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 Plectosphaerellaاز ی ار ناشیو خ یفرنگزوال گوجه يماریص بین و تشخییتع

cucumerina رانیدر ا  

  1هاشمی بنی الدین ضیاءو  *مریم میرطالبی

  )3/7/1395 :؛ تاریخ پذیرش24/3/1395: تاریخ دریافت(

  دهیچک
برداري انجام شد و گیاهانی با علائم زوال و مرگ به  استان فارس نمونهاز فرنگی و خیار کفترك و باجگاه  ، از مزارع گوجه1394در تابستان 

خـالص   یشـناخت ختیاسپور جهت مطالعات ر دست آمده به روش تکبه يهاهی، جدايماریعامل ب يپس از جداساز. آزمایشگاه منتقل شدند
هـاي هـوایی    ها رویشی به هم فشـرده و میسـیلیوم   تخت، لزج، نارنجی یا صورتی، میسیلیوم PDAهاي قارچ روي محیط کشت  پرگنه. شدند

سـلول  : اغلب غایب و یا پراکنده بودند و کنیدیوفورها روشن، منفرد، داراي دیواره نازك بدون انشعاب یا به ندرت داراي انشعابات نـامنظم 
. و صاف، فیالیدها بدون دیواره عرضی، به ندرت داراي یـک دیـواره نزدیـک پایـه و گـاهی در انتهـا منشـعب       زا فیالیدیک، منفرد  ومیکنید

شوند و فاقد دیـواره و   تر می بتدریج در دو انتها باریکو شدند شفاف، بیضوي شکل  ها در سرهاي لزج به صورت مجتمع تشکیل می کنیدیوم
 ـيا(ي داخلی  ي ترانویسی شده فاصله يهیناح یسنجیتوال يهیبر پا یناسی و مولکولش براساس خصوصیات ریخت. دار بودند یا دیواره -یت

 ـناح يواکـاو  يهیبر پا .تشخیص داده شد Plectosphaerella cucumerina (Lindf.) W. Gamsهاي بدست آمده  جدایه) اس  ـيا يهی اس یت
ن یـی تع یرگـروه مولکـول  یباجگاه و کفترك دو ز یدست آمده از نواحبه يهاهیکه در جدا يابودند به گونه يدیتنوع نوکلئوت يها داراهیجدا
 ـهیاهان مایگ یزنهیسه تا چهار هفته پس از ما. انجام شد ی، فلفل، هندوانه و طالبیفرنگاهان گوجهیبا استفاده از گ ییزایماریآزمون ب. شد  یزن

این اولین گزارش از زوال خیار و . شه از خود نشان دادندیدن طول ساقه و رشده علائمی مانند پژمردگی ، پوسیدگی ریشه و طوقه، کوتاه ش
  .ن قارچ استیا یو مولکول ییزایماری، بیشناختختیات ریخصوص یاز ایران همراه با بررس P. cucumerinaفرنگی ناشی از  گوجه

  ، فارسيدی، تنوع نوکلئوتییزایماری، آزمون بITS يهیناح: کلیدواژه

  mmirtalebi@shirazu.ac.ir :یکیمکاتبات، پست الکترونمسئول * 
  رازی، دانشگاه شي، دانشکده کشاورزیاه پزشکیبخش گ. 1
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Abstract 
In summer 2015, cucumber and tomato plants with collaps and decline symptoms were collected from fields 
in Bajgah and Kaftarak regions in Fars province and transported to the laboratory. After isolation of the 
causal agent, single spore colonies were derived prior to morphological identification. Colonies on PDA 
plates were buff or salmon pink; the mycelium was slimy with sparse or absent aerial hyphae. Conidiophores 
were solitary, unbranched or rarely irregularly branched and the conidiogenous cells could be described as 
phialidic, hyaline and smooth. Occasionally the conidiogenous cells showed one septa near the base. Conidia 
were aggregated in slimy heads, hyaline, ellipsoidal, tapering gradually to rounded apex and base, septate or 
aseptate. These characteristics are typical of Plectosphaerella cucumerina (Lindf.) W. Gams. (anamorph: 
Plectsporium tabacinum). The internal transcribed spacer (ITS) region of the isolates was amplified using 
primers ITS1 and ITS4 and sequenced. Blast analysis of the sequences showed identity of the isolates to P. 
cucumerina. Based on sequence analysis of ITS region, the fungal isolates showed nucleotide variation. 
Bajgah and Kaftarak isolates were identified as two molecular subgroups. Pathogenicity tests were also 
conducted on tomato, cucumber, pepper, watermelon and melon plants. 3-4 weeks after inoculation, 70% 
inoculated plants showed symptoms including wilting, root and collar rot, dwarfing of stem and root and 
death of seedling. This is the first report of P. cucumerina causing tomato and cucumber collapse in Iran 
with characterization of the fungus based on morphological, pathogenicity and molecular data. 
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  مقدمه
ي  بیماري پژمردگـی و زوال ناگهـانی کـدوئیان از دهـه    

اسـرائیل، اسـپانیا،    از مناطق مختلف دنیا مانند ژاپـن،  1980
 ,Watanabe 1979( .آمریکا و ایتالیـا گـزارش شـده اسـت    

Reuveni et al. 1983, Garcia-Jimenez et al. 1993, 
Hansen 2000, Stravato et al. 2002 .( عامــل اصــلی

ــاري  و  Monosporascus cannonballusبیمـــــــ
Acremonium cucurbitaceanum  بوده است)Armengol 

et al. 1998, Bruton, 2000 .( بیمــارگر دیگــري کــه در
ــدوئیان    ــاوب از ک ــاري بصــورت متن ــن بیم ــا ای ــاط ب ارتب

 Plectosphaerella cucumerinaجداسـازي شـده اسـت    

(Lindf.) W. Gams  اســت)Bost & Mullins 1992, 

Palm et al. 1995, Carlucci et al. 2006 .(  
P. cucumerina   ــدخوار ــارچ چنـ ــک قـ ــوان یـ بعنـ

)Polyphagous ( ي میزبـانی   ، داراي انتشار جهانی و دامنـه
 .Pascoe et al. 1984, Palm et al(شود  ع شناخته مییوس

هاي دیگـر   علاوه بر کدوئیان این بیمارگر از میزبان). 1995
فرنگـی و سـویا جداسـازي شـده      مانند آفتابگردان، گوجـه 

 ,Pascoe et al. 1984, Zazzerini & Tosi 1987. (اسـت 

Chen et al. 1999, Xu et al. 2014, Zhang et al. 2015 
.(  

ــان ــار ) Klebahn 1929( کلبـ ــین بـ ــراي اولـ  .Pبـ

cucumerina هاي خیار جوان در آلمان را  جدا شده از بوته
قـارچ توصـیف شـده توسـط      1970در سال . توصیف کرد

ــان ــم کلب ــوان ه ــه بعن ــا ) Conspecific(گون  Venturiaب

cucumerina   معرفی شد)Elbakayan 1970 .( ترکیبP. 

cucumerina   گمـس توسـط )Domsch & Gams, 1972 (
مـورد   Hypocreaceaeمعرفی شد و به عنـوان عضـوي از   

). Gams & Gerlach 1968, Barr 1990(توجه قرار گرفت 
پیشنهاد کرد که براساس ) Uecker 1993( اوکردر حالی که 

 Sordariaceaeهـا بـه   ن گروه از قارچینوع توسعه سنترم، ا
) Zare et al. 2007( زارعپـس از آن  . تـر هسـتند   نزدیـک 
را به عنوان گـروه خـواهري    Plectosphaeraceaeخانواده 

Glomerellaceae ــرا ــع  يبـــ ، Acrostalagmusتجمیـــ
Gilbellulopsis ،Musicillium ،Plectosphaerella 

  .پیشنهاد داد Verticilliumو ) Plectosporium یفورآنام(
ــام مرحلــه ابتــدا در جــنس  P. cucumerinaرفی وي آن
Fusarium  بعنوانF. tabacinum  قرار گرفت و پس از آن

. (Palm et al. 1995)منتقل شـد   Plectosporiumبه جنس 
هـا، براسـاس تصـویب     گـذاري قـارچ   ل تغییر در نـام یبه دل
 2011شناسـی در ملبـورن در سـال     المللی گیاه بین يکنگره

(Hawksworth 2011)      که هر قارچ بایـد یـک نـام داشـته
ــد،  ــومرف     Plectosphaerellaباش ــنس تل ــوان ج ــه عن ب

Plectosporium   يهـا شـود و در سـال   در نظر گرفتـه مـی 
در  Plectosporiumهـاي   ر، ترکیـب جدیـدي از گونـه   یاخ

Plectosphaerella    پیشنهاد شـده اسـت)Carlocci et al. 

2012.(  
رست به صورت درون P. cucumerinaدر ایران تاکنون 

و همچنـین  ) Arzanlou et al. 2013(همراه با گیـاه بـامبو   
بلبلـی و لوبیـا چیتـی      عامل آنتراکنـوز سـویا، لوبیـا چشـم    

)Atghia et al. 2014 (گزارش شده است.  
طـــی بازدیـــد از مـــزارع خیـــار و  1394در تابســـتان 

فرنگی باجگاه و کفترك در اسـتان فـارس از گیاهـان     گوجه
فرنگی و خیار با علائـم زوال و مـرگ گیاهـان بـالغ      گوجه

برداري انجـام شـد و پـس از انتقـال بـه       داراي میوه، نمونه
 يجداسـاز  P. cucumerinaآزمایشگاه و جداسازي، قارچ 

هــدف از انجــام ایــن مطالعــه، شناســایی و بررســی  . شــد
ــولی، ب  ــیات مولک ــاریخصوص ــت ییزایم ــناخت و ریخ  یش

به دست آمده از گیاهان آلـوده   P. cucumerinaهاي  جدایه
  .فرنگی و خیار در مزارع استان فارس است گوجه
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  هاي بررسی مواد و روش
  جداسازي

فرنگی و خیار کفترك  ، از مزارع گوجه1394در تابستان 
بـرداري انجـام شـد و     و منطقه باجگاه استان فـارس نمونـه  

. گیاهانی با علائم زوال و مرگ به آزمایشگاه منتقـل شـدند  
هاي گیاهی بـه   منظور جداسازي عامل بیماري، ابتدا اندامبه 

سپس ریشه و طوقه بـه قطعـات   . خوبی با آب شسته شدند
متري تقسـیم و بـه مـدت دو دقیقـه در محلـول       میلی 4-2

درصـد   10مایع سـفیدکننده  (درصد  5/0هیپوکلریت سدیم 
 6-7سپس این قطعـات،  . گندزدایی شدند) موجود در بازار

مقطر سترون شستشو و پس از خشـک کـردن   مرتبه با آب 
هاي پتري حاوي  ها روي کاغذ صافی سترون، در تشتک آن

ــیب  ــی محــیط کشــت س ــتروز -زمین ــار  -دکس : PDA(آگ
گرم آگـار و آب مقطـر    15زمینی،  گرم سیب 360ي  عصاره

سـیلین و   گـرم در لیتـر آمپـی    5/0تا حجم یک لیتر، حاوي 
هاي پتـري   تشتک. دندمنتقل ش) گرم در لیتر ریفامپین 01/0

درجه سلسیوس نگهـداري   25به مدت یک هفته در دماي 
  .شدند

  ها شناسایی جدایه

اسـپور روي   هاي بـه دسـت آمـده بـه روش تـک      جدایه
خــالص شــدند ) WA(درصــد  2محــیط کشــت آب آگــار 

)Hansen & Smith, 1932 .(  هـاي   جهت شناسـایی جدایـه
Plectosphaerella،    همکـاران  از کلید شناسـایی دمسـچ و

)Domsch et al. 2007 (ي توصــیفی  چنــین مقالــه و هــم
. استفاده شد) Carlucci et al. 2007(و همکاران  یکارلوس

ها روي محـیط   ها، شامل رنگ و شکل آن مشخصات پرگنه
. در تـاریکی پـس از هفـت روز مطالعـه شـد      PDAکشت 

ها، میانگین نرخ رشـد   جهت تعیین اثر دما روي رشد پرگنه

هـا پـس از هفـت روز روي محـیط کشـت       دایهرویشی ج
PDA بـا  (ي سلسـیوس   درجـه  30تا  15ي دمایی   در دامنه

و شـرایط تـاریکی بررسـی    ) ي سلسـیوس  درجه 5فواصل 
شناسـی بـا اسـتفاده از     بررسی خصوصـیات ریخـت  . شدند

 .Carlucci et al(کشـت قـارچ روي اسـلاید انجـام شـد      

متــري از  بــراي ایــن منظــور یــک بلــوك دو میلــی). 2012
هـاي جـوان قـارچ در مرکـز یـک اسـلاید        ي پرگنه حاشیه

اي سترون قـرار گرفـت و سـپس ایـن      میکروسکوپی شیشه
اسلاید در یک تشتک پتري سترون کـه حـاوي کاغـذهاي    
صافی مرطوب بود گذاشته شد و بـه مـدت یـک هفتـه در     

. ي سلسـیوس نگهـداري شـد    درجـه  25تاریکی در دمـاي  
درصـد   100اسـید لاکتیـک    سپس بلوك آگار حذف شد و

ــاوي    روي ریســه ــه ح ــلاید ک ــه روي اس ــد یافت ــاي رش ه
پـس از گـرفتن   . وم بودنـد ریختـه شـد   یکنیدیوفور و کنیـد 

 ZEISSعکــس بــا اســتفاده از میکروســکوپ نــوري مــدل 
افـزار   و با استفاده از نـرم  Dino-Eyeهمراه با دوربین مدل 

Dinocapture 2.0 version 1.5.14.Bت ، بررسی خصوصیا
گیـــري بـــراي ســـاختارهاي  شناســـی و انـــدازه ریخـــت

  .میکروسکوپی انجام شد

  ییزا آزمون بیماري

  ي قارچ  ي مایه تهیه -الف

، از دو روش فرو بردن ریشـه  ییزا جهت آزمون بیماري
 وسترلوند و همکـاران در سوسپانسیون کنیدیوم و از روش 

)Westerlund et al. 1974 (    و آلوده کردن بـذور گنـدم بـه
در روش اول محـیط  . رچ، با انـدکی تغییـر اسـتفاده شـد    قا

ي  عصـاره : PDB(زمینی و دکسـتروز   ي سیب کشت عصاره
گـرم دکسـتروز و آب مقطـر تـا      15زمینی،  گرم سیب 300

ــر  ــک لیت ــم ی ــه  ) حج ــراي تهی ــیکر ب ــتفاده از ش ــا اس ي  ب
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ــت     ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــدیوم م ــیون کنی  سوسپانس

)Banihashemi & deZeeuw 1975, Banihashemi, 

ــی  ). 1982 ــاه میل ــور پنج ــن منظ ــراي ای ــر  ب ــه  PDBلیت ب
پـس از  . لیتري اضافه و اتوکلاو شـد  میلی 250هاي  فلاسک

حاوي قارچ بـه   PDAخنک شدن، یک بلوك محیط کشت 
ها اضافه شد و روي دستگاه شیکر با سرعت رفـت   فلاسک

روز در دماي  2-3حرکت در دقیقه به مدت  60و برگشت 
 3هاي تولید شـده در   پس از آن کنیدیوم. داده شد اتاق قرار

دقیقه سانتریفوژ شدند و دو  10هزار دور در دقیقه به مدت 
ها ضمن مخلوط کـردن بـا    بار دیگر رسوب حاوي کنیدیوم

ي  جهـت تهیـه  . آب مقطر سترون، مجدداً سانتریفوژ شـدند 
ها، ابتدا با اسلاید گلبول شمار،  ي سوسپانسیون کنیدیوم مایه
لیتر تعیـین و در نهایـت غلظـت آن بـه      ها در میلی عداد آنت

  .لیتر تنظیم شد کنیدیوم در میلی 106
ي قارچ، بـه جـاي اسـتفاده از     ي مایه در روش دوم تهیه
براي ایـن منظـور   . ارزن استفاده شد يها بذور گندم از دانه

گرم بذر  150پلاستیکی قابل اتوکلاو شدن،  يدر هر کیسه
سپس مقداري آب مقطر به بـذرها اضـافه   . ارزن ریخته شد

شد تا به مدت یـک شـب بـذرها در آب بماننـد و خـیس      
هـا بسـته    پس از آن آب اضافی خارج و سر کیسه. بخورند

ها سه مرتبه به صورت یک در میان در هر دفعه  شد و کیسه
ي  درجــه 121دمــاي (کلاو بــه مــدت نــیم ســاعت در اتــو
سـپس بـه   . شدند ییگندزدا) سلسیوس و فشار یک اتمسفر

حـاوي   PDAهـا تعـداد هفـت بلـوك      هر یک از این کیسه
هـا چنـدین مرتبـه     قارچ اضافه شد و مخلوط داخـل کیسـه  

. ها کاملاً با بذور ارزن مخلوط شوند تکان داده شد تا بلوك
 25دمـاي   ها به مدت سه هفته بـراي رشـد قـارچ در    کیسه
ي شـاهد، از   در کیسـه . ي سلسیوس نگهداري شـدند  درجه

فاقـد قـارچ    PDAهـاي   شده و بلوك ییبذور ارزن گندزدا
  .استفاده شد

  زنی سازي گیاهان و مایه آماده -ب

زنـی در ایـن    گیاهان مورد نیاز بـراي مایـه   يجهت تهیه
فرنگی، طالبی، هندوانه و فلفل  مطالعه، از بذور خیار، گوجه

زنی بـا اسـتفاده از روش فـرو بـردن      براي مایه. فاده شداست
ریشه در سوسپانسیون کنیدیوم، بذور پس از گنـدزدایی بـا   

دقیقـه،   3-5درصد به مدت  5/0محلول هیپوکلریت سدیم 
زنی به مـدت   جهت جوانه. با آب مقطر شستشو داده شدند

یک شب در دمـاي اطـاق خـیس شـدند و پـس از آن آب      
ي مرطوب گذاشـته شـد و    بذرها پنبهاضافی حذف و روي 
ي سلســیوس  درجــه 25زنــی در دمــاي  تــا شــروع جوانــه
زده سپس در ورمی کولایت  بذرهاي جوانه. نگهداري شدند

هاي جوان بـه   روز گیاهچه 7-14قرار داده شدند و پس از 
آرامی از ورمی کولایت خارج و بـه مـدت یـک دقیقـه در     

فـرو بـرده   ) لیتـر  یلیکنیدیوم در م 106(سوسپانسیون اسپور 
هاي حـاوي خـاك سـترون نشـاء      شدند و سپس در گلدان

. به هر گلدان معمولاً پنج گیاهچه انتقال داده شـد . گردیدند
در روش دوم . ور شدند ي گیاهان شاهد در آب غوطه ریشه
هاي ارزن آلوده بـه قـارچ، بـذرها     زنی با استفاده از دانه مایه

هـاي   مستقیماً در گلدان پس از گندزدایی به روش ذکر شده
سترون به نسبت دو به یـک کاشـته    يحاوي خاك و ماسه

زنی  مایه یبرگ 3-4ي  هفته و در مرحله 2-3پس از . شدند
ي  براي این منظور خاك اطـراف طوقـه و ریشـه   . انجام شد

ي هـر   ي کنـار طوقـه   هر گیاهچه کنار زده شد و در حفـره 
رزن توسـط قـارچ   لیتر بـذر کلنیـزه شـده ا    گیاهچه دو میلی

هـاي شـاهد نیـز بـا بـذور ارزن سـترون        گلدان. ریخته شد
ي کنـار   شـده  هاي کنـار زده  پس از آن خاك. زنی شدند مایه

زنی شـده   هاي مایه گلدان. طوقه روي بذور ارزن ریخته شد
ــا دمــاي  2-3بــه مــدت  ي  درجــه 30تــا  25در گلخانــه ب

 سلسیوس نگهداري شدند و هر روز جهت مشاهده و ثبت
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ي علائـم   پس از مشـاهده . علائم مورد بررسی قرار گرفتند
در گیاهان، به منظور تکمیل اصول کخ، جداسـازي مجـدد   

  .عامل بیماري از ریشه و طوقه گیاهان انجام شد

  اي ان استخراج دي

زمینـی   ي سـیب  لیتر محیط عصاره یمیل 250ها در  جدایه
 10ي سلسیوس کشت شدند و پـس از   درجه 25راکد، در 
هاي به دست آمده با استفاده از کاغذهاي صـافی   روز ریسه

و پمپ خلاء از محیط کشت جدا و بـا آب مقطـر سـترون    
ها پـس از قـرار گـرفتن در ازت     ریسه. شستشو داده شدند

ساعت، سرما خشـک و بـراي    24مایع و یخ زدن به مدت 
 يي سلسـیوس نگهـدار   درجـه  -20هاي بعـدي در   استفاده
ن ياســتخراج د. شــدند ي براســاس روش  اانــدجیک و ا
کیفیت و کمیت . انجام شد) Andjic et al. 2007( همکاران
ن دي ي ااستخراج شده با استفاده از دستگاه نانودراپ مدل  ا
) نانودراپ تکنولوژي، ایالات متحده آمریکا( 1000دي  -ام

 .نانومتر بررسی شد 260در طول موج 

  يا ان ديسنجی  سازي و توالی فزون

 ITS4 )Whiteو  ITS1با استفاده از آغازگرهاي عمومی 

et al. 1990( ي داخلـی   ي ترانویسـی شـده   ي فاصـله  ناحیه
بـراي ایـن منظـور مخلـوط     . سـازي شـد   فزون) اس یت آي(

 5-10میکرولیتـري حـاوي    20مـراز   اي پلی واکنش زنجیره
ن دينانوگرم از  ي امیکرومـول از هـر آغـازگر،     8/0قالب،  ا

ــول  2/0 ــول  dNTPs ،5/2میکرومــ  MgCl2 ،2میکرومــ
 Taqواحـد   1اي پلیمـراز و   میکرولیتر بافر واکنش زنجیره

DNA polymerase تهیه شد.  
سـازي اولیـه بـه     اي پلیمراز با واسرشـت  واکنش زنجیره

. ي سلسیوس انجـام شـد   درجه 95مدت دو دقیقه در دماي 
سـازي   واسرشـت  ؛چرخه که هر چرخه شامل 34تکثیر در 

-ي سلسـیوس، هـم   درجـه  94ثانیه در دمـاي   40به مدت 

ي سلسیوس و  درجه 94ثانیه در دماي  90به مدت  یجوش
ي سلسـیوس   درجه 72دقیقه در دماي  2گسترش به مدت 

 72دقیقه در دمـاي   5گسترش نهایی به مدت . انجام گرفت
سازي محصول حاصل  خالص. ي سلسیوس انجام شد درجه
 GeneJetاس بـا اسـتفادها از   تی ي آي ازي ناحیهس از فزون

PCR Purification Kit )ــاز و طبــق دســتورالعمل ) فرمنت
ن ديشرکت سازنده انجام شد و  ي اخـالص شـده جهـت     ا

 . کانادا ارسال شد Bio Basicسنجی به شرکت  توالی

  و واکاوي فیلوژنتیکی اي ان ديهاي  ویرایش توالی

هاي به دست آمـده بـه    توالی يسازفیویرایش و همرد
) Bioedit )Hall 1999افزار  روش دستی و با استفاده از نرم

ي مستقیم و معکـوس شـده،    ي نسخه انجام شد و با مقایسه
ژن ارائـه بـه بانـک   دسـت آمـد و پـس از    ند بـه یي برا رشته

)GenBank, NCBI, USA; [Online] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BankIt (هـا   شمار آنرس
مطالعـات فیلـوژنتیکی بـا توجـه بـه      ). 1جـدول  (اخذ شد 
هاي بـه دسـت آمـده در ایـن پـژوهش و       هاي جدایه توالی
ها از بانک ژن به دست آمـده بـود    هایی که توالی آن جدایه

هـاي   سازي ابتـدایی تـوالی   ردیف. جام گرفت، ان)2جدول (
 .Clustal X 2.0 )Larkin et al افـزار  ویرایش شده، با نـرم 

. انجام شد و تنظیمات دستی روي آن انجام گرفـت ) 2007
 افـزار  براي واکاوي فیلـوژنتیکی و ترسـیم درخـت از نـرم    

MEGA5.5 )Molecular evolutionary genetics 

analysis) (Tamura et al. 2011 (  ي  و از رهیافـت بیشـینه
ــر پا درســت ــایی ب ــنم ــدل  يهی  Kimura 2-parameterم

)Kimura 1980  (  يهی ـجدا. اسـتفاده شـد CBS 387.35 
 یعنوان گروه خارجبه  Gibellulopsis nigrescensيگونه

براي اطمینـان قطعیـت و قابـل اعتمـاد بـودن     . انتخاب شد
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فرنگـی در حـال   ي خیار و گوجـه جداسازي شده از ریشه Plectosphaerella cucumerinaهاي مشخصات برخی از جدایه. 1جدول 
  .ها در بانک ژنشمار آندر این مطالعه و رس زوال

Table 1. Isolates of Plectosphaerella cucumerina isolated from root of cucumber and tomato with decline 
symptoms in this study and their accession numbers in the GenBank database. 

Genbank accession 
number 

Average radial growth rate(mmd-) on 
PDA at (°C) Locality Host Isolate 

code 

 رس شمار
روي ) میلی متر در روز( میانگین نرخ رشد رویشی 

  )C°(در  PDAکشت  محیط
 جدایه میزبان محل جدا سازي

 30 25 20 15    
KX371080 0.2 5.1 3.8 2.4 Bajgah (Fars province) Cucumber Pa1 
KX371081 0.1 4.8 3.7 2.3 Bajgah (Fars province) Cucumber Pa2 
KX371082 0.1 5.2 4.1 2.6 Bajgah (Fars province) Cucumber Pa3 
KX371083 0.1 5.2 4.2 3.2 Kaftarak (Fars province) Tomato Pa4 
KX371084 0.1 5.1 4 3 Kaftarak (Fars province) Tomato Pa5 
KX371085 0.1 5 4.1 3.1 Kaftarak (Fars province) Tomato Pa6 

  
ها مشخص در صورت وجود اطلاعات، میزبان و محل جداسازي جدایه. هاي به کار رفته در مطالعات فیلوژنتیکیشمار جدایهرس. 2جدول 

  .شده است
Table 2. GenBank accession numbers of Plectosphaerella cucumerina isolates used for phylogenetic studies. 
Isolate's host and locality are indicated where known. 

Species 
  گونه

Isolate  code 
  جدایه

Host  
 میزبان

Locality  
 محل جداسازي

Accession number 
  شماررس

P. cucumerina CCTU Bamboo  Iran KC8452261 
 Plect4 Melon collar Italy HQ2389772 

 Plect10 Melon collar Italy HQ2389792 

 Plect22 Melon collar Italy HQ2389812 

 Plect28 Melon collar Italy HQ2389832 

 Plect143 Pepper collar Italy HQ2389872 

 Plect216 Melon root Italy HQ2389922 

 Plect275 Water melon collar Italy HQ2389962 

 Plect368 Asparagus base turion Italy HQ2390042 

 Plect373 Tomato collar Italy HQ2390062 

 ARC2 - - U667323 

 - - - L366404 

 HLDT15 Tomato China KC8949315 

P. alismatis GAMS2 Water-plantain Netherlands AY5720216 

P. citrullae Plect189 Water melon root Italy HQ2389642 

P. delsorboi MAFF 238958 Siam tulip Japan AB2647887 

P. melonis Plect228 Melon root Italy HQ2389672 

P. pauciseptata Plect135 Tomato collar Italy JQ2469582 

P. plurivora Plect32 Tomato collar Italy HQ2389692 

P. ramiseptata Plect464 Tomato root Italy JQ2469552 

Acremonium cucurbitacearum CBS408.95 - - DQ8259638 

Gibellulopsis nigrescens CBS 387.35 -  - EF5438548 

1Arzanlou et al. 2013. 2Carlucci et al. 2012. 3Chen et al. 1996. 4O'Donnell & Gray 1995. 5Xu et al. 2014. 6 Pitt et al. 
2004 7 Unpubl. data (Nagao,H., Sato,T. & Kakishima, M.). 8Zare et al. 2007.  
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-سلول کنیدي) Gها فیالید) Fو  Eي سلسیوس، درجه 25روز در دماي  10پس از  PDAکشت ي قارچ روي محیطپرگنه) A-D. 1شکل 

 10= خـط مقیـاس   . (هاي فاقد دیـواره کنیدیوم) Jدار، هاي دیوارهکنیدیوم) Iها در سرهاي لزج، کنیدیوم) Hک دیواره در پایه، زا داراي ی
  ).میکرومتر

Fig 1. Plectosphaerella cucumerina. A-D) Colonies on PDA after 10 days at 25ºC, E &F) Phialides, G) 
Conidiogenous cell with one septate near the base, H) Slimy head of conidia, I) Septate conidia, J) Aseptate 
conidia. (Scale bars= 10 µm). 
 

  
تکـرار   1000هاي حاصل، از آزمون بوت استرپ با  درخت

 . استفاده شد

  نتایج

  هاي قارچی جدایه یشناخت ي ریخت جداسازي و مطالعه

ي  قـارچ از ریشـه و طوقـه    يهی ـدر این بررسی نـه جدا 
کفتـرك اسـتان    يفرنگـی در منطقـه   گوجـه  يگیاهان آلوده

اهان خیار داراي علائـم زوال و  یه از گیفارس و هفت جدا
ن یــا. باجگــاه جداســازي شــد يمــرگ مربــوط بــه منطقــه

ــه ــاس خص جدای ــا براس ــته ــیات ریخ ــناختی  وص  .Pش

cucumerina تشخیص داده شدند )Domsch et al. 2007, 

Carlucci et al. 2012 .(هاي قارچ روي محیط کشت  پرگنه
PDA ــزج و صــاف،   يدارا ــاً تخــت، ل تنــوع شــکل عموم

ــورتی  ــا ص ــارنجی ی ــیلیوم ؛ن ــرده و    میس ــم فش ــه ه ــا ب ه
کنیدیوفورها  ؛هاي هوایی اغلب غایب و یا پراکنده میسیلیوم

روشن، منفرد، داراي دیـواره نـازك بـدون انشـعاب یـا بـه       
زا فیالیـدیک،   سلول کنیدیوم ؛ندرت داراي انشعابات نامنظم

فیالیدها بـدون دیـواره عرضـی، بـه نـدرت       ؛منفرد و صاف
 ؛داراي یک دیواره نزدیک پایـه و گـاهی در انتهـا منشـعب    

ف، ها در سرهاي لـزج بـه صـورت مجتمـع، شـفا      کنیدیوم
شـوند و   تر می تدریج در دو انتها باریکبیضوي شکل که به

ي  انــدازه). 1شــکل (دار بودنــد  فاقــد دیــواره و یــا دیــواره
  . کرومتر بودیم 4-7/10×5/2-4ها ومیدیکن
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فروبردن ریشه در سوسپانسیون نسبت به روش اسـتفاده از  
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شامل پژمردگی، پوسیدگی ریشه و طوقـه، کوتـاه   

  ).گیاه شاهد سمت چپ هر شکل قرار دارد
Fig 2. Symptoms on several hosts caused by 
dwarfing of stem and root and death of seedling. A) melon, B) pepper, C), watermelon and D) cucumber. (The 
control plant placed in the left of each figure).
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هســتند و بــر اســاس  يدیــ
ــینه   ــت بیش ــتفاده از رهیاف ــا اس ب

P2  وP3  دسـت آمـده از   بـه
P5  وP6  دسـت آمـده از   بـه

جدا قرار گرفتند رگروه کاملا 
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ي ي باجگاه و کفترك استان فارس بر اساس توالی ناحیـه منطقه Plectosphaerella cucumerinaهاي موقعیت فیلوژنتیکی جدایه. 3 شکل
شاخه مقـدار آزمـون   اعداد نزدیک محل انشعاب هر . نماییي درستبه روش رهیافت بیشینه) اي تی اس(ي داخلی ي ترانویسی شدهفاصله

عنوان گروه خـارجی انتخـاب   به  Gibellulopsis nigrescensيگونه CBS 387.35ي جدایه .دهدتکرار را نشان می 1000اعتبارسنجی از 
  . اندجداسازي شده در این مطالعه به صورت سیاه مشخص شده Plectosphaerella cucumerinaهاي جدایه. شده است

Fig 3. Phylogeny of the Plectosphaerella cucumerina isolates of Bajgah and Kaftarak regions in Fars province 
inferred from the ITS regions of the rDNA in Maximum likelihood phylogenetic tree. Bootstrap values (> 60%) 
are shown as percentages of 1,000 replicates at the branch point. Gibellulopsis nigrescens isolate CBS 387.35 is 
included as outgroup. Plectosphaerella cucumerina isolates recovered in this study indicated in bold. 
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زنی شده که روي محیط  ي گیاهان مایه هاي آلوده تمام ریشه
 .Pاسـیدي کشـت داده شـده بودنـد مجـدداً       PDAکشت 

cucumerina جداسازي شد. 

  بحث
سـنجی   شناسـی و تـوالی   براساس خصوصـیات ریخـت  

-هاي بدست آمده از خیار و گوجه اس جدایهیتيي ا ناحیه

و زوال مناطق کفترك و باجگاه در اسـتان   در حال مرگ  ي
  .تشخیص داده شد P. cucumerinaفارس 

P. cucumerina   رسـت عمـومی در بقایـاي    پـوده یـک
 Domsch et(ها اسـت   گیاهی پوسیده شده، بذرها و خاك

al. 2007 .(چنین ایـن قـارچ بـه عنـوان یـک پارازیـت        هم
ــه ــاري از دامن ــان اختی ــد ســویا،  ي وســیعی از میزب ــا مانن ه

ا ین، بادام زمینی و لوبیریحان شیفرنگی، آفتابگردان، ر گوجه
 .Odanfa 1979, Garibaldi et al(سبز گزارش شده است 

1997, Chen et al. 1999, Pascoe et al. 1984, 
Zazzerini & Tosi 1987, Harington et al. 2000, 

Dillard et al. 2005, Zhang et al. 2015 (   و بـه نظـر
). Seifert 1996(رسد کـه داراي انتشـار جهـانی اسـت      می

شـود در   ایجـاد مـی   P. cucumerinaعلائمـی کـه توسـط    
ایـن علائـم شـامل لکـه      .هاي مختلف متفاوت است زبانمی

 .Atghia et al. 2014, Carrieri et al(ها و آنتراکنوز  برگی

، )Carlucci et al. 2012(، پوسیدگی ریشه و طوقـه  )2014
) Russet(و زنگــار  ) Zhang et al. 2015( یپژمردگـ ـ

)Dillard et al. 2005 (هــاي اخیــر  در ســال. اســتP. 

cucumerina    به عنوان یک بیمارگر نوظهـور روي گیاهـان
فرنگی مطرح بوده  جالیزي مانند کدو، خیار، طالبی و گوجه

، پوسـیدگی ریشـه،   یمردگ ـاست که باعث پژمردگی، بافت
 Pascoce et( شود ها و در نهایت مرگ گیاه می ریزش برگ

al. 1984, Bost & Mullinus 1992, Mullen & Sikora 
2003, Carlucci et al. 2006, Xu et al. 2014(.  

 .Carlucci et al( کارلوسـی و همکـاران  ي  در مطالعـه 

ــه  ) 2012 ــه جدای ــد ک ــان داده ش ــف   نش ــاي مختل  .Pه

cucumerina   عــلاوه بــر تنــوع مرفولــوژیکی داراي تنــوع
اس یتــيي آ اي نیـز در ناحیـه   قابـل ملاحظــه  يدی ـنوکلئوت
فیلـوژنتیکی   ها از لحـاظ  اي که این جدایه باشند به گونه می

در تحقیــق حاضــر نیــز . در پــنج زیــر گــروه قــرار گرفتنــد
فرنگی و خیار  هاي به دست آمده از دو میزبان گوجه جدایه

ماننـد مشخصـات پرگنـه و     یشـناخت خـت یهم از لحـاظ ر 
-یتيي آ چنین توالی ناحیه میانگین نرخ رشد رویشی و هم

ي مـورد بررسـی در    اس داراي تنوع بودند و شـش جدایـه  
اس در دو زیرگروه جدا همراه با یتيي آ سنجی ناحیه توالی

کارلوسـی و همکـاران   ي  هـاي حاصـل از مطالعـه    زیرگروه
)Carlucci et al. 2012 (اگرچـه در هـر   . بندي شدند گروه

اس اسـتفاده شـده   یتيي آ دوي این مطالعات تنها از ناحیه
هاي  سنجی جایگاه برپایه توالی یکیلوژنتیاست و مطالعات ف

یـک    ژنی بیشتري نیاز است که نشان دهد که آیا این قـارچ 
ي  مطالعـه . ي کمپلکس اسـت  تاکسون تنهاست یا یک گونه

 .Pهـاي مختلـف    هاي سازگاري رویشـی در جدایـه   گروه

cucumerina    ــایی و ــاطق جغرافیـ ــده از منـ ــت آمـ بدسـ
گروه سـازگاري   4هاي مختلف نیز نشان داد که تنها  میزبان

ها  شود که هر کدام از این گروه ها تشکیل می رویشی در آن
شامل دو جدایه از مناطق جغرافیایی نزدیک به هم بودند و 

. هـاي داراي علائـم جداسـازي شـده بودنـد      همه از طالبی
ها ناسازگار رویشـی بودنـد کـه بیـانگر      ي جدایه تقریباً بقیه

 Abad et(یعـت اسـت   ها در طب ي آن تنوع ژنتیکی گسترده

al. 2000, Arzanlou et al. 2013 .(  
P. cucumerina  رسـت از   تاکنون به عنوان قـارچ درون

بلبلـی و   چنین عامل آنتراکتوز سویا، لوبیـا چشـم   بامبو و هم
از ایـران گـزارش شـده    ) Atghia et al. 2014(لوبیا چیتی 
ایــن اولــین گــزارش از پژمردگــی و زوال خیــار و . اســت
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. از ایــران اســت P. cucumerinaفرنگــی ناشــی از  گوجــه
هـاي   خصوصـاً در سـال   P. cucumerinaي  انتشار گسترده

ــا  ــر روي گیاهــان جــالیزي در دنی  ,Hansen 2000( اخی

Mullen & Sikora 2003, Boucher & Wick 2004, 

Jimenes & Zitter 2005( ي میزبـانی وسـیع آن و    ، دامنـه
ه زیسـتی، تهدیـدي بـراي تولیـد     توانایی بقا به صورت پود

  .محصولات کشاورزي است که باید مورد توجه قرار گیرد
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