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 Ophiognomoniaهاي  شناسی و تنوع بیماریزائی جدایه هاي ریخت ارزیابی برخی ویژگی

leptostyla عامل آنتراکنوز گردو پس از نگهداري طولانی مدت  
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  دهیچک
ي قارچ عامل بیماري آنتراکنوز گردو  شناسی و نیز شدت بیماریزائی دوازده جدایه در این مطالعه قابلیت بازیابی، برخی خصوصیات ریخت

رد ارزیابی سلسیوس، مو  درجه -20و در دماي (OMA) آگار -سیزده سال پس از نگهداري بر روي کاغذ صافی در محیط کشت آرد یولاف
مانی و بقاي خود را  شده، قدرت زنده هاي ذخیره درصد نمونه 75و  متغیر بوده 0-89اي از  ها در دامنه درصد رشد موفق جدایه. قرار گرفت
شده، خصوصیات ظاهري  هاي بازیابی هاي ماکروسکوپی و میکروسکوپی کشت در بررسی. هاي نگهداري حفظ کرده بودند در طی سال

را همچنان )  آسروول حاوي کنیدیوم(ثل غیرجنسی هاي تولیدم ها توانائی تشکیل اندام کلیه جدایه. ها تقریباً یکسان بود پرگنه در همه جدایه
سلسیوس و تاریکی   درجه 8-10ها در دماي  هاي خالص قارچ، تشکیل آسکوکارپ بالغ سه ماه پس از نگهداري جدایه در کشت. دارا بودند

- 16گردو بوده و اولین علائم بیماري را هاي  ها قادر به ایجاد بیماري روي دانهال جدایه  براساس نتایج آزمون بیماریزائی، همه. مشاهده نشد
پایداري . هاي مورد مطالعه تنوع زیادي از نظر درصد آلودگی وجود نداشت اما بین جدایه ؛زنی در گلخانه نشان دادند روز پس از مایه 12

نشان داد که انتقال  OMAها پس از مدت طولانی نگهداري در محیط  شناسی، اسپورزائی و حفظ قدرت بیماریزائی جدایه صفات ریخت
تواند روش مناسب، آسان و اقتصادي براي نگهداري طولانی مدت  هاي غیرجنسی قارچ روي کاغذ صافی در محیط مذکور، می اندام
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Abstract 
In this study survivability, morphological characteristics and pathogenicity of 12 isolates of Ophiognomonia 
leptostyla, which is known as causal agent of walnut anthracnose, have been evaluated after 13-years of 
storage on filter paper in oat meal agar (OMA) and -20°C. The recovery rate varied from 0 to 89 percent and 
seventy-five percent of stored isolates were shown to be viable. In macroscopic and microscopic studies of 
revived cultures, the morphology of colonies was uniform for all isolates. Production of asexual bodies 
(acervular conidiomata) was preserved by all isolates. Fertile perithecia with asci and ascospores were not 
detected in pure fungal cultures after three months incubation at 8-10°C in darkness. In pathogenicity 
experiments, there was not a significant variability in infection severity for different isolates, and the first 
symptoms were observed on leaves 12-16 days after inoculation. Stability of morphological characteristics, 
ability to sporulation and retaining the pathogenicity of isolates confirmed that transferring of acervuli on 
filter paper in OMA medium could be a suitable, safe, simple and cost-effective tool to preserve O. leptostyla 
isolates in a viable state.
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  مقدمه

 Ophiognomonia leptostyla (Fr.)ناشی از  آنتراکنوز

Sogonov )ــرم  Marssoniella juglandis :یجنســغیر ف

(Lib.) Höhn(  در هـاي گـردو    بیمـاري  تـرین  یکی از مهـم
مناطق مختلـف گردوکـاري آمریکـا، اروپـا، ایـران و سـایر       

 .Belisario et al)شـود   کشورهاي آسـیائی محسـوب مـی   

2008; Dastjerdi et al. 2009; Teviotdale et al. 2002) .
هـاي جـوان را مـورد     بیماري عمدتاً برگ، دمبـرگ و میـوه  

سبب کندي رشد درختان، ریزش برگ و  حمله قرار داده و
میوه قبل از بلـوغ، و در نهایـت کـاهش کمیـت و کیفیـت      

گیـري بیمـاري خطـر     درصـورت همـه  . شـود  محصول مـی 
 Belisario)کنـد   خشکیدگی و مرگ، درختان را تهدید می

et al. 2001; Teviotdale et al. 2002) .  
نژادگران درختان میوه بر این باورنـد   شناسان و به بیماري

شناسـی و تنـوع موجـود در     هاي ریخت که شناخت ویژگی
هـــاي  جمعیـــت بیمـــارگر، نقـــش مهمـــی را در برنامـــه

. گیرشناسـی و مـدیریت تلفیقـی بیمـاري برعهـده دارد      همه
 .Oه در زمینه بررسی تنوع در جمعیـت  شد تحقیقات انجام

leptostyla برخی محققین به دلیل عدم تفاوت . اندك است
، )18s-rDNA(در طول زیرواحـدهاي کوچـک ریبـوزومی    

ــاطق     ــارچ را در من ــف ق ــاي مختل ــود نژاده ــال وج احتم
 ;Belisario & Hubbes 1997کنند  گردوکاري ایتالیا رد می

Belisario et al. 2008 .( گرفتـه در ایـران    انجـام  مطالعـات
هـاي عامـل آنتراکنـوز در     دهد که توانـائی جدایـه   نشان می

 ;Salahi et al. 2007)ایجــاد آلــودگی متفــاوت اســت 

Dastjerdi et al. 2009).    ــی ــوع ژنتیک ــی تن در بررس
هــا در  غــرب کشــور نیــز، ایــن جدایــه هــاي شــمال جدایــه
 .Mianaji et al)بنـدي شـدند    هاي متفـاوتی گـروه   کلاس

2010).   

نگهداري طولانی مدت بیمارگرهاي گیاهی در وضـعیت  
زنده با تاکیـد بـر پایـداري صـفات، همـواره مـورد توجـه        

هـا در   ها براي شناسائی آرایه این جدایه. محققین بوده است
هاي اصلاح مقاومت در گیاهان، و نیـز   بندي، برنامه علم رده

هـا   یماري، تنوع زیستی، و مدیریت باي در مطالعات قرنطینه
آنچـه اهمیـت دارد تضـمین    . گیرنـد  مورد استفاده قرار مـی 

شناسـی، قابلیـت اسـپورزائی و     پایداري خصوصیات ریخت
بقاي صـفاتی نظیـر بیمـاریزائی در طـول دوره حفاظـت و      

 Abd-Elsalam et al. 2010, Borman et)نگهداري اسـت 

al. 2006, Springer et al. 2013) .     ایـن مقالـه بـه بررسـی
 .Oهـاي   شناسی و تنـوع بیمـاریزائی جدایـه    ریخت صفات

leptostyla   و نیز ارزیابی پایداري صفات، سیزده سال پـس
  . پردازد از نگهداري در شرایط آزمایشگاهی، می

 روش بررسی

ــه   ــه دوازده جدای ــن مطالع ــارچ    در ای ــالص ق  .Oخ

leptostyla     ــود در کلکســیون قــارچی پژوهشــکده موج
موسسـه تحقیقـات علـوم    -هـاي معتدلـه و سردسـیري    میوه

هـا بـه    جدایـه ). 1 جدول(باغبانی مورد استفاده قرار گرفت 
حاوي کنیدیوم روي کاغذ صافی سـترون    صورت آسروول

 30عصـاره  : شـامل ( Oat Meal Agar (OMA)در محـیط  
گرم آگار در یـک   18گرم آرد یولاف، پنج گرم دکستروز و 

سلسیوس نگهداري شـده بودنـد     درجه -20و در ) لیتر آب
)Dastjerdi et al. 2009 .(     بـه منظـور بازیـابی و بررسـی

شـده روي   نگهـداري  هاي شناسی، نمونه خصوصیات ریخت
 Corn Mealو  OMA ،PDAهـاي    کاغذ صافی در محـیط 

Agar (CMA) هـا بـه مـدت سـه الـی       تشتک. کشت شدند
ــاي    ــا دم ــه در اطاقــک رشــد ب ــار هفت   درجــه 25 ± 1چه

ــه   ــراي تحریــک قــارچ ب سلســیوس نگهــداري و ســپس ب
سلسیوس و  درجه 21 ± 1اسپورزایی غیرجنسی، در دماي 
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و برخـی   OMAنگهـداري شـده روي کاغـذ صـافی در محـیط        Ophiognomonia leptostylaهـاي   جدایـه  بازیابیموفقیت . 1جدول 
  .شناسی آنها ریخت هاي ویژگی

Table1. Overview of revival success of Ophiognomonia leptostyla isolates stored on filter paper in OMA and 
some morphological features. 

Isolate Site of 
collection 

Date of 
collection 

Revival 
 (%) 

Mean time 
after culture 
to vegetative 
growth (day) 

Mean of colony 
diameter 10 days 
after culture on 

OMA (cm) 

Mean of colony 
diameter 10 

days after culture 
on CMA (cm) 

Appearance of 
first acervuli 

(day) 

LA Tehran, Lavasan 84.04.20 77.8±13.5 12 3.25±0.15 4.70±0.15 11 
Mr1 Maraghe 84.02.08 14.3±4.20 12 2.98±0.13 3.49±0.29 13 
Z6 Takestan, Ziaabad 85.04.14 88.9±11.1 26 2.51±0.13 3.59±0.28 21 
Lo1 Taleghan, Lohran 85.05.04 77.8±19.2 20 1.70±0.07 2.26±0.07 24 
SH53 Shabestar, Sofian 86.03.07 - - - - - 
QA41 Qazvin, Qadimabad 86.04.02 - - - - - 
QA43 Qazvin, Qadimabad 86.04.02 11.1±2.30 18 1.39±0.07 2.65±0.30 23 
K01 Karaj, Kamalshahr 86.05.03 - - - - - 
Z60 Zanjan-Khoramdare 1386 22.2±5.60 17 2.44±0.01 3.65±0.30 13 
Q57 Qazvin 1386 83.3±16.7 9 3.11±0.04 4.61±0.01 16 
T50 Tabriz, Khosroshahr 1386 11.1±1.90 17 2.38±0.18 2.80±0.02 22 
MA51 Marand, Ordaklo 1386 22.2±8.70 23 2.81±0.16 3.10±0.19 19 

  
سـرعت  . قرار گرفتندساعت نور و شش ساعت تاریکی  18

رشــد پرگنــه و نیــز برخــی خصوصــیات ماکروســکوپی و  
جـدول  (شده ثبـت شـدند    هاي بازیابی میکروسکوپی نمونه

روزه  25-30هـاي   براي تهیه زادمایـه قـارچ، از کشـت   ). 1
پس از تهیه سوسپانسیون اسپور، بـا کمـک لام   . استفاده شد

ــمار  ــت ) Hemocytometer(اسپورش ــپور در  105غلظ اس
، و آزمـون  (Dastjerdi et al. 2009)لیتـر از آن تهیـه    میلـی 
گـردو مطـابق روش     هاي یک ساله زایی روي دانهال بیماري

براي هـر  . انجام شد )Black & Neely 1978(بلک و نیلی 
هاي شاهد با آب مقطـر سـترون    جدایه سه گلدان، و گلدان

لاسـتیکی  هـاي پ  هـا بـا کیسـه    سپس گلـدان . زنی شدند مایه
زنـی،   چهـل سـاعت پـس از مایـه    . شفاف پوشـانده شـدند  

هـا بـه طـور طبیعـی      هاي پلاستیکی حذف و گلدان پوشش
زنی، بـا تعیـین    بیست و یک روز پس از مایه. آبیاري شدند

در هر   مساحت برگ و مساحت آلودگی، درصد بافت آلوده
 بـا  هـا  ه داد. (Dastjerdi et al. 2009)دانهال محاسـبه شـد   

بـه   ها میانگین و مقایسه تجزیه SAS 9.1افزار  نرم از فادهاست

  .شد انجام دانکن اي دامنه چند آزمون کمک

 نتایج و بحث

هاي مورد مطالعه،  درصد از نمونه 75نتایج نشان داد که 
سیزده سال پس از نگهداري، با موفقیت قابل کشت بودنـد  

ــدول ( ــکوپی  ). 1ج ــکوپی و ماکروس ــی میکروس در بررس
هاي ظاهري پرگنـه در همـه    شده، ویژگی هاي بازیابی کشت
ها تقریباً یکسان بود و فقط تغییرات اندکی در رنـگ   جدایه
هـا   جدایـه . هاي مختلف مشاهده شد م هوائی جدایهمیسیلیو

ــاي  ــاریکی و دم ــه 25 ± 1در ت ــد   درج ــیوس از رش سلس
مناسبی برخوردار بودند، اما رشد رویشی قـارچ در محـیط   

OMA ها در محـیط   فراوانی آسروول. بسیار کند بودCMA 
، امـا تشـکیل آنهـا بـا سـرعت بیشـتري در       OMAکمتر از 

ها با نتـایج تحقیقـات    این یافته. اداتفاق افت OMAمقایسه با 
). Dastjerdi et al. 2009(گذشــته مطابقــت داشــت   

شـکل، دوسـلولی بـه ابعـاد      ها شفاف، داسـی  ماکروکنیدیوم
در برخـی . میکرومتـر بودنـد   17-8/21 × 7/2-8/5تقریبی 
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   .Ophiognomonia leptostylaقارچ هاي مختلف  قطر لکه، مساحت آلودگی و درصد آلودگی در جدایه ومقایسه میانگین تعداد . 2جدول 
Table 2. Mean comparison of number and diameter of spots, infection area, infection percent in different isolates 
of Ophiognomonia leptostyla. 

Infection 
percent 

Infection 
area 

Spot 
diameter 

Number of 
spot 

Symptoms appearance 
after inoculation (day) Isolate 

3.17b 1.27b 0.25b 22.84ab 14 Z6 
16.03a 4.98a 0.44a 31.76ab 14 LA 
5.30b 1.38b 0.19bc 30.02ab 13 Lo1 
1.09b 0.06b 0.14c 2.90c 14 QA43 
16.44a 5.46a 0.41a 35.29a 12 Q57 
4.15b 1.22b 0.27b 17.13bc 12 MA51 
1.09b 0.33b 0.25b 5.22c 16 T50 
0.43b 0.15b 0.19bc 3.87c 12 Mrl 
0.35b 0.03b 0.10c 0.48c 15 Z60 

The means with different letters in each column are significantly different (P≤0.01). 

  
سـلولی و   هـاي تـک   موارد، آسروول حاوي میکروکنیـدیوم 

-1386  هـاي سـال   ها در کشت این کنیدیوم. شفاف نیز بود
نیز مشاهده و عدم توانائی آنها براي ایجاد بیماري به  1384

  ). Dastjerdi et al. 2009(اثبات رسیده بود 
دوازده روز ها،  در بررسی خصوصیات بیماریزائی جدایه

هاي گردو، اولین علایم بـه صـورت    نی دانهالز پس از مایه
خاکسـتري در سـطح   -اي بـا حاشـیه سـفید    نقاط ریز قهـوه 
هـاي   تشـکیل هیـف  ). 2 جـدول (ها نمایان شد  زیرین برگ

هـاي   زیرکوتیکولی که از نفـوذ سـریع بیمـارگر بـه سـلول     
ــی ــدرمی ممانعــت م ــد  اپی ، )Cline & Neely 1983(کنن

بودن دوره کمون  ي طولانیتواند یکی از دلایل عمده برا می
هـا   کلیه جدایه. و ظهور اولین علائم بیماري روي گیاه باشد

هـاي   هاي تولیدمثل غیرجنسی روي برگ قادر به تولید اندام
زنـی در   روز پس از مایـه  19ها  اولین آسروول. گردو بودند
هاي قارچ از نظر توانائی در  جدایه. ها ظاهر شدند سطح لکه

ــا   ــودگی ب ــاد آل ــی ایج ــاوت معن ــدیگر تف ــتند یک . دار داش
ــه ــاي  جدای ــه   Lo1و  Q57 ،LAه ــترین و جدای  Z60بیش

اگرچـه   Lo1  جدایـه . کمترین تعداد لکه را ایجـاد نمودنـد  
هـا   وجود آورد، اما رشد و توسعه لکه تعداد لکه زیادي را به

تـري   ها معیـار مناسـب   رسد اندازه لکه به نظر می. ناچیز بود

ارتباط بیمـاریزائی قـارچ بـا    . ا باشده براي قدرت تهاجم آن
سرعت رشد پرگنه بیمارگر در محیط آزمایشگاه بـه اثبـات   

در این مطالعـه نیـز   ). Belisario et al. 2008(رسیده است 
که داراي بیشترین سـرعت رشـد و    Q57و  LAهاي  جدایه

هـا بودنـد، بـالاترین درصـد آلـودگی       اولین ظهور آسروول
بررسی درصد آلودگی . صاص دادندها را به خود اخت دانهال
زنـی، تنـوع زیـادي را در بـین      روز پس از مایـه  21ها  برگ
براساس نتایج این تحقیـق،  ). 2جدول (ها نشان نداد  جدایه

کشت بیمارگر عامل آنتراکنوز گردو روي کاغـذ صـافی در   
، روشی مناسب براي نگهداري طولانی مـدت  OMAمحیط 

شناسی، توانایی تولیـد   قارچ با حفظ پایداري صفات ریخت
  . باشد اسپور و قدرت بیماریزایی آن، می

 سپاسگزاري

بـه شـماره   (قیقـاتی  این مقاله نتایج بخشی از پـروژه تح 
نامه شـماره   است که در راستاي تفاهم )96010231مصوب 
سازمان تحقیقات، آمـوزش و تـرویج   "بین  95/ص/46205

اوران صندوق حمایت از پژوهشگران و فن "و  "کشاورزي
اجـرا   "(INSF)معاونت علمی فناوري ریاسـت جمهـوري   

  .شده است
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