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  دهیچک
بـه عنـوان    يماریب علامت ايفقط درختان دار ،در ایران Biscogniauxia mediterraneaبیماري زغالی بلوط با عامل  یدانیم يهای در بررس
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 يبرگ، وجود خسارت حشرات پوست خوار و چوبخوار و صدمه آتـش سـوز   يها، شدت خسارت حشرات رو شاخه یدگیشدت سرخشک
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از آنهـا   ٪7/26و در مجمـوع   يمـار یعلامـت ب  يدارا ٪7/16، ارزیابی شـده  از کل درختان بلوط. هستند یزغال يماریبور پنهان مبتلا به ط
، صدمه آتش سوزي، قطر در ارتفاع برابر بـا  یدگیبا شدت سرخشک یزغال يمارین وجود بیب. دارند یزغال يماریپنهان به ب آلودگی آشکار و
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Abstract 
In field surveys of charcoal disease of Persian oak (CDO) trees caused by Biscogniauxia mediterranea in 
Iran, the fungal stroma-bearing (apparent infected) oaks have been regarded as infected trees. However, this 
disease has a latent phase that its ignoring leads to wrong estimations. Therefore, this research was 
performed to estimate percentage of latently infected oak trees and dieback related to the disease. Oak trees 
were sampled randomly to isolate fungi from inner bark in two regions of Zagros forests. Also altitude, 
diameter at breast height (DBH), crown diameter, CDO sign (fungal stroma), dieback severity (DS), severity 
of leaf loss by insects (SLLI), fire damage (FD), sign of damage by bark beetles (BB) and wood-boring 
insects (WBI) were recorded during sampling. The isolates of B. mediterranea were identified by 
characteristics of anamorph and teleomorph states and species specific primers (MED1-MED2). The results 
reveal that all oak trees have more or less dieback symptoms. Latent infection of causal agent of CDO 
occures in 12% of sign free oaks equivalent to 10% of all examined oak trees. Approximately, 16.7% of 
evaluated oaks tress has sign of CDO. On the whole, 26.7% of oaks have latent or apparent infection of B. 
mediterranea. CDO correlates positively with DS, FD, DBH, SLLI, BB and WBI, and negatively with 
altitude and crown diameter. The dieback severity of infected oaks with B. mediterranea is more than that of 
non-infected ones. Moreover, dieback severity of oak trees having apparent infection is more than that with 
latent infection. 
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  مقدمه
زاگـرس از جـنس بلـوط    مناطق جنگلـی  اغلب درختان 

)Quercus L. (ـیبلوط ا يها گونه هستند که به ترتیب   یران
)Q. brantii Lindl.(  مـازودار ،)Q. infectoria Oliv. ( و

ــول  ــن جمعیبیشــتر) .Q. libani Oliv( وی ــد ی ت را دارن
)Jazirehi & Ebrahimi Rostaghi 2003 .( ــول طـ

لومتر و عـرض آن در  یزاگرس در حدود هزار ک يها جنگل
د و بـا  باش ـ یر م ـیلومتر متغیک 100تا  50مناطق مختلف از 

ون هکتار از شـمال غـرب تـا    یلیدر حدود چهار م یمساحت
). Sabeti 1994(از جنوب غـرب امتـداد دارد    ییها قسمت

ا بـه  ی ـبلوط اغلـب منـاطق دن   يها در جنگل یزغال يماریب
قـرار   یمهم مورد توجه و بررس ـ يها يماریاز ب یکیعنوان 

 .Jurc & Ogris 2006 Vasilyeva et al( گرفتـه اسـت   

2007, Whalley 1996, .(علامـت برگرفتـه از   يمـار ینام ب 
اه رنـگ و زغـال   یس يوجود استروما یعنی يماریبارز این ب

ل شـده و  یمانند است که در بافـت پوسـت درخـت تشـک    
از  ییهـا  گونـه . باشـد  یقارچ عامـل م ـ  يها ومیتسیپر يحاو

 Obolarina dryophilaو  Biscogniauxia Kuntzeجنس 

(Tul. & C. Tul.) Pouzar یزغـال  يماریبه عنوان عوامل ب 
مختلـف   يهـا  گونـه  يت در خارج از کشور رویا اندوفیو 

 Boncaldo et al. 2007 Collado et(اند  شده یبلوط معرف

al.  2001, Gonthier et al. 2006, Grifin et al. 1992, 
Basset & Fenn 1984, Jurc & Ogris 2006, Okane et 

al. 2008, Pažoutová et al. 2010, Vasilyeva et al. 
2007, Whalley 1996, .(در  يمارین بیا ،ریاخ يها هدر ده
. ظاهر شـده اسـت   یزاگرس در حد قابل توجه يها جنگل

، و )Mirabolfathhy 2013(ی رابــــوالفتحیمدر ایــــران، 
 )Mirabolfathhy et al. 2013(و همکـاران   یرابـوالفتح یم

 Biscogniauxia mediterranea (De Not.) يهـا  گونـه 

Kuntze  وObolarina persica Mirabolfathy, Ju, 

Hsieh & Rogers  يمـار یبـه عنـوان عامـل ب   به ترتیـب  را 

 ـ هبلـوط گـزارش کـرد    یدگیمذکور و مرتبط بـا خشـک   . دان
درختـان بلـوط معمـولاً بـه صـورت       یدگیخشـک  ي دهیپد

در شود کـه   یان میا چند شاخه نمایک یدر  یدگیسرخشک
 يهـا  شرفت آن به قسـمت یج با پیاز درختان به تدر یبعض
هـا، پـس از چنـد     گر شـاخه یز ابتلاء دیها و ن شاخه ترِ نییپا

از درختان کـاملاً   یبعض. شود یسال درخت کاملاً خشک م
 یزغـال  يمـار یعلامـت ب  يا در حـال زوال دارا یخشک و 

بـه صـورت    یگاه يماریعلامت ب يدرختان دارا. باشند یم
ک بـه هـم   یچند درخت مبتلا در فواصل نسبتاً نزد( يا لکه

ار یبـه طـور بس ـ   یو گـاه ) در کنار درختـان فاقـد علامـت   
در تـاکنون  ). یمشـاهدات شخص ـ (شـوند   یده میپراکنده د
 یزان آلـودگ یبرآورد م يران برایانجام شده در ا يها یبررس

 يکـه دارا  ی، درخت ـيمارین بیو پراکنش درختان مبتلا به ا
باشـد بـه عنـوان درخـت     ) آشکار یآلودگ( يماریعلامت ب

در . )Anonymous 2012( آلوده مد نظر قرار گرفتـه اسـت  
که در خارج از کشـور انجـام    یقاتیکه بر اساس تحق یحال
از درختان ظـاهراً   یدر بافت برخ B. mediterranea ،شده

 یآلـودگ  يدارا(ت یسالم و فاقد استروما، به صورت انـدوف 
 .Mazzaglia et al. 2001, Luchi et al( وجود دارد) پنهان

2005(.   
ــ ــا یبررسـ ــدد يهـ ــاک يمتعـ ــ یحـ ــاط بـ ن یاز ارتبـ
 Vanini(بلوط است  یزغال يماریممتد و ب يها یخشکسال

& Valentini 1994, Vannini et al. 2009, Thomas et 
al. 2002, Ragazzi et al. 2001, Linaldeddu et al. 

2011, Hendry et al. 1998 .(د ین بـه نقـش تشـد   یهمچن ـ
وع یدر ش ـ یکیمکـان  يهـا  خسارت آفات و صـدمه  ي کننده
 ,Martin et al. 2005(ز اشاره شده اسـت  ین يماریشتر بیب

Capretti & Battisti 2007 .(  
 یزان آلـودگ ین مییتع) 1 :د ازعبارتن ن پژوهشیهدف اا

 B. mediterraneaبلـوط بـا عامـل     یزغال يماریببه پنهان 
رد وی ـانجـام گ  يشـتر یبـا دقـت ب   یاست، تا برآورد آلودگ
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  استان کرمانشاه هاي زاگرس از درختان بلوط در جنگل ريیگ آمار برداري و نمونه يها مشخصات محل. 1جدول 
Table 1. Characteristics of sampled and inventoried sites in Zagros oak forests in Kermansh province 

   
Mean 
annual 

precipitation 
(mm)* 

Slope 
faced to 

Altitude 
(m) 

Other woody species Main 
woody 
species 

Geographic 
position 

County Site 

432.5 Southwest 1200-
1450 

Amygdalus spp., Acer 
monspessulanum, 

Pistacia spp. 

Quercus 
brantii 

N:34 
05.619 E:46 

05.233 

Gilan-e 
Gharb 

Cheleh 

400.6 Southeast 1400-
1970 

Acer monspessulanum, 
Amygdalus spp., Cerasus 
microcarpa, Crataegus 

spp., Pistacia spp. 

Quercus 
brantii 

N:34 
23.283 E:47 

17.539 

Harsin Bisuton 
protected 
region  

نزدیـک تـرین   (لان غرب و سـرارود  یساله مناطق چله و حفاظت شده بیستون به ترتیب براساس آمار ایستگاه هواشناسی گ 10میانگین بارندگی  *
  . 1392تا  1382از سال ) ها به مناطق مذکورایستگاه

* Ten year(2003-20013)-mean annual precipitation of Cheleh and Bisuton protected region obtained from weather 
stations of Gilan-e Gharb and Sararood, the nearest stations to the sites, respectively. 

  
ن یز تخم ـی ـمذکور ن يماریر مرتبط با بیغ یدگیزان خشکیم

 يهـا  مین امـر در اتخـاذ تصـم   ی ـاسـت ا  یهیبـد . زده شود
) 2. ت اسـت ی ـار حائز اهمیبس يماریکنترل ب يبرا یتیریمد

ا، صدمه یبا ارتفاع از سطح در يمارین بین ایوجود ارتباط ب
در ارتفاع برابـر بـا   تنه درخت در جنگل، قطر  يآتش سوز

ار، پوسـتخوار و  نه، قطر تاج و خسارت حشرات برگخویس
  .چوبخوار

  بررسی يها مواد و روش
   یبررس يها محل

هـایی بـراي بررسـی     با توجه به اهداف لازم بـود محـل  
انتخاب شود که در آنها درصد درختـان مبـتلا بـه بیمـاري     

هـاي   بر اساس نتـایج آمـار بـرداري   . زغالی نسبتاً زیاد باشد
اولیه در مناطق مختلف جنگلی اسـتان کرمانشـاه مشـخص    
شد که میزان آلودگی آشکار بیماري زغالی در مناطق چلـه  

منتشـر  (شده بیستون بیشتر از سایر منـاطق بـود   و حفاظت 
. انتخاب شـد ) 1جدول (لذا دو محل در این مناطق ) نشده

روي  B. mediterraneaدر این دو محـل فقـط اسـتروماي    

درختان بلوط دیده شد و اسـتروماي عامـل دیگـر بیمـاري     
  .مشاهده نگردید) O. persica(زغالی 

   يریو نمونه گ يآماربردار

و نمونـه   يات آمـاربردار ی ـعمل 1393در آبان ماه سـال  
ن ییات مـذکور از پـا  ی ـدر هر محل عمل. انجام گرفت يریگ

ب یدر جهت ش ـ یگزاگیدامنه کوه شروع شد و با حرکت ز
که  یک درخت و در صورتیمتر  10در هر و به سمت بالا 
ن درخـت بـه   یتر کیوجود نداشت نزد یدر آن نقطه درخت

در . قـرار گرفـت   بـرداري  و نمونـه  یآن نقطه مـورد بررس ـ 
 ـیدرخـت بلـوط ا   30مجموع از  درخـت در هـر    15( یران

در مورد هـر درخـت نـام محـل،     . شد يبردار نمونه) محل
نه یا، قطـر تنـه در ارتفـاع برابـر بـا س ـ     ی ـارتفاع از سطح در

(diameter at breast height)ن قطر تـاج  یانگی، م)crown 

diameter(یزغـال  يمـار یعامـل ب قارچ  ي، وجود استروما ،
، شدت خسـارت  )dieback(ها  شاخه یدگیشدت سرخشک
 برگ، وجود خسارت حشرات پوست خـوار  يحشرات رو

 .ادداشت شـد ی يو چوبخوار و صدمه حاصل از آتش سوز
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روي درختـان بلـوط در محـل هـاي      برگخـوار تخمین میزان سر خشکیدگی و خسـارت حشـرات   هاي استفاده شده براي  مقیاس. 2جدول 
  گیري  آماربرداري و نمونه

Table 2. Scales used for estimation of oak trees dieback, and leaf loss caused by insects in the sampled and 
inventoried sites. 

 
Percentage of crown 

dieback* 
Rate of crown dieback* Percentage of leaf loss 

caused by insects** 
Rate of leaf loss caused by 

insects** 
0 0 0 0 
< 5 1 < 5 1 
≥5 to 20 2 ≥5 to 25 2 
>20 to 50 3 >25 to 50 3 
>50 to 80 4 >50 to 75 4 
>80 to 100 5 >75 to 95 5 
100 6 >95 to 100 6 

  ).Kirists & Freinschlag 2012(بر اساس روش کریستس و فرنشلاگ * 
  ).Hosking & Hutcheson1993(بر اساس روش هاسکینگ و هاچسون ** 

* According to Kirists & Freinschlag 2012. 
** According to Hosking & Hutcheson1993.   

  
ها هـر درختـی کـه اسـتروماي عامـل       در یادداشت برداري

بلوط روي آن وجود داشت به عنوان درخت بیماري زغالی 
ن شـدت  یـی تع يبـرا  .شـد  داراي آلودگی آشکار ثبـت مـی  

ســتس و فرنشــلاگ یهــا از روش کر شــاخه یدگیسرخشــک
)Kirists & Freinschlag 2012 ( ،استفاده شد که مطابق آن

مقدار سرخشکیدگی هر درخـت در یکـی از هفـت دامنـه     
)range (گیرد و به هر  از درصدهاي سرخشکیدگی قرار می

% 100(تا شش ) بدون سرخشکیدگی(دامنه عددي از صفر 
ــد اختصــاص مــی) سرخشــکیدگی شــدت  ).2جــدول (یاب

هـایی از درصـد    بر حسب دامنه خسارت حشرات برگخوار
برگهاي خسارت دیده تعیین گردید و به هـر دامنـه اعـداد    

% 100تـا  % 95بیشـتر از  (تـا شـش   ) بدون خسـارت (صفر 
ــارت ــد)خس   (Hosking & Hutcheson 1993)داده ش

 يهــا در جنگــل يهنگــام وقــوع آتــش ســوز .)2جــدول (
 ـی ـل فاصله نسـبتاً ز یاز مناطق به دل یزاگرس در برخ ن یاد ب
کـف  گیاهـان خشـک   ف یار ضـع یز پوشش بسیدرختان و ن
دارند و ضخامت  ياز درختان که تنه قطورتر یجنگل، برخ
املاً از ک ـدر اثر آتش سوزي اد است یآنها ز یپوست خارج

ننـد در منطقـه   یبب یصدمه م یروند و به طور سطح بین نمی
ن یچن ـنمونه برداري شـده  از درختان  يتعداد یمورد بررس

صدمه آتش سوزي به دو حالت وجود یـا  . داشتند یتیوضع
عدم وجود علامـت آتـش سـوزي در سـطح پوسـت تنـه       

درختی کـه کـاملاً سـوخته و در اثـر     . یادداشت شد درخت
آتش سوزي ازبین رفته بود، نمونه برداري نشد و از نزدیک 
. ترین درخت مجاور آن که زنده بـود نمونـه تهیـه گردیـد    

 ـ یب همبسـتگ یضرابراي تعیین  ها ل دادهیه و تحلیتجز ن یب
شده با استفاده  یو عوامل بررس ی بلوطزغال يماریوجود ب
   .انجام گرفت IBM SPSS Statics version 20فزار از نرم ا

جـدا   يهـایی از تنـه و شـاخه بـرا     درخت، نمونهاز هر 
ن شاخه هر ین ترییپا. قارچ به صورت ذیل تهیه شد يساز

ن   يا متر قطع و قطعه یسانت 3-2درخت به قطر حدود  از بـ
از تنـه در  . دی ـمتـر جـدا گرد   یسـانت  10آن به طول حدود 

پـس از   از سطح زمین، متر یسانت140تا  120ارتفاع حدود 
بـه ابعـاد    يا ، قطعـه )outer bark( یبرداشتن پوست خارج

تـا  ) inner bark( یشامل پوست داخلمربع متر  یسانت 3×2
 يهـا  نمونـه . ه شـد ی ـچوب ته يمتر یعمق حدود دو سانت
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 ي سـترون شاخه و تنه هر درخت جداگانه در پاکت کاغـذ 
آنهـا درج   يقرار داده شد و شماره درخـت مـورد نظـر رو   

ل نمونـه  یگـر، وسـا  یاز درخت د يقبل از نمونه بردار. شد
  .دیگرد یبا اتانول و شعله ضدعفون) اره و اسکنه(  يبردار

  ها جدایه يو خالص ساز يجداساز

 یق ـیشاخه، تلف يها قارچ از بافت نمونه يجداساز يبرا
و ) Linaldeddu et al. 2011( نالددو و همکارنیاز روش ل

حدود دو . استفاده شد) Sun et al. 2012(سان و همکاران 
شاخه را قطـع   يها ک از نمونهیهر  يمتر از دو انتها یسانت

) متـر  یبه طول حدود پنج سانت(مانده  یکرده و قسمت باق
و  )کلـر  م درصدینحاوي (رقیق شده م یت سدیپوکلریدر ه

ه قرار یثان 30قه و یبه مدت سه دق بیبه ترت ٪75در اتانول 
 ـ  نمونه. داده شد ن یها پس از شستن با آب مقطر سـترون، ب
سترون گذاشـته شـدند تـا خشـک      يه دستمال کاغذیدو لا
را بـا اسـکالپل سـترون     یه پوست خـارج یسپس لا. شوند

 یو بافت چوب جداگانه قطعات یبرداشته و از پوست داخل
ط ین قطعات در عمق محیا. شد تهیهمتر  یلیم 4-2به ابعاد 
بـه ضـخامت   ) PDA(آگـار   -، دکستروزینیزم بیکشت س
زان یــن بــه میســیســولفات استرپتوما يمتــر حــاویلیپــنج م
mg/l160 قرار داده شدند. 

و  یسـطح  یز ماننـد شـاخه ضـدعفون   ی ـتنه ن يها نمونه
ن حالـت پـس از   ی ـن تفاوت که در ایکشت داده شدند با ا

ه قطعـه  یمتـر از حاش ـ  یل ـیم ، حدود پنجیسطح یضدعفون
ط یم و در مح ـیتقس ـ يه آن به قطعات کوچکتریحذف و بق

قطعات  يحاو يپتر تشتک هاي. کشت مذکور گذاشته شد
ــا  ــا دم ــاتور ب ــدار ºC 1± 25 يدر انکوب ــدند ينگه از . ش

) PDA(ط کشـت  یمح ـ يبدست آمـده ابتـدا رو   يها پرگنه
د ی ـکـه اسـپور تول   ییکشت مجدد بدست آمد و سپس آنها
که فاقد اسپور بودند به  ییکردند به روش تک اسپور و آنها

، ییک اسـپورزا یتحر يبرا. سه، خالص شدندیروش نوك ر
و  OMA ،MEAط کشـت  یسـه مح ـ  يرو جدایه هـا همه 

CMA  ییسـاعت روشـنا   12و در شـرایط   کشت شـدند و 
قـرار   ºC1± 25 در دمـاي ) nUVب نور فلورسنت و یترک(

  .شد يریاندازه گ نیز ها سرعت رشد پرگنه و داده شدند

  شناسایی عوامل بیماري زغالی بلوط

ها با خصوصـیات   هاي آنامورف جدایه با مقایسه ویژگی
 Ju & Rogers( منـدرج در کلیـدهاي شناسـایی مربوطـه    

1996, Ju et al. 1998, Ju & Rogers 2001(هـاي   ، جدایه
همچنین به منظور تأییـد  . عامل بیماري زغالی شناسایی شد

ی ک جفـــت آغـــازگر اختصاصـــیـــاز ایی گونـــه شناسـ ـ
MED1: 5)پیشرو ́ GCTATAAGGGATCACCGCCTC 

3 ــرو  (́ MED2: 5)و پســــــــــــــــــــــــــــــــ ́ 

TGCAGAAGCGAGAGTGTGG 3́) ا یکه توسط مازاگل
 .B ییبـراي شناسـا  ) Mazzaglia et al. 2001(و همکاران 

mediterranea ن یــا .، اســتفاده گردیــدطراحــی شــده بــود
 هسـته اي  rDNA-ITS ه ی ـناح یآغازگرها بر اسـاس تـوال  

ر ی ـرا در گونه مذکور تکث bp377 ک قطعه یطراحی شده و 
  ).Mazzaglia et al. 2001(د ینما یم

شـده   تهیـه  ياستروما يها گونه در نمونه ییشناسا يبرا
 يهـا  یژگی، ویزغال يماریب ي علامتاز درختان بلوط دارا

 Ju( معتبر ییشناسا يها دیکلبا و  بررسی گردید تلئومورف

& Rogers 1996, Ju et al. 1998, Ju & Rogers 2001 (
  . سه شدیمقا

  ) DNA( يان ا ياستخراج د

  100ها با استفاده از چلکس هیجدا يان ا ياستخراج د

(Chelex 100, BIO RAD, USA)  رتــا و یو بـه روش ه
ل ی ـبـه شـرح ذ   )Hirata & Takamatsu 1996 (تاکاماتسو 
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 ک برداشت با نوك سـوزن یه به اندازي مقدار. انجام گرفت
ه را بـه  ی ـاز پرگنـه هـر جدا   )میلـی گـرم   30تا  20حدود (
تر محلـول  یکرولیم 100 يحاو يتریل یلیم 5/1وب یکروتیم

  چلکس پنج درصد اضافه کرده و حدود شش سـاعت در 

ºC56 بـه مـدت    پس از بهم زدن با ورتکس. شد نگهداري
دن بـه  یا در آب در حـال جوش ـ هـا ر  میکرو تیوب، ثانیه15

 هـم زده  ورتکـس بـا   مجدداًقه قرار داده و یمدت هشت دق
به مدت پـنج   g 15000 سرعت وژ بایفیاز سانتر بعد .ندشد
ــول رویدق ــه، محل ــیق ــاو) supernatant( ی  يان ا يد يح

غلظـت   .منتقـل شـد   يگریوب دیکروتیبه م، استخراج شده
 ,Epoch 2, BioTek)با استفاده از اسپکتوفتومتر  يان ا يد

USA) شد يریاندازه گ .  

  محصولو مشاهده ) PCR(مراز  یپل يا رهیواکنش زنج

 200ي هـا  وبی ـکـرو ت یمراز در م یپل يا رهیواکنش زنج
. انجـام گرفـت  مخلـوط واکـنش    µl 25میکرولیتري حاوي 

ــافر  از  PCR )1x( ، mM2/0 مخلــوط واکــنش شــامل ب
dNTPs ،mM  2  ازMgCl2 ،µM 6/0 ک از یــــاز هر
 یم پل ـیواحـد از آنـز   MED2  ،8/0و  MED1 يآغازگرها

ــاز  ــراز داغ آغـــ  Hot start Taq DNA(مـــ

polymerase((Thermo Scientific, Lithuania)  و ng2 
ش ین آزمـا یدر ا. ه بودیاستخراج شده هر جدا يان ا ياز د
ک ی ـو ) يان ا يمخلوط واکنش بـدون د ( یک شاهد منفی

ه به دست یک جدای يان ا يبا اضافه کردن د(شاهد مثبت 
ــک   ــده از ت ــا  اآم ــه شناس ــپور گون ــده  ییسکوس  .Bش

meditteranea ز استفاده شدین) به مخلوط واکنش . 

ــوق در دســتگاه ترموســا   ,BIO-RADکلر یواکــنش ف

USA) (ــد ــام شـ ــورت  . انجـ ــه صـ ــی بـ ــه حرارتـ برنامـ
  يدر دمـا ) initial denaturation(ه ی ـاول يسـاز  واسرشـته 

°C95 شـامل دو چرخـه   چرخه 36سپس ، قهیدق 4به مدت 

چسـبیدن   ه،ی ـثان 40بـه مـدت    C95°واسرشت سـازي در  
گسترش آغازگرها در ه، یثان 30به مدت C62° آغازگرها در

°C 72  واسرشـت سـازي در   ه، دو چرخـه یثان 30به مدت 
°C95  چسـبیدن آغازگرهـا در  ه، یثان 40به مدت °C61   بـه
 30بـه مـدت    C 72° گسترش آغازگرهـا در  ه،یثان 30مدت
 40بـه مـدت    C95° واسرشت سازي در چرخه 32و  هیثان
گسـترش   ه،ی ـثان 30به مدت C60° چسبیدن آغازگرها ه،یثان

گسـترش  . ه اجـرا شـد  یثان 30به مدت  C 72° آغازگرها در
بـه مـدت پـنج     C 72° يدر دمـا ) final extention( یینها
  .دیدگر تنظیمقه یدق

ــرا ــات تکث  يب ــاهده قطع ــمش ــده ی ، )amplicons(ر ش
 يحاو ٪5/1) رانیناکلون، ایس(ژل آگارز از  PCRمحصول 
 DNA safeران یناکلون، ایس( يان ا يد يزیرنگ آم ي ماده

stain, (  ــور داده ــورز عبــ ــط الکتروفــ ــد توســ از . شــ
سـه  یمقا يبـرا ) رانیناکلون، ایسladder (bp 100 )(نشانگر

ــات تکث  ــدازه قطع ــان ــتفاده گرد ی ــده اس ــر ش ــس از . دی پ
در ژل آگــارز بــا اســتفاده از  DNAي الکتروفــورز، بانــدها

 UV-gel documentation system(دســتگاه ژل داك 

(UVITEC, France) (ت و عکس برداري شدندیرؤ.  

  یزغال يمارین درصد درختان آلوده به عامل بیتخم

ي عامل بیماري زغالی جـدا شـده    پس از شناسایی گونه
درخـت بلـوط فاقـد علامـت     از بافت پوست داخلـی هـر   

هــاي عامــل  اســتروماي حــاوي پریتســیوم(بیمــاري زغــالی
، آن درخت به عنوان درخت داراي آلودگی پنهـان  )بیماري

داراي (درختـان بلـوط داراي آلـودگی آشـکار     . منظور شد
پـس از تشـخیص   ) استروماي قارچ عامـل بیمـاري زغـالی   
اد بـدین صـورت تعـد   . گونه مولد استروما، شناسایی شدند

 درختان داراي آلودگی پنهان، آشکار و فاقد بیماري زغـالی 
برداري شده در هر دو محل به در میان درختان بلوط نمونه
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بلوط  يها جنگل بررسی شده از هاي محلدر   Biscogniauxia mediterranea درختان بلوط به آشکار و پنهان یت آلودگیوضع. 3جدول 
  .در استان کرمانشاه واقع زاگرس

Table 3. Status of apparent and latent infection of oak tress to Biscogniauxia mediterranea in the surveyed sites 
in Zagros oak forests in Kermanshah province, Iran. 

Number of oak trees lacking stromata of 
B. mediterranea 

Number of oak 
trees having 

stromata of B. 
mediterranea 

County Site 

Number of oak trees from 
which B. mediterranea was 

not isolated 

Number of oak trees from 
which B. mediterranea was 

isolated 
10 2 3 Gilan-e Gharb Cheleh 
12 1 2 Harsin Bisuton 

protected region 
  

  
 = خط مقیاس ،)OMA(کنیدیوفور و کنیدي تشکیل شده روي محیط کشت آرد یولاف آگار: a؛ Biscogniauxia mediterranea .1شکل 

  .میکرومتر c = 10و  bدر  خط مقیاسآسکوسپورها، : cآسک؛ : b؛ چهار میکرومتر
Fig 1. Biscogniauxia mediterranea; a: Conidiophore and conidia produced on oat meal agar (OMA) culture, Scale 
bar = 4 µm; b: Ascus; c: Ascospores, Scale bars for b and c = 10 µm. 

  
دست آمد و با توجه به تعداد کل درختـان نمونـه بـرداري    

درصـد آلـودگی آشـکار و پنهـان بیمـاري      ) 3جدول (شده 
  .زغالی محاسبه شد

  جینتا
   بیماري زغالیي عامل ها هیجدا ییشناسا

 یاز بافـت پوسـت داخل ـ   قـارچ  هی ـجدا 31در مجموع 
ان یدر م. جدا شد یزغال يماریدرختان بلوط فاقد علامت ب

بود کـه   Periconiella-likeاز نوع  هیآنها آنامورف سه جدا
کـه توسـط    B. meditteraneaگونـه   با ساختار غیر جنسی

، اسـت ف شـده  یتوص ـ) Ju et al. 1998(جـو و همکـاران   
آغازگرهـاي اختصاصـی بـراي    ). 1شـکل  (طابقت داشت م

ــه  ــایی گون  )MED2و  B. meditteranea )MED1 شناس
هایی به اندازه  توانستند براي هر سه جدایه مذکور آمپلیکون

 bp377    تولید نمایند و لذا شناسایی مورفولوژیـک آنهـا از
  . نظر مولکولی تأیید شد

پـنج  روي شـده،   ينمونـه بـردار  بلوط ان درختان یدر م
پـس از  که استروماي سیاه رنگی مشاهده شد درخت بلوط 

، مشخص شـد  بر اساس تلئومورفشناسایی قارچ مولد آن 
   .)3جدول ( است B. meditteranea گونه آن
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چلـه و منطقـه   (هاي آماربرداري و نمونـه گیـري    در محل شده یو عوامل بررس ی بلوطزغال يمارین وجود بیب یب همبستگیضرا .4جدول 
  ) حفاظت شده بیستون

Table 4. Correlation coefficients between oak charcoal disease incidence and surveyed factors in the sampled and 
inventoried sites, Cheleh and Bisuton protected region 

Altitude Crown 
diameter 

Diameter at 
breast 
height 

Leaf loss 
caused by 

insects 

Sign of 
wood-
boring 
insects 

Sign of bark 
beetles loss 

Fire 
damage 

Dieback 
severity 

 

-0.15 -0.21 0.06 0.09 0.19 0.28 0.34* 0.33* Oak charcoal 
disease 
incidence  

  .باشند یدار م یمعن 0/ 1و  05/0ب در سطح یبه ترت يو آتش سوز یدگیشدت سرخشک یب همبستگیفقط ضرا* 
*Only correlation coefficients of dieback severity and fire damage are significant at the 0.05 and 0.1 level, respectively. 

  

  یزغال يماریآشکار و پنهان ب ین آلودگیتخم

ــس  ــاپ ــجدا ییاز شناس ــا هی در  B. meditteranea يه
 25، مشـخص شـد کـه از    يمـار یدرختـان فاقـد علامـت ب   

درخـت بلـوط    30ان ی ـدر م يمـار یدرخت فاقد علامـت ب 
بـه   یزغـال  يماریشده، در سه درخت عامل ب ينمونه بردار

 يپـنج درخـت دارا   یاز طرف ـ. صورت پنهان وجود داشت
 یبراسـاس بررس ـ  اینبنابر )  3جدول (بود  يماریعلامت ب

از  ٪12به عمل آمده در هر دو منطقه مشخص شد کـه در  
از % 10معـادل  (ی زغـال  يماریدرختان بلوط فاقد علامت ب
بـه   يمـار ین بی ـ، قـارچ عامـل ا  ) کل درختان بررسی شده

 ٪7/16از کـل درختـان بلـوط،    . وجـود دارد صورت پنهان 
ــه  ٪7/26و در مجمــوع  يمــاریعلامــت ب يدارا ــا ب از آنه

مبـتلا بودنـد    یزغـال  يمـار یصورت آشـکار و پنهـان بـه ب   
  ). 3جدول (

 ـنتایج حاصـل از تجزیـه همبسـتگی نشـان داد کـه       ن یب
، صدمه ناشی از آتش یدگیبا سرخشک یزغال يماریوجود ب

در ارتفاع برابر بـا سـینه، خسـارت آفـات     تنه سوزي، قطر 
ــا برگخــوار، وجــود خســارت سوســک  پوســتخوار و  يه

ا ی ـن آن با ارتفاع از سطح دریمثبت و ب یچوبخوار همبستگ
 يوجود داشت اما از لحاظ آمار یمنف یو قطر تاج همبستگ

ي بـه  و صـدمه آتـش سـوز    یدگیفقط در مـورد سرخشـک  
جـدول  (دار بـود   یمعن α=1/0و  α=05/0سطح ترتیب در 

4.(  
 ـ     یدگیسرخشـک  يش دارایهمه درختـان بلـوط کـم و ب

در درختـان بلـوط آلـوده بـه      یدگیشدت سرخشـک . بودند
کـه   ير آلوده بود به طوریشتر از درختان غیب یزغال يماریب

بـه   یزغـال  يماریاز درختان بلوط آلوده به ب ٪25و  5/62٪
مطـابق مقیـاس   ( د و کـم یشد یدگیسر خشک يب دارایترت

و  ٪3/27رآلـوده،  یان درختـان غ ی ـبودند اما در م )5جدول 
. د و کم داشتندیشد یدگیب سرخشکیاز آنها به ترت 1/59٪

آشـکار،   یآلـودگ  يدر درختـان دارا  یدگیشدت سرخشـک 
 .پنهـان بـود   یآلـودگ  يشتر از شدت آن در درختـان دار یب

از  ٪41بودند که  یزغال يماریب فاقددرختان  ٪3/73 تعداد
  ).5جدول ( داشتندد یمتوسط تا شد یدگیآنها سرخشک

  بحث
ر حالـت  یی ـدهد که تغ ینشان م يقات متعددیتحقج ینتا
زا یمـار یاز حالت کمون بـه ب  یزغال يماریعامل ب يها قارچ

 ,Vanini & Valentini 1994(اسـت   یدر اثر تنش خشـک 

Vannini & Scaracia Mugnozza 1991, Vannini et al. 
2009, Ragazzi et al. 2001, Linaldeddu et al. 2011,
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  شده یبررس هاي محل ر آلوده دریو درختان غ یزغال يماریببه در درختان بلوط آلوده  یدگیشکزان سرخیم .5جدول 
Table 5. Dieback severity among oak trees infected by charcoal disease and non-infected ones in the surveyed 
sites 
Site Infection state Dieback severity (0-6) 

Low* 
(0-2) 

Medium 
(3) 

High 
(4-6) 

Bisuton protected  region Infected to B. mediterranea (1)** 1 1 
Non- infected to B. mediterranea 9 1 2 

Cheleh Infected to B. mediterranea (1) 0 3+(1) 
Non- infected to B. mediterranea 4 2 4 

 & Kirisits(کریسـتس و فرنشـلاگ   ) 6تـا   0( یدگیاس شـدت سرخشـک  یبراساس مق) دیکم، متوسط و شد(شدت سرخشکیدگی  يسطح بند*

Freinschlag 2012 (باشدمی.  
  .باشدپنهان می یآلودگ ياعداد داخل جدول تعداد درختان بلوط است و آنهایی که در پرانتز قرار دارند تعداد درختان بلوط دارا**

*Categories (low, medium and high) are based on dieback severity scale (0-6) (Kirisits & Freinschlag 2012). 
**Numbers inside the table are the number of oak trees and those in brackets are the number of oak trees having the 
latent infection. 

  
Hendry et al. 1998.( یم ـیرات اقلیی ـر تغیدر چند دهه اخ 

کـه   يداشته است به طـور  هاي اروپا بر جنگل یر مخربیتأث
ف درختـان و مسـاعد نمـودن    یتابستانه با تضـع  یخشکسال
از  یک ـی، یاهی ـگ يهـا  يمـار یحمله آفات و ب يط برایشرا

 شـود  می اروپا محسوبوع زوال بلوط در یش یعوامل اصل

)Thomas et al. 2002 .(یسـت یو بات یکاپرت )Capretti & 

Battisti 2007 (ر تـنش  یقـات خـود در مـورد تـأث    یدر تحق
 Lymantria)شــم بــاف نــاجور یه لارو ابریــ، تغذیخشــک

dispar Linnaeus) ت قـارچ  ی ـق آنها بر فعالیاز برگ و تلف
B. mediterranea يا هیبلوط ترک يها نهال يروQuercus 

cerri L.) ( یدند که اثـر اسـترس خشـک   یجه رسین نتیبه ا 
شده فقط از  یه زنیکه قارچ ما يبه طور باشد می ار مهمیبس
 ییها و از نهال سازي شدجدا  یتحت تنش خشک يها نهال

ط عـدم تـنش   یمار لارو و اسپور قـارچ در شـرا  یکه تحت ت
خاطر  این محققینالبته . قارچ جدا نشداین بودند،  یخشک

تحـت   يهـا  قارچ جدا شده از نهال ینشان کردند که فراوان
شـتر از  یز قرار گرفته بودند بیتنش که مورد خسارت لارو ن

  . ط تنش بودندیبود که فقط در شرا ییآنها

ــددو و همکــارن یل در ) Linaldeddu et al. 2011(نال
به درختان بلـوط چـوب پنبـه     یا با اعمال تنش خشکیتالیا
)Q. suber L. (ت از آنهـا در  یانـدوف  يقارچها يو جداساز
ان ی ـدر م افتند کـه یدر یسه با درختان بدون تنش خشکیمقا
ن یشـتر یب B. mediterraneaت جداشـده،  یاندوف يها گونه
 ـ یفراوان آن در درختـان در حـال زوالِ    یرا داشت و فراوان

 ینسبت به بـدون تـنش بـه طـور معن ـ     یتحت تنش خشک
رسد تـنش   یابراز داشتند که به نظر م آنها. شتر بودیب يدار
ت در بلـوط  یانـدوف  يهـا  موجب کاهش تنوع گونه یخشک

 يط بـرا ین امر باعث مساعد شدن شرایا وچوب پنبه شده 
 ییگردد که بـه طـور بـالقوه توانـا     یم ییها تیت اندوفیفعال
  .دارند يماریجاد بیا

زا ممکـن اسـت   یمـار یت به بیر حالت از اندوفییتغ يبرا
ا زنده نقش داشته یو ) یطیمح(ر زنده یک عامل غیش از یب

اماگنوزا یو ساکارس ـ ین ـیوان). Collado et al. 2001(باشند 
)Vannini & Scarascia Mugnozza 1991 (   نشـان دادنـد

ط یل آب مح ـیبا کـاهش پتانس ـ  B. mediterraneaکه رشد 
در پتانسـیل آب  که رشـد آن   يشود به طور یاد میکشت، ز



 ۵۴۹-۵۳۵: ۱۳۹۵ سال / ۴شماره /  ۵۲جلد  / هاي گياهيبيماري

545 

اسـت   -Mpa3/0 شتر از رشـد آن در  یب -Mpa 2 به اندازه
 ـ یاز رشد بهتـر قـارچ در شـرا    ین امر حاکیکه ا  یط کـم آب
باعـث   یش تنش خشـک یمشخص شده است که افزا. است
 Hypoxylon mammatum (Wahl.)ت یش رشد و فعالیافزا

Miller  ــنوبر ) .Populus tremuloides Michx(در صـ
د یر آزاد کـردن اس ـ از علل آن را بـه خـاط   یکیشود که  یم
انـد   ذکر کـرده  یاه تحت تنش خشکین توسط گینه پرولیآم
)Griffin et al. 1986, Be´langer et al. 1990 .(ن یهمچن ـ

در بلـوط   B. mediterraneaدر خصـوص   یج مشـابه ینتـا 
ع رشـد  ین در تسـر یبه دست آمده و بر نقش پرول يا هیترک

 Capretti & Battisti(قـارچ مـذکور اشـاره شـده اسـت      

بـات  یاه باعث کاهش ترکیکمبود آب در گ یاز طرف). 2007
حمله قارچ مساعد  يط را براین امر شرایشود که ا یم یفنل
و همکــاران  يهنــدر). Thomas et al. 2002(کنــد  یمــ
)Hendry et al. 2002 (     ر یمعتقدنـد کـه ممکـن اسـت تـأث

ل ی ـن دلی ـت بـه ا یانـدوف  يها بافت بر رشد قارچ مقدار آبِ
ر انتشار گاز در داخل بافت توسط آب پر شود یاشد که مسب

افتـه و  یازِ رشد قـارچ کـاهش   یژن مورد نیزان اکسیوآنگاه م
کربن حاصل از تنفس قارچ خارج نشود کـه   یاکس يز دین
 یتیف رشـد انـدوف  یت موجـب تضـع  ین وضعید آمدن ایپد
از  یکه به برخ يقات متعددیج تحقیبا توجه به نتا. گردد یم

ار ینقـش بس ـ  یرسد تـنش خشـک   یآنها اشاره شد به نظر م
بـا   یاز طرف ـ. دارد یزغـال  يماریوع بیدر ش يا ن کنندهییتع

حـداقل  بررسی شده در مناطق تحقیق حاظر ج یتوجه به نتا
بـه   يمـار ی، عامل بيماریاز درختانِ فاقد علامت ب ٪12در 

وجود دارد کـه در صـورت اسـتمرار    ) پنهان(حالت کمون 
و اثر افزاینده آن بر فعالیت عامل بیماري زغالی  یسالخشک

%) 12(ممکن است روند مـرگ درختـان بـه همـین میـزان      
نسبت به حالتی که فقط آلودگی آشکار در نظر گرفته شود، 

بنــابر ایــن ضروریســت در بــرآورد میــزان  . افــزایش یابــد

خسارت این بیماري میزان آلودگی پنهان مورد توجـه قـرار   
ین با توجه به این نتایج روشن است که قطع و همچن. گیرد

ســوزاندن درختــان داراي آلــودگی آشــکار باعــث حــذف  
)eradication (شـود از طـرف دیگـر در     عامل بیماري نمی

 یزغـال  يماریدرختان، به ب ٪3/73 هاي بررسی، تعداد محل
قابـل   یدگیسرخشـک  آنها ٪41 از این تعداد، مبتلا نبودند و

 ي که مطالعـه ) 5جدول ( داشتند) دیمتوسط تا شد( یتوجه
انجـام نشـده    به طـور جـامع   آنها) etiology( یعلت شناس

 يا دارای ـاست لـذا قطـع و سـوزاندن درختـان خشـک و      
هـا   که بر اساس دستورالعمل سازمان جنگل يماریعلامت ب

ی و به طور کلـی بـراي مهـار    زغال يماریعامل ب مهار يبرا
 يهــا از جنگــل ییهـا  در بخــش پدیـده خشــکیدگی بلـوط  

و هـم اکنـون نیـز ادامـه دارد      ده استیزاگرس اعمال گرد
)Anonymous 2012(،    رسـد  روش مناسبی بـه نظـر نمـی. 

ز دارد ماننـد  ی ـن ی متعـددي ب جـانب ی ـن روش معای ـضمناً ا
که درصورت عـدم   يخاك جنگل وموارد یکاهش مواد آل

د مانند افتادن و خـرد  یآ یش میپ یف فنیت نکات ظریراعا
درخت در کف جنگـل کـه    يرو ياستروما يها ودهشدن ت

دن درختان قطع شده تا محل آتش زدن، یمعمولاً هنگام کش
 شـتر آسکوسـپورها  یانتشـار ب موجـب   یهـد و حت ـ  یرخ م
همچنین این امر موجب شده افراد فرصـت طلـب   . شود یم

ي قطـع درختـان    براي رسیدن به اهداف شخصی بـه بهانـه  
مشـاهدات  (نیـز قطـع کننـد    بیمار، درختان سالم مجـاور را 

  ).یشخص
گر بـا  یر زنده دی، عوامل زنده و غیعلاوه بر تنش خشک

موجـب فـراهم    ید اثر تنش خشکیا تشدیف درخت یتضع
فرصـت   يزایماریحمله عوامل ب يط مناسب برایشدن شرا
 .Thomas et al. 2002, Hendry et al(شـوند   یطلـب م ـ 

 ـ یبرخ). 2002 ش دارنـد  ک نق ـی ـش از یاز آنها هم زمان ب
جاد خسارت در انتشـار  یاز آفات که علاوه بر ا یمانند برخ
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 Martin(ن و همکاران یمارت. ز نقش دارندیزا نیماریعوامل ب

et al. 2005 ( ـ یبـا بررس ـ  ات اشــتباه در ی ـن عملیرابطــه ب
جـاد شـده توسـط    یا يهـا  برداشت چـوب پنبـه و سـوراخ   

بلـوط   يها در جنگل Biscogniauxia یها و آلودگ سوسک
 ـ يدیشـد  یافتند که همبسـتگ یدره در اسپانیا چوب پنب ن یب
جـاد  یا يهـا  ات اشتباه برداشت چوب پنبـه و سـوراخ  یعمل

 ـ .Cerambyx Lجـنس  يهـا  له سوسـک یشـده بوس ـ  ن یو ب
. وجـود دارد  Biscogniauxiaیها و آلودگ خسارت سوسک

بـا جـدا   ) Belhoucine et al. 2011(ن و همکـاران  یبلحس
حشـره بـالغ، از    يای ـکانژیاز م B. mediterraneae يسـاز 

 Platypus cylindrusروده حشـره مـاده و لارو سوسـک    

Herbst جــاد شــده توســط آنهــا در یا يهــا ز از دالانیــو ن
ره بـه احتمـال انتشـار    یبلوط چوب پنبه در الجز يها جنگل

از  یک ـیله سوسـک مـذکور بـه عنـوان     ین قارچ بـه وس ـ یا
ز ی ـق حاضـر ن ی ـدر تحق. انـد  انتقال آن اشاره نمـوده  يراهها

 يهـا  مشخص شد که خسـارت آفـات برگخـوار، سوسـک    
 یهمبستگ يماریحشرات چوبخوار با وجود ب و پوستخوار

است اگر  يماریش بیر آنها در افزایانگر تأثیمثبت دارد که ب
  .نبودنددار  یمعن يرها از لحاظ آمارین تأثیچه ا

زنده  ریا غیدرختان در اثر عوامل زنده و  یدگیسرخشک
بـا  ). Ciesla & Donaubauer 1994(د ی ـآ ید میپد يمتعدد

 ین علامت از علائـم بـارز تـنش خشـک    ین که ایتوجه به ا
 يمـار ین آن با بیمثبت ب یرسد همبستگ یاست لذا به نظر م

گـر بـر ارتبـاط تـنش     ید يدیی ـضـمن تأ ) 3جدول ( یزغال
از اثـر   ی، حـاک يمـار ین بی ـبا ظهـور و گسـترش ا   یخشک
گـر ممکـن   یبـه عبـارت د  . باشد یز میآنها ن یکنندگد یتشد

 یدگیدچارسرخشک یاست درختان بلوط در اثر تنش کم آب
در آنهـا   یزغال يماریشوند اما اگر عامل ب یجیو زوال تدر

  . یابد  عیسرتر آنها یوجود داشته باشد روند مرگ و م
 يبـا آتـش سـوز    یزغـال  يمـار ین بیمثبت ب یهمبستگ

 يآونـد  يها ب به بافتیرد آمدن آسل وایممکن است به دل
 يط بـرا یف درخـت و مسـاعد شـدن شـرا    یباشد که تضـع 

  . داشته است یرا در پ يماریت عامل بیش فعالیافزا
ا تعداد درختـان مبـتلا بـه    یش ارتفاع از سطح دریبا افزا

امـا میـزان همبسـتگی مقـدار      افـت یکاهش  یزغال يماریب
 دار نبـود  یمعن ـ ياز لحاظ آمارکاهش آن با افزایش ارتفاع 

قـارچ عامـل   بـودن  با توجه بـه گرمـا دوسـت    ). 4جدول (
 Vannini & Scaracia Mugnozza 1991( یزغـال  يمـار یب
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