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 چکیده

های اردیبهشت تا شهریور در ماهدر استان فارس، تاک ی های تنههای قارچی عامل بیماریبه منظور شناسایی گونه

های هوایی را در بخش سرخشکیدگی و زردی، کاهش رشدکه علائم  کتا بالغ هایاز درختچه 1399 تا 1397

رنگ  تغییر مناطق از مرز کوچکی قطعات .شد بردارینمونهدادند وتغییر رنگ بافت چوبی را در برش تنه نشان می

ای هجدایه. ندمنتقل شد های حاوی محیط کشتبه تشتکسازی سترون و پس ازبافت نسبتاً سالم چوب جدا  و یافته

 هایویژگیها با استفاده از شناسایی جدایه .ندشد سازیخالصریسه و یا تک اسپور نوکقارچی پس از رشد به روش 

های ی قارچی شامل گونهجدایه 166در مجموع  .انجام شد توالی سنجی نواحی مختلف ژنیو  شناختیریخت

Botryosphaeria dothidea ،Cytospora chrysosperma ،Fomitiporia mediterranea ،Kalmusia 

variispora ،Macrophomina phaseolina ،Phaeoacremonium minimum و Phaeoacremonium 

parasiticum های گونه .شد شناساییC.  chrysosperma  وP. minimum  به ترتیب  %31/28و  %42/5با فراوانی

های یک زایی روی نهالاختصاص دادند. آزمون بیماری ها به خودفراوانی را در میان جدایهترین و بیشرین تکم

به منظور تکمیل  هستند. زنی شدهگیاهان مایهدر  بیماریقادر به ایجاد  هاگونهدر گلخانه نشان داد همه تاک ی ساله

-با استفاده از خصوصیات ریخت زنی شده جداسازی وهای عامل بیماری مجدداً از گیاهان مایهقارچ اصول کخ،

برای  P. parasiticumو  P. minimumهای فوق به استثنای تمامی گونه .شدندشناسایی  اختی و مولکولیشن

 شوند.های تنه در استان فارس گزارش میهای آلوده به بیمارینخستین بار از تاک
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 مقدمه

گیاهی از   LVitis vinifera.علمی با نام  تاک
یکی  ،انگور محصول آن،است که  Vitaceaeی خانواده
در از نظر ارزش اقتصادی  باغی محصولاتترین از مهم

های بیماری  .(Rombough, 2002) سراسر دنیا است
که  شوندمی تاک بهمختلفی سبب بروز خسارت اقتصادی 

 اشاره کرد تاکی تنههای توان به بیماریها میمیان آن از

(; 2015, Wilcox, Gubler, & Uyemoto

 ;2018 ,Sosnowski, & orresT-, ÚrbezGramaje

-Hrycan, Hart, Bowen, Forge, & Úrbez

2020 ,orresT)تهدیدی جدی  تاک یهای تنه. بیماری
علت کاهش کمیت و به  و هستنددر اغلب کشورهای دنیا 

خسارت  یتیای مدیرهکیفیت محصول و افزایش هزینه

علائم  د.نکنمی ها واردتاکستانل توجهی به اقتصادی قاب
 کاهش رشد، زردیشامل  تاک یهای تنهبیماری عمومی

آوندها  تغییر رنگ های هوایی وو سرخشکیدگی در بخش

 et al.,Gramaje 2018; )بافت چوبی تنه است.  و

Songy, Battiston, Pinto, Coppi,  ,Mondello

 Aziz, Clément, Mugnai, & Fontaine,-elTrot

2020Hrycan et al., ; 2018.) تاکی های تنهبیماری 
هستند که در اغلب موارد  1پیچیده و ترکیبیهای بیماری

ها نقش دارند های مختلف در وقوع آنترکیبی از قارچ

( ,Groenewald, Summerbell, Gams ,Moster

Hrycan  ;2018 et al.,Gramaje , 2006; Crous& 

2020 et al.,.) تاکی های تنهاز گیاهان آلوده به بیماری 

 ،شده سازیجداقارچی در سراسر دنیا  یگونه 130بیش از 
به اثبات روی تاک  هاگونه برخی زاییبیماریاگرچه 

-در میان معمول(.  et al.,Gramaje 2018) نرسیده است

خشکیدگی توان به سرمی تاکی های تنهترین بیماری
Tul. &  Eutypa lata (.Pers)یوتیپایی )اغلب ناشی از 

.C. Tulناشی از  ،(، سرخشکیدگی بوتریوسفریایی

.spp Botryosphaeria (Jones,  ,Amponsah

 Martinez, ,Abreo, 2011; Ridgway, & Jaspers

 &Baaijens -Billones ;2013 Bettucci, & Lupo,

                                                           
1- Complex 

2019Savocchia )وپسیسی )اغلب ، سرخشکیدگی فوم
( Sacc Phomopsis viticola (.Sacc).ناشی از  

( Peduto, Smith, & Gubler, ,Torres-Úrbez

 ،spp Phaeoacremonium.( و اسکا ناشی از 2013
(W. Gams,  Phaeomoniella chlamydospora

Crous, M.J. Wingf. & Mugnai) Crous & W. 

Gams  و.spp Fomitiporia (; 2006 ,et al.Mostert 

Mugnai,  ,Essakhi ;2007 ,Sparapano &Bruno 

2008 ,Crous, Groenewald, & Surico ) .اشاره کرد

Macrophomina phaseolina  ی مانندیهاگونه

.(Tassi) Goid (Narmani, &  ,Ashtiani-Abed

2018 ,Arzanlou) ، Kalmusia variispora

(Verkley, Göker & Stielow) Ariyaw. & K.D. 

Hyde ( ,Narmani, & Arzanlou, Ashtiani-Abed

 Fr chrysosperma Cytospora (.Pers).و  (2019

(2015 ,Narmani &Arzanlou ) های اخیر نیز در سال
 .اندگزارش شده تاکی تنه هاییربه عنوان عامل بیما

سال  در کشاورزی وزارت جهاد مطابق آمارنامه

هزار تن محصول،  500استان فارس با تولید بیش از ، 1398

 است. بوده ی انگور در کشورترین استان تولیدکنندهمهم

های های استان فارس در سالهای میدانی تاکستانبررسی

از جمله ی تاک های تنهنشان داد بیماری 9139تا  1397

با  .های این استان هستندزا در تاکستانخسارت مهم عوامل

به  لید انگور کشور و نظربه نقش استان فارس در تو توجه

ی تاک در اغلب مناطق این استان های تنهگسترش بیماری

با هدف شناسایی  حاضرپژوهش ، هاو خسارت ناشی از آن

ی تاک در استان های تنهبیماریی عوامل ایجاد کننده

 .فارس انجام شد

 

 هامواد و روش

سازی نمونه برداری، جداسازی و خالص بررسی

 چیهای قارگونه

 تا 1397های اردیبهشت تا شهریور ماهبرداری در نمونه

های مختلف استان فارس شهرستان هایتاکستاناز  1399
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علائم کاهش رشد، زردی  کههای بالغ از درختچه (1)جدول 

های هوایی وتغییر رنگ بافت و سرخشکیدگی را در بخش

در اغلب  انجام شد. دادندنشان می چوبی را در برش تنه

تغییر رنگ بافت چوبی  ی که علائم فوق را نشان دادنداهانگی

شد. مسن نیز مشاهده مینسبتاً های شاخه علاوه بر تنه در

برداری های این گیاهان برای نمونهبنابراین  هم تنه وهم شاخه

پس از برش طولی و عرضی تنه و  به کار رفتند.  بدین منظور

 مرز متر ازمیلی ا پنجت چهار به طول های آلوده، قطعاتیشاخه

جدا شد و با  چوب سالمنسبتاً بافت  و رنگ یافته تغییر مناطق

به مدت چهار دقیقه  %5/0استفاده از هیپوکلریت سدیم 

-سازی و سپس سه بار و هربار به مدت سه دقیقه با آبسترون

روی  . قطعات پس از خشك شدنندمقطر سترون شسته شد

 کشتی پتری حاوی محیطهابه تشتك کاغذ صافی سترون،

منتقل ( مرک، آلمان) 2ایِایامو   )مرک، آلمان) 1اِیدیپی

گرم در لیتر میلی 100ها . به هر یك از محیط کشتندشد

تا زمان رشد  های پتریتشتك .ه بودتتراسایکلین اضافه شد

 .ندداری شدنگهو تاریکی  سلسیوسی درجه 25در  هاپرگنه

تك اسپور یا ریسه و روش نوک ها بهسازی جدایهخالص

 .انجام شد

های ها با استفاده از ویژگیشناسایی جدایه

 شناختیریخت

 هایها بر اساس ویژگیی جدایهاولیه شناسایی

باردهی و با  ساختار اندام و هاپرگنه شناختیریخت

 ,Barnett & Hunterاستفاده از کلیدهای موجود )

Jones, -MorganHanlin, 1998; Seifert, ; 1998

2011Gams, & Kendrick,  انجام شد. پس از )

-ها بر اساس خصوصیات ریختشناسایی اولیه، جدایه

شناختی مهم شامل رنگ، شکل و سرعت رشد پرگنه و 

های کنیدیوماتا، کنیدیوفور، کنیدیوم و نیز ویژگی

-های اصلی شامل جدایهبندی شدند. گروهریسه گروه

های دارای یط کشت، جدایههای فاقد اسپور در مح

های دارای کنیدیوم و کنیدیوفور پیکنیدیوم و جدایه

های هر گروه بر اساس شکل، سرعت رشد بودند. جدایه

                                                           
1- PDA= Potato dextrose agar 

های کنیدیوم و کنیدیوفور مجدداً به پرگنه و ویژگی

 تر تقسیم شدند.های کوچكگروه

ها به منظور بررسی تشکیل احتمالی پیکنیدیوم، جدایه

گرم آگار،  15آگار )اِی، آبدیهای پیدر محیط کشت

آب آگار -آب مقطر تا حجم یك لیتر(، برگ کاج

(Slippers, Wingfield, Rheeder,  ,Crous

Marasas, Philips, Alves, Burgess, Barber, & 

2006 Groenewaldآب آگار -( و چوب تاک

(Travadon, Pouzoulet, Rolshausen,  ,Lawrence

2017 rtner,Wilcox, & Baumga)  کشت شده و در

داری شدند. تشکیل پیکنیدیوم نگه سلسیوسی درجه 25

به صورت هفتگی و به مدت شش ماه مورد بررسی قرار 

ها با میکروسکوپی جدایههای گیری اندامگرفت. اندازه

ها روی گیری رشد شعاعی پرگنهتکرار و اندازه 50استفاده از 

با استفاده از  سلسیوسی هدرج 25ایِ در دیمحیط کشت پی

  شش تکرار انجام شد.

های ها با استفاده از ویژگیشناسایی جدایه

 مولکولی

ها، از هریك از به منظور شناسایی دقیق گونه

های ریختی ، های شناسایی شده بر اساس ویژگیگروه

 چهار جدایه  برای شناسایی مولکولی انتخاب شد. 

 ایِانِاستخراج دی

جوان  یحاشیهمتر از قطر تقریبی پنج میلی به قطعاتی

 50لیتری حاویمیلی 250های ها جدا و به فلاسكپرگنه

ی )عصاره زمینیی سیبی سترون شدهلیتر عصارهمیلی

منتقل  زمینی، آب مقطر تا حجم یك لیتر(گرم سیب 250

 25روز در تاریکی و  20تا  ها به مدت پنجفلاسك .شد

محتویات هر  سپس. شدداری ی سلسیوس نگهدرجه

ها داخل فلاسك در ظروف پتری سترون خالی و میسلیوم

گرفت و پس از یخ زدن  لیتری قرارمیلی 5/1های ریزلوله

 ساعت سرماخشك 24مایع،  به مدت  نیتروژنبه کمك 

به پنج ی سلولی به منظور به دست آوردن عصاره .شد

 ایه مقدار ی هر جدگرم از میسلیوم سرما خشك شدهمیلی

2- MEA= Malt extract Agar 
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 .1399تا  1397های های بیمار در استان فارس طی سالهای قارچی به دست آمده از تاکجغرافیایی و تعداد جدایه أمنش -1جدول 
Table 1. Geographical origin and number of the fungal isolates recovered from diseased grapevines 

in Fars province (Iran) during 2018-2020. 
Fungal species Region 

Number of isolates 

From each region Total and percentages (%) 

Botryosphaeria dothidea Doshman Ziari 10 15 (9.03%) 

Kavar 5 

Cytospora chrysosperma Bavanat 3 9 (5.42%) 

Doshman Ziari 6 

Fomitiporia mediterranea Bavanat 5 21 (12.65%) 

Doshman Ziari 12 

Kavar 4 

Kalmusia variispora Bavanat 5 33 (19.87%) 

Doshman Ziari 15 

Kavar 7 

Zarghan 6 

Macrophomina phaseolina Doshman Ziari 8 12 (7.22%) 

Zarghan 4 

Phaeoacremonium minimum Bavanat 8 47 (28.31%) 

Doshman Ziari 16 

Kavar 10 

Shiraz 6 

Zarghan 7 

Phaeoacremonium parasiticum Bavanat 5 29 (17.46%) 

Doshman Ziari 10 

Kavar 3 

Shiraz 7 

Zarghan 4 

 

 2پروتئیناز کیِ درصد 2/0حاوی  1تبمیکرولیتر بافر  500

ی دانه ماسه افزوده و میسلیوم با استفاده از هموژنایزر و چند

ی به دست آمده به مدت . عصارهشدسترون به خوبی ساییده 

، سپس به هی سلسیوس قرار گرفتدرجه 65یك ساعت در 

دور سانترفیوژ و مایع رویی  13000دقیقه در  10مدت 

 & Mostowfizadeh-Ghalamfarsa) شد برداشته

Mirsoleimani, 2013)ی ایِ از عصارهانِ. استخراج دی

با استفاده از کیت تجاری شرکت دنازیست و ای یاخته

 .پیشنهادی شرکت سازنده انجام شد مطابق روش

 ایِانِسنجی دیسازی وتوالیخالص، سازیفزون

 ای پلیمراز با استفاده از آغازگرهایزنجیره واکنش

و مطابق با شرایطی که پیش از این  برای هر آرایه مناسب

شد. انجام ( 2)جدول  دبرای هر آغازگر گزارش شده بو

ای پلیمراز با الکتروفورز در ژل یك نتایج واکنش زنجیره

اتیدیوم بروماید تأیید و  %005/0درصد آگارز حاوی 

                                                           
1- CTAB 

2- Proteinase K 

 شد. اِی زیر پرتو فرابنفش بررسیاِنقطعات دی

 ،ایِ حاصلاِنقطعات دی سنجیتوالیو سازی خالص

 توسط شرکت ژنتیك کدون ایران انجام شد.

و ایِ اِنسازی توالی دیردیفهم ویرایش و

 د درخت فیلوژنتیکیبرآور

های به دست آمده با سازی توالیردیفویرایش و هم

و به روش دستی   Geneious 7.1.4استفاده از نرم افزارِ 

ی مستقیم و معکوس شده، ی نسخهانجام شد. با مقایسه

 3بانك ژن ثبت دری برآیند به دست آمد و پس از رشته

های معتبر و با توالی (3)جدول ها اخذ شمار آنرس

. به منظور بررسی موقعیت موجود در بانك ژن مقایسه شد

، خویشاوندهای گونهها در مقایسه با فیلوژنتیکی جدایه

پس  واخذ  ژن قارچی از بانك هایگونه های معتبرتوالی

با رهیافت  فیلوژنتیکی درخت ،هاسازی توالیردیفاز هم

مطابقو  MrBayes v3.1با استفاده از نرم افزارِ بیسی 

3- GenBank, NCBI, USA; [Online] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
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 آغازگرهای به کار رفته در این پژوهش. -2جدول 
Table 2. Primers used in this study 

Reference Primer sequence (5′→3′) Primer 

name Fungal species Target 

DNA 
White et al. 

1990 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS1 Botryosphaeria dothidea 

Cytospora chrysosperma 

Fomitiporia mediterranea 

Kalmusia variispora 

Macrophomina phaseolina 
Phaeoacremonium 

minimum 

Phaeoacremonium 

parasiticum 

ITS 

TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS4 

Glass and 

Donaldson 

1995 

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC Bt2A Kalmusia variispora 
Botryosphaeria dothidea 

Cytospora chrysosperma 

Macrophomina phaseolina 

β-

tubulin 
AACCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Bt2B 

O'Donnell 

and Cigelnik 

1997 

AACATGCGTGAGATTGTAAGT T1 Phaeoacremonium 

minimum 

Phaeoacremonium 

parasiticum 

β-

tubulin 

Glass and 

Donaldson 

1995 

AACCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Bt2B 

Carbone and 

Kohn 1999 
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC ACT-

512F 
Phaeoacremonium 

minimum 

Phaeoacremonium 

parasiticum 

Actin 

TACGAGTCCTTCTGGCCCAT ACT-

783R 
 

 Burgess  andJungالگوریتم به کار رفته توسط 

 10001آیند بیسی بر اساس رسم و احتمال پس )2009(

های ویرایش و نمایش درخت درخت محاسبه شد.

 ATV (Zmasekفیلوژنتیکی به دست آمده با نرم افزارِ

& Eddy, 2001 ترین مدل جایگزینی مناسب .شد( انجام

 jModeltestنیز با استفاده از نرم افزار  1نوکلئوتیدی

(2008, Posada.مورد بررسی قرار گرفت ) 

 زاییآزمون بیماری

از  های قارچی جدا شدهزایی گونهبه منظور اثبات بیماری

ها زایی برای هر یك از گونهبیمار، آزمون بیماری هایچهدرخت

انجام شد. پس از  تاکی سالهیكهای در گلخانه و روی نهال

درصد،  70ها با استفاده از اتانول ی نهالسازی تنهسترون

 یمتهبا استفاده از متر میلیو عمق چهار قطر شش  ای بهحفره

-میلی پنج ییك قطعه شد. سپسی نهال ایجاد تنهسترون در 

روی  مورد آزمون ی قارچی جوان پرگنهمتری از حاشیه

به  .ی ایجاد شده قرار گرفتدر حفرهایِ دیپیکشت محیط

                                                           
1-Nucleotide substitution model 

قرار مرطوب سترون  یروی حفره پنبهمنظور حفظ رطوبت، 

شد. گیاهان  محل زخم با استفاده از نوار پارافیلم بسته و گرفت

زنی شدند. علائم کشت فاقد قارچ مایهطشاهد با قطعات محی

بررسی قرار گرفت و عامل  ماه مورد 14پس از پیشرفت بیماری 

و بر اساس  جداسازیمجدداً های آلوده بیماری از بافت

در مواردی که  شد. شناختی شناساییخصوصیات ریخت

شناختی به ختیها بر اساس خصوصیات رشناسایی دقیق جدایه

پذیر نبود از توالی اختارهای تولیدمثلی امکاندلیل عدم تولید س

 ها استفاده شد.برای شناسایی جدایه 2استیی آیسنجی ناحیه

 

 نتایج

 برداری و علائم بیمارینمونه

تاک با علائم ی درختچه 82در این مطالعه از 

های کاهش رشد، زردی و سرخشکیدگی در بخش

برداری ه( وتغییر رنگ بافت چوبی نمون1هوایی )شکل 

های ی درختچههاو شاخه شد. در برش عرضی تنه

2- ITS: Internal transcribed spacer rDNA 
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آلوده، انواع مختلفی از علائم شامل پوسیدگی سفید، 

های ای، نکروز نامنظم، نقطهنکروز مرکزی، نکروز گوه

 (.2د )شکل رنگ مشاهده شسیاههای رنگ و رگهسیاه

 جداسازی و شناسایی بیمارگرها

های ل گونهی قارچی شامجدایه 166در مجموع 

(Moug.) Ces. & De Botryosphaeria dothidea 

 No،C. (Tul. &  minimum Phaeoacremonium 

Tul.) Gramaje، parasiticum Phaeoacremonium 

, Ajello( Georg & C.J.K. Wang) W. Gams, 

.Crous & M.J. Wingf،   Fomitiporia

 M. Fischmediterranea ،  chrysosperma C. ،K. 

variispora  وM. phaseolina های آلوده تاک زا

های (. علاوه بر گونه1جداسازی و شناسایی شد )جدول 

های آسپرجیلوس، آلترناریا، هایی از جنسفوق، جدایه

که در این پنیسیلیوم و فوزاریوم نیز جداسازی شدند 

 پژوهش مورد بررسی قرار نگرفتند.
 

 های توالی سنجی شده و به کار رفته برای بررسی فیلوژنتیکی.. جدایه3جدول 

Table 3. Isolates sequenced and used for phylogenetic study. 

GenBank accession number Isolate Species 
Actin Beta-tubulin ITS 
N.P MZ491788 MZ489519 EGD312 Botryosphaeria dothidea 
N.P MZ491789 MZ489520 EGD313  

N.P MZ491790 MZ489521 EGD314  
N.P MZ491791 MZ489522 EGD315  

N.P MZ491792 MZ489523 EGD812 Cytospora chrysosperma 
N.P MZ491793 MZ489524 EGD813  

N.P MZ491794 MZ489525 EGD814  

N.P MZ491795 MZ489526 EGD815  
N.P N.P MZ489527 EGD412 Fomitiporia mediterranea 
N.P N.P MZ489528 EGD413  

N.P N.P MZ489529 EGD414  

N.P N.P MZ489530 EGD415  

N.P MZ491796 MZ489531 EGD112 Kalmusia variispora 
N.P MZ491797 MZ489532 EGD113  

N.P MZ491798 MZ489533 EGD114  

N.P MZ491799 MZ489534 EGD115  

N.P MZ491800 MZ489535 EGD712 Macrophomina phaseolina 
N.P MZ491801 MZ489536 EGD713  
N.P MZ491802 MZ489537 EGD714  

N.P MZ491803 MZ489538 EGD715  

MZ491812 MZ491804 MZ489539 EGD512 Phaeoacremonium minimum 
MZ491813 MZ491805 MZ489540 EGD513  
MZ491814 MZ491806 MZ489541 EGD514  
MZ491815 MZ491807 MZ489542 EGD515  

MZ491816 MZ491808 MZ489543 EGD612 Phaeoacremonium parasiticum 
MZ491817 MZ491809 MZ489544 EGD613  

MZ491818 MZ491810 MZ489545 EGD614  

MZ491819 MZ491811 MZ489546 EGD615  

N.P: Not performed. 

http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=183247
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=183247
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=812634
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=415651
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=384943
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=384943
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=384943
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( و C) ؛کاهش رشد، زردی و سرخشکیدگی( B( و )Aی تاک مشاهده شده در استان فارس: )های تنهعلائم بیماری -1شکل 

(D ).زردی و نکروز برگ 
Figure 1. Symptoms of grapevine trunk diseases observed in Fars province: (A) and (B) stunted 

growth, yellowing, branches dieback; (C) and (D) leaf chlorosis and necrosis. 

 

 
 

 
(؛ 2( نکروز مرکزی )B(؛ )1( پوسیدگی سفید )Aمشاهده شده در استان فارس: ) ی تاکهای تنهعلائم داخلی بیماری -2شکل 

(Cبروز هم )های سیاه( و نقطه3ای )زمان نکروز گوه( (؛ )4رنگD( و )E) ( و نکروز نامنظم 4رنگ )های سیاهزمان نقطهبروز هم

 (.6رنگ )ی سیاه( و رگه5(، نکروز نامنظم )4رنگ )های سیاهزمان نقطه( بروز همF(؛ )5)
Figure 2. Internal symptoms of grapevine trunk diseases observed in Fars province: (A) White rot (1); 

(B) Central necrosis (2); (C) Co-occurrence of wedge-shape necrosis (3) and black spots (4); (D) and 

(E) Co-occurrence of black spots (4) and irregular wood necrosis (5); (F) Co-occurrence of black spots 

(4), irregular wood necrosis (5) and black streaking (6). 
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 فیلوژنتیکی هایواکاوی

 1نهایی سازیردیفهمها، پس از ویرایش توالی

های بازیدیومیستی در جدایه استیی آیناحیه برای

جفت  610های آسکومیستی و در جدایه جفت باز 760

برای  ،جفت باز  450ی بتاتوبولین ، برای ناحیهباز

-جفت باز و برای برآیند نواحی آی 250ی اکتین ناحیه

 1050 های آسکومیستیدر جدایه توبولیناس و بتاتی

ها نیز در شمارش 2در تمام موارد، شکافجفت باز بود. 

 تعداد جفت بازها محاسبه شدند.

بر اساس رهیافت  های فیلوژنتیکیدرختبرای رسم 

های به دست آمده در این توالیسازی ردیفهم از بیسی

ژن های معتبر موجود در بانك های گونهپژوهش و توالی

و های بازیدیومیستی جدایه در استیآی یاحیهبرای ن

های جدایه در اس و بتاتوبولینتیبرآیند نواحی آی

 جایگزینیترین مدل مناسب. استفاده شدآسکومیستی 

های اس در جدایهتیهای آیبرای توالینوکلئوتیدی 

و برای برآیند نواحی  HKY+I+Gبازیدیومیستی مدل 

های آسکومیستی مدل بولین در جدایهاس و بتاتوتیآی

GTR+I+G تشخیص داده شد . 

های فیلوژنتیکی رسم شده بر اساس توالی در درخت

( 3)شکل  های بازیدیومیستیدر جدایه استیی آیناحیه

های در جدایه اس و بتاتوبولینتیبرآیند نواحی آی و

های جداسازی شده در ( تمامی گونه4)شکل  آسکومیستی

های مشابه معتبر موجود در ژوهش همراه با گونهاین پ

نیا قرار گرفتند. احتمال های تكبانك ژن در گروه

در تمام موارد به نیا های تكآیند بیسی در این گروهپس

 (.4و  3)شکل  بود یك، F. mediterraneaاستثنای 

های فیلوژنتیکی که به صورت مجزا برای در درخت

های به دست آمده در اده از دادهها با استفهر یك از جنس

های معتبر موجود در بانك های گونهاین پژوهش و توالی

اس، بتاتوبولین و اکتین تیژن بر اساس توالی ناحیه آی

های جداسازی شده در این رسم شد نیز تمامی گونه

های مشابه معتبر موجود در بانك ژن پژوهش همراه با گونه

                                                           
1- Final alignment 

آیند بیسی گرفتند. احتمال پسنیا قرار های تكدر گروه

ها نشان تا یك بود )داده 80/0نیا بین های تكدر این گروه

 داده نشده است(.

 زاییآزمون بیماری

زنی نشان داد ها چهارده ماه پس از مایهبررسی نهال

زا هستند. در میان های تاک بیماریها روی نهالکلیه گونه

 .Fگونه  های مورد بررسی در این پژوهش،گونه

mediterranea  باعث بروز پوسیدگی سفید و سایر

ای رنگ در گیاهان مایه ها باعث بروز نکروز قهوهگونه

زنی آغاز زنی شده گردیدند. علائم آلودگی از محل مایه

ها گسترش یافته بود. در گیاهان ی نهالشده و در بافت تنه

(. به منظور 5شاهد علائم آلودگی مشاهده نشد )شکل 

تکمیل اصول کخ، عامل بیماری مجدداً از گیاهان آلوده 

های ریخت شناختی و توالی جداسازی و بر اساس ویژگی

 . اس شناسایی شدتیی آیسنجی ناحیه

 

 بحث
، B. dothideaهای های این پژوهش نشان داد گونهیافته

C. chrysosperma ،F. mediterranea ،K. 

variispora ،M. phaseolina ،P. minimum  وP. 

parasiticum ی تاک های تنهی بیماریعوامل ایجاد کننده

 .Pدر مناطق مورد بررسی در استان فارس هستند. گونه 

minimum  و گونه  %31/28با فراوانیC.  chrysosperma 

-ترین تعداد جدایهترین و کمبه ترتیب بیش %42/5با فراوانی 

 ها را به خود اختصاص دادند. 

 Botryosphaeriaگونه تیپ جنس  dothideaB .گونه 

ی و خانواده Botryosphaerialesی بوده، به راسته

Botryosphaeriaceae .های این راسته از گونه تعلق دارد

و  شانکر، نکروز چوبترین بیمارگرهای عامل مهم

درختان در تمام جهان هستند ی خشکیدگی سر شاخه

(-, PostmaKemler, Jami, Nagel, Marsberg

Smidt, Naidoo, Wingfield, Crous, Spatafora, & 

2017, Robbertse). 

2- Gap 
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بر  های معتبر اخذ شده از بانک ژنبه دست آمده در این پژوهش و گونه بازیدیومیستی هایروابط فیلوژنتیکی جدایه -3شکل 

 هر انشعاب محل نزدیکبیسی  آیندپس ل. احتمااس(تی)آی ای ریبوزومیانی داخلی دیی ترانویسی شدهفاصلهاساس 

 .است شده نشان داده شاخه
Figure 3. Phylogenetic relationship of Basidiomycetes isolates derived in this study with confirmed 

species from GenBank based on internal transcribed spacers (ITS) in Ascomycete isolates. Bayesian 

posterior probabilities are shown next to the branch points. 

 

 

 
بر  های معتبر اخذ شده از بانک ژنبه دست آمده در این پژوهش و گونه آسکومیستی هایروابط فیلوژنتیکی جدایه -4شکل 

 .است شده نشان داده شاخه هر انشعاب محل نزدیک بیسی آیندپس . احتمالاس و بتاتوبولینتیبرآیند نواحی آی مبنای 
Figure 4. Phylogenetic relationship of Ascomycete isolates derived in this study with confirmed species 

from GenBank based on combined ITS and β-tubulin regions. Bayesian posterior probabilities are 

shown next to the branch points. 
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 Fomitiporia(؛ B) Cytospora chrysosperma(؛ A) Botryosphaeria dothideaزایی آزمون بیماری -5شکل 

mediterranea (C ؛)Kalmusia variispora (D ؛)Macrophomina phaseolina (E ؛)Phaeoacremonium minimum 

(F ؛)Phaeoacremonium parasiticum (G( و شاهد )Hبا استفاده از ن )ی تاک در گلخانه.های یک سالههال 
Figure 5. Pathogenicity test of Botryosphaeria dothidea (A); Cytospora chrysosperma (B); Fomitiporia 

mediterranea (C); Kalmusia variispora (D); Macrophomina phaseolina (E); Phaeoacremonium minimum (F); 

Phaeoacremonium parasiticum (G) and control (H) using one year old grape seedlings in glasshouse 
 

 

های ناشی از عوامل غیر زنده مانند تغییرات آب و تنش

 خسارتسبب افزایش های فیزیکی و خشکی هوایی، آسیب

در مناطق مختلف جهان شده است  B. dothideaناشی از 

(s, & Slippers, Wingfield, Loot, Jami

2017 et al.,Marsberg  ;2015 ,Gryzenhout) . گونه

B. dothidea  در  تاکمیزبان از جمله  20تا کنون از بیش از

Úrbez-)مناطق مختلف جهان جداسازی شده است 

; 2006, Leavitt, Voegel, & Gubler, Torres

 et al.,Marsberg ; 2014 Savas, & Eskalen ,Akgul

هایی با تاکین گونه پیش از این از ادر ایران نیز (. 2017

-در استانتوقف رشد، مرگ سرشاخه و نکروز چوب علائم 

Moshari, , Arzanlou)های آذربایجان شرقی و غربی

2012 ,Bakhshi, & Khodaie)  و کرمان

(Mohammadi, Massumi, & , Arabnezhad

2014 ,Farahmand )ی حاضر مطالعه شده است. گزارش

در استان  مذکورهای علاوه بر استان thideaB. doنشان داد 

ها، توقف رشد، مرگ فارس نیز سبب زرد شدن برگ

 شود.های تاک میسرشاخه و نکروز چوب در درختچه

 .Bهای جدایهکه اگرچه پیش از این گزارش شده بود 

dothidea  هستند قادر به تولید پیکنیدیوم در محیط کشت 

( &Baaijens -lones; Bil7201 et al.,Marsberg 

2019 ,Savocchia)های مورد آزمون در این ، در جدایه

ماه، در هیچ یك از محیط  پس از گذشت شش پژوهش

دلیل عدم  تشکیل نشد.پیکنیدیوم  مورد بررسی هایکشت

 های مذکور مشخص نیست اماتشکیل پیکنیدیوم در جدایه

های عواملی مانند کشت مکرر جدایه گزارش شده که

.spp yosphaeriaBotr  سبب از بین رفتن خاصیت

Jones, , Amponsahشود )ها میزایی آنهاگ
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2008 ,Ridgway, & Jaspersاحتمال دارد  (. بنابراین

هنگام خارج از شرایط آزمایشگاه و  ،ی مورد آزمونهاجدایه

وده و های تاک قادر به تشکیل پیکنیدیوم بآلودگی درختچه

آزمایشگاهی باعث از بین رفتن  ها در شرایطکشت مکرر آن

 .ها شده باشدزایی آنتوان هاگ

و  Valsaceaeخانواده  به .chrysosperma Cگونه 

های این جنس تعلق دارد. گونه Diaporthalesراسته 

و خشکیدگی  نکروز چوب، راغلب به عنوان عامل شانک

شوند سرشاخه در میزبان های چوبی شناخته می

(2006Adams, Roux, & Wingfield, .) تا کنون 

به عنوان میزبان حساس به شانکر  مختلفی چوبی انگیاه

Lyon, & , Sinclairاند )سیتوسپورایی معرفی شده

Doilom,  ,Norphanphoun; 1987 ,Johnson

, sak, Wen, BulgakovDaranagama, Phookam

2017 ,Hyde& ) ی نقش اطلاعات چندانی درباره اما

در دنیا وجود  تاکهای تنه سیتوسپورا در بیماری هایگونه

ارزنلو و نرمانی این قارچ را به عنوان عامل زوال و  ندارد.

های آذربایجان شرقی و در استان در تاکنکروز چوب 

 Narmani &Arzanlou, ایران گزارش کردند ) غربی

 .Cی ی حاضر نشان داد گونهمطالعه(. 2015

chrysosperma  های آذربایجان شرقی و استانعلاوه بر

-ی بیماریدر استان فارس نیز از عوامل ایجاد کننده غربی

 تاک است.ی های تنه

 به خانواده .mediterranea Fی گونه

Hymenochaetaceae و راسته Hymenochaetales 

 عامل پوسیدگی سفید چوب در درختان و تعلق دارد

 Gervasi, &  ,Pilotti ;2002Fischer) است مختلف

Tizzani, Brunetti,  ,Pilotti ;2005 ,Brunetti

2010 ,Gervasi, Di Lernia, & Lumia) . این گونه

در بسیاری از مناطق  تاکترین بیمارگرهای از مهمیکی 

که  اری اسکا استی بیمو یکی از عوامل ایجاد کنندهجهان 

با ایجاد پوسیدگی سفید، خسارت زیادی به این محصول 

 ,Graniti, , Ciccarone; 2002Fischerکند )وارد می

2006 ,Fischer ;2004, Schiaffino, & Marras .)

مبتلا به  هایتاک تا کنون از mediterranea. Fی گونه

های خراسان شمالی پوسیدگی سفید در استان

(; 2012 Mousavi Jorf, & Karimi ,iFarashian

Karimi Shahri, Pirnia, Dehvari, and , Rajaiyan

2013 ,Ghezelsefloo( و خراسان رضوی ), Amarloo

2020 Mohammadi, Mahdian, & Ghanbary )

ی حاضر، نخستین گزارش از مطالعهجداسازی شده است. 

در  mediterranea. Fپوسیدگی سفید تاک ناشی از 

 فارس است. استان

به خانواده  .variispora Kی گونه

Montagnulaceae  و راستهPleosporale  .تعلق دارد

 یجنس اغلب به عنوان بیمارگرهای ضعیف این اعضای

ی میزبانی وسیعی دارند شوند که دامنهشناخته می

(, Nikkhah, Kowsari, Karami-Javan ,Alidadi

Dukik,  ,Verkley ;8201 ,Ebrahimi Rastaghi& 

 ,Zhang ;Renfurm, Göker, & Stielow, 2014

Zhang, Wang, Fournier, Crous, Zhang, Li, 

2014 ,Ariyawansa, & Hyde.)  گونهK. 

variispora های مبتلا به زوال و تاکاز  پیش از این

های اردبیل و آذربایجان شرقی پوسیدگی چوب در استان

 .(l.,et aAshtiani -Abed 2019شده است ) گزارش

-علاوه بر استان K. variisporaی حاضر نشان داد مطالعه

های اردبیل و آذربایجان شرقی در استان فارس نیز از عوامل 

 تاک است.ی های تنهی بیماریایجاد کننده

به خانواده  .phaseolina Mی گونه

Botryosphaeriaceae  و راستهBotryosphaeriales 

کی از بیمارگرهای مهم گیاهی است تعلق دارد. این گونه ی

 نکروزو  ی میزبانی وسیعی داشته سبب بروز شانکرکه دامنه

Suh, Schneider, & , Suشود )در گیاهان مختلف می

Dhillon, Brar, Vallad, , Kaur; 2001 ,Russin

2012 ,Chand, & Chauhan) .ی گونهM. 

phaseolina  تلف مناطق مخ در های بیمارتاکاز تا کنون

 2011Tello,  &González; جهان گزارش شده است )

2018 ,Zhuang, Culumber, & Trouillas ,Nouri) .

https://en.wikipedia.org/wiki/Diaporthales
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های مبتلا به زوال و پوسیدگی تاکاز  این گونه در ایران نیز

آذربایجان شرقی جداسازی شده است  چوب در استان

(8201 et al.,Ashtiani -Abed.) ی حاضر، مطالعه

 .Mتاک ناشی از  یبیماری تنه نخستین گزارش از

phaseolina .پیش از این گزارش  در استان فارس است

اغلب در  M. phaseolinaهای که جدایه استشده 

 Kaurقادر به تولید پیکنیدیوم نیستند ) ایشرایط درون زیوه

2018 et al.,Ashtiani -Abed; 2012 et al., این .)

شرایط مناسب تولید  ناشی از فراهم نبودن موضوع احتمالاً

 .M هایدر جدایهپیکنیدیوم در آزمایشگاه است. 

phaseolina  پس از  حاضر نیز پژوهشبررسی شده در

های مورد ماه، در هیچ یك از محیط کشت گذشت شش

  بررسی پیکنیدیوم تشکیل نشد.

به  P. parasiticumو  .minimum Pی هاگونه

تعلق دارد.  ialesTogninو راسته  Togniniaceaeخانواده 

 اما اند،های این جنس از گیاهان مختلفی جداسازی شدهگونه

های این جنس است ترین میزبانیکی از مهم تاک

( ,Mostert, Groenewald, & Crous ,Gramaje

 ی جنسترین گونهمعمول .minimum P(. گونه 2015

Phaeoacremonium  است ) تاکرویet Gramaje 

2018 et al.,je ; Grama2015 al.,)  و تا کنون از مناطق

 et al.,Gramaje مختلف جهان جداسازی شده است )

Jia, Manawasinghe, Li, Zhang, , Ye ;2015

2021, Mugna,Wu, Hyde, & Yan.)  این گونه تا کنون

Arzanlou ,) های آذربایجان شرقی و غربیاز استان

2013 ,Moshari, Salari, & Badali)، وی خراسان رض

(2020 et al.,Amarloo ) ( و فارس &Mohammadi 

2013 et al.,; Mohammadi 2007Banihashemi  )

های نیز از گونه P. parasiticumگونه گزارش شده است. 

نقاط  های تاک درهدرختچ بیماری دری مهم ایجاد کننده

Magnin, Ce´sari, & , Dupontمختلف جهان است )

et Gramaje 2006;  t al.,eMostert  ;Gatica, 2002

2015 al., های خراسان استان تاکنون از(. در ایران این گونه

خراسان رضوی  (  et al.,Farashiani 2012شمالی )

(2020 et al.,Amarloo )، ( کرمانet Arabnezhad 

2014 al., )فارس ) و& Banihashemi Mohammadi 

Banihashemi, Gramaje, & , Mohammadi; 2007

b2013 ,rmengolA) .های گونه گزارش شده استP. 

minimum  وP. parasiticum های پیش از این از درختچه

تاک در استان فارس جداسازی شده بودند 

(; 2007Banihashemi  &Mohammadi 

b2013 et al.,Mohammadi ی حاضر با تأیید (. مطالعه

امل ایجاد ها از عونتایج مطالعات پیشین نشان داد این گونه

 تاک در استان فارس هستند. یبیماری تنهکننده 

صورت گرفته  در استان فارس در مطالعاتی که پیش از این

 Phaeoacremonium mortoniaeهای است گونه

  Crous & Gams ، inflatipes umPhaeoacremoni

 Crous & M.J. Wingf ،P. minimum ،P. 

parasiticum (Mohammadi & Banihashemi 

 ,2011; Mohammadi et al. ,Mohammadi; 2007

b2013،) Phaeomoniella chlamydospora ، 

J.D. MacDon. &  Cylindrocarpon liriodendra

E.E. Butler ( Alaniz,, Mohammadi

2009 ,rmengolA & Banihashemi,) ،Diplodia 

 De Nota seriat  با فرم جنسی( Botryosphaeria

obtusa)  و (Pennycookm m parvuNeofusicoccu

Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips & 

 (parva Botryosphaeria)با فرم جنسی  2006

(Gramaje, Banihashemi, & , Mohammadi

a2013 ,Armengol) ی به عنوان عوامل ایجاد کننده

با توجه به  گزارش شدند. این استانی تاک در های تنهبیماری

هزار هکتار  60بیش از ها در استان فارس که کستانسطح زیاد تا

های گونه( تفاوت 1398است )آمارنامه کشاورزی سال 

ممکن  فوقهای و پژوهشپژوهش حاضر  جداسازی شده در

برداری یا کافی نبودن است ناشی از تفاوت در مناطق نمونه

ها باشد. اگرچه این احتمال نیز وجود دارد برداریتعداد نمونه

ی تاک در های تنهی بیماریهای مهم ایجاد کنندهگونه که

برداری در مطالعات ها از زمان نمونهاستان فارس و یا فراوانی آن

http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=467774
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=467774
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=467774
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=180468
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=180468
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=180468
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=500879
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=500879
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=500879
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=500879
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برداری در تا زمان نمونه(  1386تا  1383های پیشین )سال

  د.ن( تغییر کرده باش1399تا  7139های سال)ی حاضرمطالعه

بار نشان داد های پژوهش حاضر برای نخستین یافته

 .B. dothidea ،chrysosperma C. ،Fهای گونه

mediterranea ،K. variispora  وM. phaseolina  از

ی تاک در استان های تنهی بیماریعوامل ایجاد کننده

برای شناسایی عوامل ایجاد  یمطالعات بیشتر فارس هستند.

 ی تاک در مناطقی از کشور کههای تنهی بیماریکننده

اکنون مورد بررسی قرار نگرفته است و نیز شناسایی ت

ترکیبات شیمیایی و طبیعی که قادر به کاهش خسارت ناشی 

در  تاکهای تنه های مختلف قارچی عامل بیماریاز گونه

 های کشور باشند مورد نیاز است.تاکستان

 

 گزاریسپاس

 سازمان جهاد کشاورزی استان فارس و از نویسندگان

 این از حمایت برای پزشکی کشورگیاه اتتحقیق سسهؤم

 تشکر 24-50-16-139-713629 پروژه شماره با پژوهش
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Abstract 

Background and Objectives 

Grapevine trunk diseases are destructive fungal diseases that have considerably increased 

in the recent decades worldwide. More than 130 fungal species were associated with 

grapevine trunk diseases worldwide; however, the pathogenicity tests have not been 

conducted for some fungal species. From 2018 to 2020, grapevines with stunted growth, 

yellowing, branch dieback, and discoloration of the wood tissues symptoms were observed 

during field observation in the Fars province of Iran. This study aims to isolate, identify 

and characterize the fungal agents that cause these diseases using a combination of the 

morphological and molecular approaches. 

Materials and Methods 

Grapevines with stunted growth, yellowing, branch dieback, and discoloration of the wood 

tissues symptoms were used for the isolation of fungal strains. Small pieces of infected 

wood tissues taken from the margin of symptomatic and approximately healthy parts were 

surface sterilized and plated onto potato dextrose agar and malt extract agar media 

amended with ampicillin. Fungal colonies were purified using single spore and hyphal tip 

methods. Isolates were identified using morphological characteristics as well as 

sequencing of different gene regions. The pathogenicity of the isolates was tested in 

greenhouse conditions using one-year-old seedlings of grapevine. To complete Koch's 

Postulates, fungal agents were re-isolated from inoculated plants and identified. 

Results 

166 fungal isolates were obtained and identified using the morphological characteristics as 

well as sequencing of different gene regions. The isolates were identified as 

Botryosphaeria dothidea, Cytospora chrysosperma, Fomitiporia mediterranea, Kalmusia 

variispora, Macrophomina phaseolina, Phaeoacremonium minimum, and 

Phaeoacremonium parasiticum. Among the species, P. minimum (28.31%) and C. 

chrysosperma (5.42%) had the most and least frequency, respectively. Pathogenicity tests 

using one-year-old seedlings in glasshouse showed all tested isolates can cause grapevine 

trunk diseases and produced white rot (in F. mediterranea) or wood necrosis (in other 

species) on inoculated tissue, developing from the point of inoculation.   

doi 

Plant Protection (Scientific Journal of Agriculture) 

44(4), Winter, 2022 

mailto:b.safae@areeo.ac.ir


 

Discussion 

This study's results showed that grapevines in Fars province are infected with fungi causing 

trunk diseases, which were previously reported from other provinces of Iran and other 

countries. According to our knowledge, it is the first report of all species, except P. 

minimum and P. parasiticum, causing grapevine trunk diseases in Fars province. More 

studies are required to better understand the causal agents of grapevine trunk diseases in 

other parts of Iran and introduce chemical or natural components that can reduce the 

economic losses caused by grapevine trunk diseases. 
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