cytospora carbonacea Ulmus minor Iran, Fars Fotouhifar et al. (2010) EF447308 

Cytospora rosarum Rosa canina Iran, Lorestan Fotouhifar et al. (2010) EF447387 

Cytospora schulzeri Malus pumila Iran, Lorestan Fotouhifar et al. (2010) EF447396 

Cytospora schulzeri Thuja orientalis Iran, Razavi Khorasan Fotouhifar et al. (2010) EF447399 

Cytospora leucosperma Robinia pseudoacacia Iran, Hamadan Fotouhifar et al. (2010) EF447371 

Cytospora leucosperma Platanus orientalis Iran, Lorestan Fotouhifar et al. (2010) EF447368 

Phomopsis vaccinii Vaccinium macrocarpon USA Castlebury & Farr (2000) AF317579 

Phomopsis vaccinii Vaccinium macrocarpon USA Castlebury & Farr (2000) AF317578 

Valsa salicina Salix excelsa Iran, Kordistan Fotouhifar et al. (2010) EF447417 

Valsa salicina Salix sp. Switzerland Adams et al. (2005) AY347323 

Valsa sordida Salix aegyptiaca Iran, West Azarbaijan Fotouhifar et al. (2010) EF447418 

Valsa sordida Populus alba Iran, Razavi Khorasan Fotouhifar et al. (2010) EF447421 

Valsa sordida Populus tremula United Kingdom Adams et al. (2005) AY347322 
Valsa malicola Malus domestica USA Adams et al. (2005) DQ243802 

Valsa malicola Malus pumila Iran, Kordistan Fotouhifar et al. (2010) EF447416 
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ها در مقیهاو ماکروسهکوپیکی بهه دو گهروه عمهده      جدايه

های متعلق به گروه اول دارای تهوده   جدايه. تقسیم گرديدند

هايی به رنهگ نهارنجی متمايهم بهه قرمهز روشهن و       کنیدی

ههايی بهه   دیهای متعلق به گروه دوش دارای توده کنیجدايه

اعضهای گهروه اول دارای   . رنگ زرد متمايم به کرِشِ بودنهد 

های گیاهی مختلفی نییهر؛  تنوع میزبانی بوده و روی میزبان

، فیکهوو  (Populus deltoides)، صنوبر (.Salix spp)بید 

(Ficus elastica ) و اکالیپتوو(Eucalyptus sp. ) مشاهده

تنها روی گیاههان  گرديدند، در حالی که اعضای گروه دوش 

اعضای گهروه اول معمهو ر دارای يهک    . صنوبر ديده شدند

استیول منفرد و مرکزی در هر ديسک بودند، اما در اعضای 

-گروه دوش به ندرت دو استیول در هر ديسک نیز ديده مهی 

ههای گهروه اول نسهبتار فهراد بهود و      استیول در جدايه. شد

ی گهروه دوش  هها شکلی نامنیم تر نسبت به اسهتیول جدايهه  

-200(250)ههای گهروه اول   قطر استیول در جدايه. داشت

-25(30)هههای گههروه دوش میکرومتههر و در جدايههه( 10)50

های گروه اول ديسهک بهه   در جدايه. میکرومتر بود( 10)10

رنگ سفید و يا خاکستری روشن تها خاکسهتری تیهره بهود     

های گروه دوش ديسک بهه  ، در حالی که در جدايه(2شکم )

(. 1شهکم  )گ خاکستری تا خاکسهتری تیهره ديهده شهد     رن

هههههای گههههروه اول ههههها در جدايهههههانههههدازه کنیههههدی

هههای و در جدايههه میکرومتههر( 1)2-5/1(2)×(3/0)2(2/2)

تقريبههار همههه . بههود میکرومتههر( 1)5-2×2-2/2گههروه دوش 

اعضای گروه اول عووه بر کنیديوفورهای منشهعب، دارای  

( میکرومتهر  220تها  )کنیديوفورهايی با ارتفاع بسهیار زيهاد   

در صورتی که اعضای گروه دوش بهه جهز در جدايهه    . بودند

G107بقیه فاقد اين خ وصیت بودند ،. 

 رنهگ  بهه  ای پرگنهه  دارای اغلهب  اول گهروه  های جدايه

 در ،(1 شهکم ) بودند شم ای پنبه بافت با خاکستری ات سفید

 رنهگ  بهه  ای پرگنهه  دارای دوش گروه اعضای همه که حالی

 

 
( G104: Aجدايته  ، Cytospora chrysospermaگونته   -1شکل

-کنیتدی ( D وکنیديوما ( C، ديسک و استیول( B، توده کنیدی ها

 .ها
Fig. 1. Cytospora chrysosperma, isolate G104: A) 

conidial mass, B) disc and ostiole, C) conidioma and 

D) conidia. 

 

 
روز  83پس از  Cytospora chrysospermaپرگنه گونه  -2شکل 

( G96 ،Cجدايته  ( G32 ،Bجدايه ( PDA: Aروی محیط کات 

 .G110جدايه ( Dو  G95جدايه 
Fig. 2. Colony of Cytospora chrysosperma after 30 

days on PDA: A) G32, B) G96, C) G95 and D) G110. 

 

 شکم) بودند متراکم و مخملی بافت با ای قهوه تا خاکستری

 PDA کشهت  محهیط  در شده تشکیم های کنیدی اندازه(. 2

 نیهز  سلسیوو درجه 13 دمای در نگهداری روز 10 از پس

 کنیهدی  انهدازه  دارای اول گهروه  ههای  جدايهه  که داد نشان

 طرفهی  از. هستند دوش گروه های جدايه به نسبت کوچکتری
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در  PDAکنیديوماها و توده کنیدی روی محتیط کاتت    -8شکل 

توده کنیدی به رنت  زرد  ( Cytospora chrysosperma: Aگونه 

توده کنیدی بته رنت  زرد   ( G91 ،Bمتمايل به نارنجی در جدايه 

تتوده کنیتدی بته رنت      ( G95 ،Cمتمايل به نارنجی در جدايته  

در جدايته   کنیتديوما و حجتره هتا   ( Dو  G32نارنجی در جدايه 

G95. 
Fig. 3. Conidiomata and conidial mass of Cytospora 

chrysosperma isolates on PDA: A and B) yellow-

orange conidial mass of isolates G91 and G95 

respectively, C) orange conidial mass of isolate G32 

and D) locoules arrangement of isolate G95. 
 

 
، G116توده کنیدی ها در جدايه ( Cytospora sp.1: A -9شکل 

B )در جدايته   ديسک واجد يک استیولG115-yell ،C )  ديستک

در  هتا  کنیتديوما و حجتره  ( G59 ،Dواجد دو استیول در جدايه 

 .G116در جدايه  ها کنیدی( G59 Eجدايه 

Fig. 4. Cytospora sp.1: A) conidial mass of isolate 

G116, B) disc with a ostiole in isolate G115-yell, C) 

disc with two ostioles in isolate G59, D) conidioma 

and locules of isolate G59 and E) conidia of isolate 

G116. 
 

 رنهگ  به کنیدی توده دارای که اول گروه های جدايه برخی

 ههای  توده کشت محیط روی بودند، روشن قرمز تا ینارنج

 تولیهد  نارنجی به متمايم زرد يا و نارنجی رنگ به کنیديايی

 (.1 شکم) نمودند

ههای گهروه دوش کهه روی    در صورتی کهه همهه جدايهه   

-های گیاهی خود توده کنیدی به رنگ زرد تولید میمیزبان

نیز توده کنیهدی آنهها بهه     PDAنمودند، روی محیط کشت 

اعضهای ايهن دو گهروه در    (. 2شهکم  )رنگ زرد ديده شد 

های ريخت شناختی مورد بررسی به خ وص ساير ويژگی

ها شباهت نسبتار زيادی بهه يکهديگر   از لحاظ آرايش حجره

به ( جدايه 11تعداد )های اعضای گروه اول ويژگی. داشتند

 .Cاز گونهه  میزان بیشهتری بها توصهیفات سهاير محققهین      

chrysosperma     ههای  مطابقت داشهته و بهه عنهوان جدايهه

تیپیههک متعلههق بههه ايههن گونههه مههورد تايیههد قههرار گرفتنههد  

(Schreiner 1931, Grove 1935, Gutner 1935, Gilman 

et al. 1957, Kobayashi 1970, Gvritishvili 1982, 

Spielman 1985, Hayova & Minter 1998, Adams et 

al. 2005, 2006, Fotouhifar 2007.) 

نیههز بهها وجههود ( جدايهه  21تعههداد )اعضهای گههروه دوش  

های متمايز ذکر شده با اعضای گروه اول، همچنهان  ويژگی

قرار داشهته و   C. chrysospermaدر محدوده تعرين گونه 

 (.1شکم )نامیده شدند  Cytospora sp.1استرين 

ه از شکم جنسی در سه جدايه از گروه اول و يک جداي

شهناختی   ههای ريخهت   ويژگهی . گروه دوش شناسايی شهدند 

اشکال جنسی اعضای اين دو گروه تفاوت نسهبتار آشهکاری   

های گروه اندازه آسکوسپورها در جدايه. با يکديگر نداشتند

های گهروه دوش  اول نسبتار کوچکتر از آسکوسپورهای جدايه

-1(1/1)انهدازه آسکوسهپورها در اعضهای گهروه اول     . بود

میکرومتههر و انههدازه آسکوسههپورها در تههک   21-2(21)×2

( 5/2)20-21(22)×(3/2)1-5/1(1)جدايهههه از گهههروه دوش 

 .میکرومتر بود
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استروما و پريتستیو   ( G107-T: A جدايه Valsa sp.1 -1شکل 

 .آسک حاوی آسکوسپورها( C پريتسیو  و( B، ها
Fig. 5. Valsa sp.1, isolate G107-T: A) stroma and 

perithecia, B) perithecium and C) ascus and 

ascospores. 
 

 
پس  Valsa sp.1و  Cytospora sp.1پرگنه استرين های  -6شکل 

( G107-T ،Bجدايتته ( PDA: Aروز روی محتتیط کاتتت  83از 

 .G105-yellجدايه ( Dو  G72جدايه ( G116 ،Cجدايه 
Fig. 6. Colony of Valsa sp.1 and Cytospora sp.1 after 

30 days on PDA: A) G107-T, B) G116, C) G72 and D) 

G105-yell. 
 

ههای اعضهای گهروه اول     در اشکال جنسی نیهز ويژگهی  

بهه میهزان بیشهتری بها توصهیفات سهاير       ( تعداد سه جدايه)

مطابقهت داشهته و بهه     V. sordidaمحققین در مورد گونهه  

هههای تیپیههک مههورد تايیههد قههرار گرفتنههد    عنههوان جدايههه

(Gvritishvili 1982, Spielman 1985, Hayova & 

Minter 1998, Adams et al. 2005, 2006, Fotouhifar 

 (G107-Tجدايهه  )تک جدايه متعلق به گهروه دوش  (. 2007

 

 
در  PDAکنیديوماها و توده کنیتدی در محتیط کاتت     -1شکل 

( G107 ،Bاستتتیول در جدايتته ( Cytospora sp.1 :Aاستتترين 

کنیتديوماها و  ( Dو  G107-T ،Cدر جدايه  ها کنیديوما و حجره

 .G107-Tتوده های کنیدی به رن  زرد متمايل به کر  در جدايه 
Fig. 7. Conidioma and conidial mass of Cytospora sp.1 
on PDA: A) ostiole in isolate G107, B) conidioma and 

locules in isolate G107-T and, C and D) conidiomata 

and yellow to cream conidial mass in isolate G107-T. 
 

 
( G97 :Aجدايتتته ، Cytospora sp.2استتتترين  -3شتتتکل 

هتای گیتاه   های تاکیل شده روی شاخه، دمبرگ و بترگ کنیديوما

( D، واجتد يتک استتیول   ديسک ( C، هاتوده کنیدی (Bفیکوس، 

 .هاکنیدی( E و هاکنیديوما و حجره

Fig. 8. Cytospora sp.2, isolate G97: A) conidiomata on 

leaf, petiole and branch of Ficus elastica, B) conidial 

mass, C) disc with one ostiole, D) conidioma and 

locules and E) conidia. 
 

های نسبتار متمايز ذکر شهده بها اعضهای    نیز با وجود ويژگی

 V. sordidگروه اول، همچنان در محهدوده تعريهن گونهه    
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روز  83پتس از  ( G97جدايه ) Cytospora sp.2پرگنه  -4شکل 

های کنیتديوما  B)پرگنته قتارچ و    PDA :(Aروی محیط کاتت  

 .حاوی توده کنیدی به رن  زرد عسلی
Fig. 9. Colony of Cytospora sp.2 (G97) after 30 days 

on PDA: A) colony and B) yellow honey conidial 

mass. 
 

 (.5شکم )نامیده شد  Valsa sp.1بوده و استرين 

 آمهده  دست به ،G97 جدايه شناختی ريخت های ويژگی

 زيهادی  حهد  تا نیز( .Ficus elastic Roxb) فیکوو گیاه از

 ههای  جدايهه  بهرای  شده شناختی ذکر ريخت های ويژگی از

اول نییهر تعهداد و آرايهش     گهروه  ويهژه  بهه  گهروه  دو اين

 متفهاوت  ههای پرگنهه   ها، اندازه کنیديوفور و ويژگهی  حجره

 و کنیهدی  تهوده  رنهگ  نییر؛ هايی ويژگی لحاظ از تنها .بود

. بهود  دوش گهروه  اعضهای  بهه  شبیه حدودی تا کنیدی اندازه

 از يهک  ههیچ  بها  جدايهه  ايهن  شهناختی  ريخت های ويژگی

 اسهترين  عنوان به و نداشته مطابقت بررسی مورد های گونه

Cytospora sp.2 (.3 و 3 های شکم) نامیده شد 

از  ITS1-5.8S-ITS2تعیین توالی نوکلئوتیتدی نتواحی   

rDNA ای هسته 

 21ای در  هسهههته rDNAاز  ITS1-5.8S-ITS2ناحیهههه 

، هفت C. chrysospermaپنج جدايه از گونه جدايه شامم؛ 

و  Valsa sp.1، يهک جدايهه از   Cytospora sp.1جدايه از 

جدول )تعیین توالی گرديد  Cytospora sp.2يک جدايه از 

توالی معتبر مربوطهه از بانهک ژن، مهورد     11و به همراه  (2

های اخذ توالی. (1جدول ) ارزيابی فیلوژنتیکی قرار گرفتند

های دسهتیابی  صم، با شمارهشده از بانک ژن، در شجره حا

(accession numbers )   تهوالی  طهول . مشهخ  شهده انهد 

 ههای  جدايهه  بهین  در ITS1-5.8S-ITS2 ناحیه نوکلئوتیدی

 .C گونهه  ههای  جدايه در و بود يکسان تقريبار بررسی مورد

chrysosperma، 542 ،بهه  متعلهق  های جدايه در نوکلئوتید 

Cytospora sp.1 و Valsa sp.1، 540 در و نوکلئوتیهههد 

 در. بههود نوکلئوتیههد Cytospora sp.2، 534 هههای جدايههه

 طهول  ،(gaps) هها  فاصهله  شدن وارد با سازی، مرتب مرحله

 ههای  روش تماش در. رسید نوکلئوتید 520 به ها توالی نهايی

 و اسههت شههده اسههتفاده ههها داده کههم از تحلیههم و تجزيههه

 از حاصهم  شهجره  دو ههر  نتهايج  .نگرديهد  حذن اطوعاتی

 maximum-parsimony و neighbor-joining هههای روش

 بررسهی،  مهورد  ههای  جدايهه  شناختی ريخت های ويژگی با

 مبنها  maximum-parsimony شهجره  امها . داشهت  مطابقت

 نحهوه  اساو بر ها جدايه مختلن های گروه و شد داده قرار

 شهجره  در پهايین  بهه  بها   از ترتیهب  بهه  هها،  شاخه انشعاد

 ،maximum-parsimony شههجره در. گرديدنههد نامگههذاری

 2 گهروه (. 20 شهکم ) بودند شناسايی قابم اصلی گروه پنج

 G115-red و G79، G95، G96، G110هههای جدايهه  شهامم 

 ،(Populus nigra)تبريههزی  از ترتیههب بههه کههه باشههد مههی

 صهنوبر  و (Salix alba)مجنهون   بیهد  فیکهوو،  اکالیپتوو،

 در موجهود  گهروه  بزرگتهرين  گروه اين. اند شده جداسازی

 درصهد  35 اعتبارسهنجی  حمايهت  دارای که باشد می شجره

 و V. sordida گونهه  ههای  جدايهه  شهامم؛  گهروه  اين. است

 .باشد می آن به وابسته غیرجنسی شکم به متعلق های جدايه

همگهی از دو گونهه    1های مهورد بررسهی در گهروه    جدايه

ايهن  . انهد دهسهازی شه  میزبان گیاهی صنوبر و تبريزی جهدا 

و   Valsa sp.1 هههای متعلههق بههه گههروه شههامم؛ جدايههه 

Cytospora sp.1  درصهد   30و دارای حمايت اعتبارسنجی

 .V. malicola Z های متعلق بهه شامم جدايه 1گروه . است

Urb.        و شههکم غیرجنسههی وابسههته بههه آنههها، گونههه



 

111 

 
در  ITS1-5.8S-ITS2با استفاده از توالی نوکلئوتیدی ناحیته    maximum parsimonyفیلوژنتیکی ترسیم شده به روش  شجره -13شکل 

اعداد بالای هر شاخه مقدار آزمون اعتبارستنجی  . MEGA4.0 افزاردر نر   Cytosporaو  Valsaهای جدايه مربوط به گونه های جنس 96

 .باشتد ئوتیدی که به صورت مقیاس ناان داده شده است، متناسب میها با تعداد تغییرات نوکلطول شاخه. دهندتکرار را ناان می 1333از 

جدايه های ايرانی مورد مطالعه با اسم جدايه و يتا  . نیز به عنوان گروه خارجی انتخاب شده است Phomopsis vaccinii دو جدايه از گونه

 .با اسم جدايه به همراه شماره دستیابی ماخص شده اند
Fig. 10. One of the 100 most parsimonious trees obtained using sequences of ITS1-5.8S-ITS2 region in 46 isolates 

of Valsa and Cytospora species in MEGA4.0. The numbers on the branches indicate the bootstrap values of 1000 

replicates. The length of branches is proportional to the number of nucleotide changes, indicated by the scale. 

Tow isolates of Phomopsis vaccinii were used as outgroups. 
 

C. schulzeri Sacc. & P. Syd.     بهوده کهه دارای حمايهت

شهامم دو جدايهه    1گهروه  . درصهد اسهت   23اعتبارسنجی 

و دارای حمايهت    .V. salicina (Pers.) Fr متعلق به گونهه 

اسههترين  5در گههروه . باشههددرصههد مههی 23اعتبارسههنجی 
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Cytospora sp.2 فیکهوو جداسهازی    قرار دارد که از گیاه

. رودترين گروه به شهمار مهی  اين گروه ناهمگن. شده است

ههای متعهدد جهنس    ههايی از گونهه  چرا کهه شهامم جدايهه   

Cytospora های مربوب به گونهه در اين گروه جدايه. بود-

 .C. carbonacea Fr. ،C. gutnerae Gvrit. ،Cهههای 

intermedia Sacc. ،C. leucosperma (Pers.) Fr. ،C. 

ribis Ehrenb.،C. rosarum Grev.  ،C. terebinthi Bres. 

دارای  ايهن گهروه  . قرار داشتند Cytospora sp.2و استرين 

 .درصد است 31حمايت آزمون اعتبارسنجی 

 بحث
بهه   C. chrysospermaهها از گونهه   در برخی از نوشهته 

 .Adams et al)عنوان گونه مرکب نهاش بهرده شهده اسهت     

هها ارزش  تاکسونومی اين گهروه از قهارچ   از ابتدای(. 2006

صفاتی نییر؛ رنگ توده کنیدی همهواره مهورد بحهو بهوده     

 .Cدر توصهیفات محققهین مختلهن دربهاره گونهه      . اسهت 

chrysosperma      دو نوع رنگ تهوده کنیهدی ذکهر گرديهده

ها توده کنیدی بهه رنهگ زرد تها زرد    در برخی نوشته. است

 .Grove 1935, Gilman et al)طويهی بیهان شهده اسهت     

1957, Hayova & Minter 1998, Christensen 1940 .)

های ديگر نیز رنگ توده کنیدی ايهن گونهه   در برخی نوشته

به رنهگ نهارنجی تها قرمهز روشهن توصهین شهده اسهت         

(Schreiner 1931, Kobayashi 1970 .)کريستنسهههن 

های ايهن گونهه بهه رنهگ     توده کنیدی را در جدايه( 2310)

ها به رنهگ قرمهز    نموده، ولی در برخی جدايه زرد توصین

ههای  وی معتقد است که توده کنیدی. نیز اشاره نموده است

باشند و اين تغییهر رنهگ تهابع شهرايط     تازه به رنگ زرد می

های اين گونه که دارای تهوده کنیهدی   محیطی بوده و جدايه

-به رنگ قرمز هستند نیز روی محیط کشهت تهوده کنیهدی   

نیز بها  ( 1002)فر فتوحی. نمايندرد تولید میهايی به رنگ ز

روی  C. chrysospermaههای ايرانهی گونهه    بررسی جدايه

-های مختلن گیاهی، معتقد است کهه اغلهب جدايهه    میزبان

های اين گونه دارای توده کنیدی به رنگ نارنجی تها قرمهز   

باشند و تنها در کنیهديوماهای مسهن کهه حهاوی     روشن می

هستند، توده کنیدی به رنگ متمايم به  توده کنیدی ناچیزی

با توجه به نتايج اين تحقیهق  . شودزرد و يا عسلی ديده می

و مطالعات ساير محققین به نیر می رسهد کهه رنهگ تهوده     

روی  C. chrysospermaهای متعلق به کنیدی اغلب جدايه

های گیاهی مختلن به رنگ نارنجی تا قرمهز روشهن   میزبان

سد يهک تجديهد نیهر کلهی در مهورد      باشد و به نیر می ر

دارای تهوده   C. chrysospermaهای متعلق به گونهه  جدايه

تعهداد اسهتیول در ههر    . کنیدی به رنگ زرد بايد انجاش گیرد

هها يههک عههدد ذکهر شههده اسههت   ديسهک در اغلههب نوشههته 

(Fotouhifar 2007 Hayova & Minter 1998, .)  امها در

ر ديسهک ديهده   برخی توصیفات دو عدد استیول نیز در هه 

نتايج اين تحقیق نیز حهاکی  (. Spielman 1985)شده است 

باشهد و در بررسهی   از وجود يک استیول در هر ديسک می

ههای متعلهق   های واجد بیش از يک استیول در جدايهنمونه

دقهت بیشهتری بايهد صهورت      C. chrysospermaبه گونه 

 ها به رنگ خاکستری تا سهیاه ديسک در اغلب نوشته. گیرد

 ,Grove 1935, Gilman et al. 1957)شهود  ديهده مهی  

Spielman 1985, Hayova & Minter 1998, Fotouhifar 

اما برخی ديگر از محققین رنگ ديسک را سفید تها  (. 2007

 Gutner 1935, Adams et)اند خاکستری روشن ذکر نموده

al. 2006 .)     نتايج تحقیق حاضر نیز بیهانگر رنهگ سهفید تها

ههای متعلهق بهه    ها در جدايهروشن برای ديسکخاکستری 

ها در گونه اندازه کنیدی. باشدمی C. chrysospermaگونه 

C. chrysosperma   2×25/0-5/2متنوع بوده و ابعاد آنهها-

 Spielman 1985, Fotouhifar)انهد  میکرومتر بیان شهده  1
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2007 Gvritishvili 1982, .) هها انهدازه   اما در اغلب نوشهته

میکرومتههر ذکههر شههده اسههت    1-5/5×3/0-2ههها کنیههدی

(Schreiner 1931, Grove 1935, Gutner 1935, Gilman 

et al. 1957, Kobayashi 1970, Adams et al. 2005, 

تهری از  نتايج اين تحقیق نیز وجهود دامنهه محهدود   (. 2006

 ،(2331)گوريتیشهويلی  . دههد ها را نشهان مهی  اندازه کنیدی

کنیهديوفورهای  ( 1002)فهر  و فتوحی (2333) مینترو  هايوا

الی  20ها را بلند را در اين گونه شناسايی و اندازه اين انداش

ها ها اين انداشدر برخی نوشته. اندمیکرومتر بیان نموده 200

 ,Kobayashi 1970)انهد  های عقیم ذکهر شهده  به ناش رشته

Adams et al. 2005 .)وجود اين ( 1005)و همکاران  آدامز

داننهد، کهه ايهن    های عقیم را صفتی ثابت در گونه نمیهرشت

ههای پرگنهه   ويژگهی . با نتايج تحقیق حاضهر مطابقهت دارد  

روی محیط کشت  C. chrysospermaهای اين گونه جدايه

PDA   اغلب ثابت بوده و به رنگ سفید و دارای بافت شهم

نتايج تحقیق حاضهر  (. Fotouhifar 2007)ای هستند و پنبه

ههای  دههد کهه نمونهه   اين مطلب بوده و نشان مهی  نیز مويد

ههای متفهاوت از ايهن بايهد بها دقهت       دارای رنگ و بافهت 

البته بايد توجه داشت که، . بیشتری مورد بررسی قرار گیرند

برخی از صفات مذکور نییهر؛ رنهگ تهوده کنیهدی، رنهگ      

ديسک و استروما و حتی پرگنه اين گروه از قارچ در اغلب 

رسهد  در واقع به نیر مهی . متغیر می باشندموارد تا حدودی 

تهر،  در صورت بروز چنین تغییراتی، برای تشهخی  دقیهق  

امها  . شناختی بايد مد نیر قرار گیهرد  مجموع صفات ريخت

شهناختی   بر خون معمول، به دلیم تنهوع صهفات ريخهت   

شهناختی   ها، تمايز ريخهت اشکال جنسی اين گروه از قارچ

بهه طهوری کهه    . اجهه اسهت  اشکال جنسی نیز با مشکم مو

-شناختی اشکال جنسی در گونهه  بسیاری از صفات ريخت

ههای   بررسهی . های مختلن متغیر بوده و همپوشانی دارنهد 

 کوباياشههی، (2312) شههرينرانجههاش شههده نییههر توصههیفات 

و  ههايوا ، (2335) اسپیلمن، (2331) گوريتیشويلی، (2320)

صههفات مويههد تنههوع ( 1002)فههر و فتههوحی( 2333) مینتههر

بنهابراين جههت   . ريخت شناختی در اشکال جنسهی اسهت  

شهناختی مشهاهده شهده در     ارزيابی تنهوع صهفات ريخهت   

های وابسهته  و استرين C. chrysospermaهای گونه جدايه

از  ITS1-5.8S-ITS2مورد بررسی در اين تحقیهق، نهواحی   

rDNA  11بهه همههراه  ( 2جههدول ) جدايهه  21ای در  هسهته 

هها موجهود در بانهک ژن    ن گروه از قارچتوالی مربوب به اي

در . ، مهورد ارزيههابی فیلهوژنتیکی قهرار گرفتنههد   (1جهدول  )

بهرای  . شجره حاصم، پهنج کهود اصهلی شناسهايی گرديهد     

( group)ههای تکهاملی بهه گهروه     سهولت امر، اين دودمان

های ريخت شناختی اعضهای گهروه   ويژگی. تعبیر گرديدند

مطابقت کامهم   C. chrysospermaبا گونه ( group 1)اول 

های منوفیلتیک قابم شناسايی اين گروه، يکی از گروه. دارد

. اسهت  maximum-parsimonyدر شجره حاصم از روش 

بندی با نتهايج سهاير محققهین نیهز مطابقهت دارد      اين گروه

(Adams et al. 2005, 2006, Fotouhifar et al. 2010 .)

 Valsa sp.1در  ، آسهکوما (group 2)در اعضای گروه دوش 

 .Vو  V. malicola ،V. sordidaهههای مشههابه بهها گونههه

salicina  از نههوعeuvalsoid  و درCytospora sp.1  نیههز

 .Cو  C. chrysospermaهای گونهه  استروما همانند جدايه

schulzeri  از نوعcytosporoid توده کنیهدی در  . می باشد

م بهه کهرش   به رنگ زرد متمايه  Cytospora sp.1های  جدايه

 C. schulzeriهای گونهه  باشد که از اين جهت با جدايهمی

شباهت دارد، ولی به لحاظ وجود تنها يک اسهتیول در ههر   

آسکوسهپورها در  . ديسک، از آن به راحتی متمايز می گردد

Valsa sp.1 های  نسبتار کوچکتر از جدايهV. malicola می-

ههر آسهک    همچنین از لحاظ تعداد آسکوسهپورها در . باشد

-متمهايز مهی   V. salicinaهای گونه نیز به راحتی از جدايه

 Cytosporaو  Valsa sp.1 ههای متعلهق بهه   جدايه. گردند
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sp.1 شناختی تا حهدود نسهبتار    های ريختاز لحاظ ويژگی

و شهکم غیرجنسهی    V. sordidaهای گونه زيادی به جدايه

 .شهباهت دارنهد   C. chrysospermaوابسهته بهه آن، گونهه    

 Valsa sp.1 ههای متعلهق بهه   اندازه آسکوسپورها در جدايه

آرايهش  . است V. sordidaهای گونه کمی بزرگتر از جدايه

 .Cهمانند گونهه   Cytospora sp.1های ها در جدايهحجره

chrysosperma امهها از لحههاظ . باشههندبسههیار نههامنیم مههی

هايی نییر رنگ ديسک، اندازه و شکم منفذ استیول، ويژگی

دازه کنیدی، رنگ توده کنیدی و شکم و رنهگ پرگنهه، از   ان

. باشهد تا حدودی قابم تفکیک می C. chrysospermaگونه 

-maximumاعضای اين گروه در شهجره حاصهم از روش   

parsimony   در يک گروه مجزا و به عنوان گروه خهواهری

 با توجه بهه نتهايج بررسهی ريخهت    . قرار گرفتند( 2)گروه 

هها، احتمها ر   های ايجاد شده در شجرهندیبشناختی و گروه

-متعلق به دو گونه مجهزا مهی  ( 1)و ( 2)های اعضای گروه

از بانهک  ( group 3)های واقع در گروه سهوش  جدايه. باشند

هماننهد   V. malicolaآسهکوما در  . ژن دريافت گرديده اند

 euvalsoidاز نوع  Valsa sp.1 و استرين V. sordidaگونه 

ها اما به واسطه آسکوسپورهای بزرگتر از اين گونه. باشدمی

 .Cههای گونهه   اسهتروما در جدايهه  . باشهد قابم تفکیک می

schulzeri ههای گونهه   همانند جدايهC. chrysosperma  و

با اين . است cytosporoidاز نوع  Cytospora sp.1استرين 

ها در اين گونه بهیش از يهک عهدد    تفاوت که تعداد استیول

 .Cههها نیههز بههرخون گونههه    آرايههش حجههره  بههوده و

chrysosperma   و اسهترينCytospora sp.1    تها حهدودی

 .Cهها نیهز در گونهه    همچنین اندازه کنیدی. باشندمنیم می

schulzeri تر از گونه تا حدودی بزرمC. chrysosperma 

تهوده کنیهدی نیهز در    . باشدمی Cytospora sp.1و استرين 

 Cytosporaاسهترين   مشابه C. schulzeriهای گونه جدايه

sp.1 در صورتی که تهوده کنیهدی در   . باشدبه رنگ زرد می

اغلب قرمز متمايم بهه   C. chrysospermaهای گونه جدايه

بنهدی بها نتهايج سهاير     ايهن گهروه  . باشهد نارنجی روشن می

 ,Adams et al. 2005, 2006)محققهین نیهز مطابقهت دارد    

Fotouhifar et al. 2010 .)های واقع در گروه چهارش دايهج

(group 4 )آسهکوما در گونهه   . انداز بانک ژن دريافت شده

V. salicina  از نههوعeuvalsoid هههای از ويژگههی. اسههت

شههناختی بههارز افههراد ايههن گههروه وجههود چهههار    ريخههت

رغهم  باشد که علهی آسکوسپور نسبتار بزرم در هر آسک می

و  V. malicola ،V. sordidaههای  آسکومای مشابه با گونه

-به راحتی از آنها قابهم تفکیهک مهی    ،Valsa sp.1 استرين

اغلهب روی گیاههان    V. salicinaههای گونهه   جدايه. باشد

ههای ذکهر   شوند که با توجه بهه ويژگهی  جنس بید ديده می

روی  C. chrysospermaهای گونه شده به راحتی از جدايه

بنهدی بها نتهايج    اين گروه. باشندگیاهان بید قابم تفکیک می

 ,Adams et al. 2005)سهاير محققهین نیهز مطابقهت دارد     

2006, Fotouhifar et al. 2010 .)   گهروه پهنجم(group 5 )

های متعدد جنس هايی از گونهناهمگن بوده و شامم جدايه

Cytospora ای، اين گهروه بسهیار   به دلیم تنوع گونه. است

اختی، شهن  نامتجانس است و اعضای آن بهه لحهاظ ريخهت   

اعضهای ايهن   . باشهند های مشترک مهی واجد معدود ويژگی

بهوده و دارای   cytosporoidاز نوع  گروه، دارای استرومايی

های نسبتار بزرم هستند که پس از خهروج از دهانهه   کنیدی

تعهداد  . شهوند استیول به رنگ کرش تا زرد روشن ديهده مهی  

 استیول در اعضای اين گروه از يک تها چههار عهدد در ههر    

 اعضای اين گروه بهه لحهاظ ريخهت   . باشدديسک متغیر می

گوريتیشهويلی   .باشهند  شناختی از يکديگر قابم تفکیک می

( synonym)ههها را همنههاش تعههدادی از ايههن گونههه( 2331)

 Cytosporaههای اسهترين   ويژگی. يکديگر قرار داده است

sp.2 استروما. تا حدودی با اعضای اين گروه مطابقت دارد 

بهوده و   cytosporoidاز نهوع   Cytospora sp.2ين استردر 
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توده کنیدی آن نیز همانند ديگر اعضای اين گروه به رنهگ  

ههای ريخهت شهناختی    تفاوت. باشدزرد متمايم به کرش می

ديگر اعضای اين گروه در با  Cytospora sp.2استرين بارز 

رنگ ديسک، تعداد استیول، وجهود دو نهوع کنیهديوفور در    

ههای  اندازه کنیدی بود که با ههیچ يهک از گونهه    استروما و

 Cytyospora ribisواقههع در ايههن گههروه از جملههه گونههه  

ايههن جدايههه بههر خههون گونههه . سههازگاری کامههم نداشههت

Cytyospora ribis    که معمو ر دارای يک و يها دو اسهتیول

برجسته است، فقط واجد يک استیول در هر ديسک بهوده،  

ههای نسههبتار  بهوده و کنیهدی  ديسهک در آن بهه رنهگ سهیاه     

بر اين اساو به . تر از ساير اعضای اين گروه دارندکوچک

گونهه جديهدی    Cytospora sp.2اسهترين  نیر می رسد که 

های  های بیشتر بخ وص استفاده از نمونه لذا ارزيابی. باشد

بنهدی بها نتهايج    ايهن گهروه  بها  . قارچی بیشتر  زش می باشد

بهر  . مطابقهت دارد ( 1020)فهر و همکهاران   تحقیق فتهوحی 

اساو نتايج حاصهم از بررسهی تنهوع ريخهت شهناختی و      

 .C)و آنههههامورن آن  V. sordidaژنتیکههههی گونههههه 

chrysosperma )هايی متعلهق بهه   در استان گلستان، جدايه

و آنههامورن مههرتبط بهها آن  Valsa sp.1ايهن گونههه بهها نههاش  

Cytospora sp.1   هها بها   ايهن اسهترين  . شناسهايی گرديدنهد

هايی نییر؛ رنگ توده کنیدی، رنگ ديسهک، انهدازه   ويژگی

 .Cهههای گونههه  ههها و شههکم پرگنههه از جدايههه  کنیههدی

chrysosperma های ريخهت  البته ويژگی. گردندمتمايز می

ههای ريخهت   از ويژگهی Valsa sp.1 شناختی شکم جنسی 

خیلهی   V. sordidaههای متعلهق بهه گونهه     شناختی جدايهه 

ههای ريخهت   نیهور ارزيهابی تفهاوت   بهه م . باشدمتمايز نمی

و  Valsa sp.1هههای شههناختی ذکههر شههده بههرای اسههترين 

ههای  بها جدايهه   Cytospora sp.1آنامورن مهرتبط بها آن،   

 .Cو آنهههامورن آن،  V. sordidaتیپیهههک از گونهههه  

chrysosperma   تههوالی نوکلئوتیههدی نههواحیITS1-5.8S-

ITS2  ازrDNA ای ايههن دو گههروه بهها هههم مقايسههه  هسههته

رديد، که نتهايج حاصهم از تجزيهه و تحلیهم فیلهوژنتیکی      گ

شهناختی   های ريختتوالی نوکلئوتیدی اين نواحی، تفاوت

 .ذکر شده را به خوبی تايید نمود

تحقیق حاضر يک بررسی مقدماتی برای شهناخت بهتهر   

 Valsaاز تنوع ريخت شناختی و مولکولی موجود در گونه 

sordida بديهی است برای شناخت بیشهتر تنهوع   . می باشد

ههای   های قارچی بیشتر کهه از میزبهان   موجود، مطالعه نمونه

ههای   گیاهی متنوع به دست آمده باشهند، اسهتفاده از نمونهه   

های هلوتیهپ قابهم دسهترو از ايهن      تیپ بخ وص نمونه

ههای قهارچی بیشهتر و همچنهین      گونه، جمع آوری نمونهه 

وکلئوتیدی برخی نهواحی ژنهومی ديگهر،    استفاده از توالی ن

می تواند نتايج ارزشمندی را در جهت تعیین دقیهق حهدود   

 .و ثغورگونه فراهم نمايد
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