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  چكيده

شـدن   يا قهـوه شبيه به گموز مركبات با علائم پوسيدگي، جداشدن پوست از تنـه،   يا عارضهاخير  يها سالدر 

پوست و لايه سطحي چوب متصل به آن، زردي و زوال روي پايه سيترنج درختـان مركبـات در شـرق اسـتان     

آوري و بـه آزمايشـگاه    مشكوك به آلودگي در مراحل مختلف رشـد جمـع   يها نمونهمازندران مشاهده گرديد. 

% ، 70كـل اتيليـك   با آب جـاري و ضـدعفوني سـطحي بـا ال     ها نمونهمنتقل گرديد. پس از شستشوي سطحي 

كشت داده شـد. روي محـيط    PDAو  PARPHغذايي  يها طيمحقطعاتي از هر نمونه با تيغ استريل جدا و در 

PARPH  پرگنه قارچي رشد نكرد ولي روي PDAهمگن از نظر شكل ظاهري هاي  قارچي با پرگنههاي  جدايه

دادن يك قطعه از محيط كشت حاوي ريسـه  با قرار ها  به دست آمد كه پس از خالص سازي، بيماريزايي جدايه

، موجب نكروز در محل مايه كوبي و پيشرفت يا گلخانهسيترنج در شرايط  يها نهالدر محل برش داده پوست 

از محـيط   يا قطعـه سيترنج تلقيح شده گرديد. شاهد نهال سيترنج مايه كوبي شده بـا   يها نهالآلودگي و زردي 

قـارچ مـورد   هـاي   قارچي علائم آلودگي را نشان ندادنـد. جدايـه  هاي  يهسترون تلقيح شده با جدا PDAكشت 

آن تـك جـداره،   هـاي   توليد پريتس كروي نمـود. آسـك    Foeniculum vulgareبررسي در محيط آگار حاوي 

با اسـتروماي حقيقـي، كنيـديوفورهاي سـيلندري     هايي  چماقي و بي رنگ بود. فرم غيرجنسي آن توليد كنيديوما

 Diaporthe novem  مـورد بررسـي بـا گونـه    هـاي   پيكنيد نمود. بر اساس نتايج به دست آمده، پرگنـه شكل و 

Santos  مطابقت داشت. استخراجDNA انجام و تكثير با آغازگرهـاي نـواحي    قارچيهاي  ژنومي جدايهITS1 ،

ITS4  وBt  ين توالي نيز گونـه  صورت گرفت و قطعات به دست آمده تعيين توالي گرديد. نتايج حاصل از تعي

نمود. اين اولين گزارش از بيماري پوسيدگي پايه سـيترنج و شناسـايي عامـل آن در     دييتأقارچي فوق الذكر را 

  .باشد يمشمال ايران 

  سيترنج، مركبات، پوسيدگي، مازندران :هاي كليدي واژه

 يپزشكگياهفصلنامه 

 رازيش يدانشگاه آزاد اسلام
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  مقدمه .1

ميليـون تـن انـواع پرتقـال و      5/3يران يكي از كشورهاي عمده توليد كننده مركبات در دنياست كـه سـالانه بـيش از    ا

ميلادي متداول بـوده   1800ازدياد بذري مركبات در جهان تا اواسط دهه  ).Tajvar et al., 2011(كند يمنارنگي توليد 

آمريكا، باغداران اقدام به پيوند درختـان خـود    Azoresدر منطقه  1842ولي با شيوع بيماري پوسيدگي طوقه در سال 

  . )Golein & Adoli, 2011(كردند داد يمروي پايه نارنج كه به اين بيماري مقاومت نشان 

 Citrus sinensis (L.) Osbeck ×Poncirus trifoliata (L.) (بين جنسي پرتقال و پونسيروس هاي  دورگ اه سيترنج

Rat.هستند ( )Fotouhi ghazvini & fattahi moghadam, 2010; Golein & Adoli, 2011(   چندين  نـوع سـيترنج .

ن، سـويج،  عبارتنـد از راسـك، مورتـو    هـا  آن نيتـر  مهمكه  اند گرفتهتا كنون به عنوان پايه مورد ارزيابي و آزمون قرار 

 ـ    1909كه دو نوع اخير در سال بنتون، كاريزو و تروير  دسـت  ه از تلاقي پرتقال رقم واشـنگتن نـاول و پونسـيروس ب

به پوسيدگي فيتوفترايي نيز متحمـل اسـت ولـي بـه     ها  . سيترنجرنديگ يمو بيشتر از سايرين مورد استفاده قرار  اند آمده

   .)Gharibi, 2009; Golein & Adoli, 2011( اتد مركبات متحمل نيستندنم

 به پوسيدگي طوقه و پوسيدگي خشـك اشـاره كـرد.    توان يممركبات گزارش شد  يها هيپاكه بر روي  ييها يماريبز ا

فيتوفتوراسـت كـه    يهـا  گونـه  ريتـأث مهمترين بيماري ناشي از  شود يمبيماري انگومك كه پوسيدگي طوقه نيز ناميده 

 از ايران گزارش گرديد و هـم اكنـون عـلاوه بـر شـمال در جنـوب كشـور نيـز وجـود دارد          1320اولين بار در سال 

)Timmer et al., 2006; Elahinia, 2012( .يك زوال ويران كننده در بعضي باغات مركبات كه با پايه سـيترنج     ًرا ياخ

همواره از چـوب تغييـر رنـگ داده درختـان آلـوده جداسـازي          Fusarium solaniاحداث شدند، ديده شده است. 

بزرگتر وتنه در زيـر ناحيـه پيونـد بـدون      يها شهيربه صورت زوال       ًمعمولا ). فوزاريوم Spina et al., 2008( شود يم

  ).  Yaseen & D’Onghia, 2012. (شود يمترشح هيچ صمغي، مانند پوسيدگي خشك ظاهر 

از گياهـان در دنيـا    يا گسـترده به عنوان سـاكنين چـوب مـرده و پوسـت      Diatrypaceae (Xylariales)از  ييها گونه

بيمـارگر شـديد از چـوب درختـان     هـاي   عنوان پاتوژن در اين خانواده به ها جنسگسترش يافتند. يك تعدادي از اين 

 Nitschkeاولـين بـار توسـط     Diaportheجنس ). Trouillas et al., 2011(شده استباغي، جنگلي و زينتي گزارش 

بر روي محـدوده وسـيعي از گياهـان ميزبـان مسـئول        .Huang et al., 2013 (Diaporthe sppر يافت(ا) انتش1870(

بيماريزايي هستند. بعضـي از نظـر اقتصـادي در سراسـر دنيـا مهـم هسـتند مثـل عوامـل پوسـيدگي ريشـه و ميـوه،             

 Phomopsis يهـا  گونـه ). Gomes et al., 2013، زوال و پوسيدگي(ها يوختگسسرخشكيدگي، شانكرها، لكه برگي، 

 Diaportheهستند، بنابراين بيشتر ادبيات قديم و جديد كه اطلاعات بيماريها بـا عامـل    Diaportheشكل غير جنسي 

). بـا  Huang et al., 2013؛ Gomes et al., 2013(نيـز بيـان شـود     Phomopsisتحـت عنـوان    تواند يمگزارش شده 

در حال ظهور صورت گرفـت  هاي  زيادي به سمت شناسايي و توصيف پاتوژن يها شرفتيپاستفاده از داده مولكولي، 

هـدف از ايـن    ).Udayanga et al., 2014قـرار گرفتنـد(   Diaportheمرسوم در جنس هاي  و ساپروفيتها  و اندوفيت

  .استبررسي شناسايي عامل عارضه پوسيدگي بر روي تنه سيترنج 
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  ها مواد و روش .2

ري در فصول مختلف سال از ناحيه پوسيده و تغيير رنگ يافته پايه درخـت در زيـر محـل پيونـد از باغـات      ابرد نمونه

  .باشد يمر رنگ در ناحيه پايه ساري، نكاء، قائم شهر صورت گرفت. اين علائم شامل پوسته پوسته شدن تنه و تغيي

  
  : علائم مشاهده شده در باغ1شكل 

Fig. 1: Signs have been seen in the garden 

% ضـد عفـوني   70زير شير آب شستشو شده و سپس به هود سـترون منتقـل و بـا اتـانول      ها نمونهيشگاه ابتدا ادر آزم

ميلي متري با تيغ سـترون جـدا شـده و     3-5قطعات  ها نمونهسطحي شد. از حد فاصل بافت سالم و تغيير رنگ يافته 

در انكوبـاتور بـه مـدت سـه روز نگهـداري       C 25˚قرار داده شـد و در دمـاي    PARPHو  PDAروي محيط كشت 

 Peres et(قارچي از طريق كشت مجدد نوك ريسه انجام شدهاي  . خالص سازي جدايه)Teymuri et al., 2013(شد

al., 2008(ريخت شناسي و رشدي آن بر روي محيط  يها يژگيوبراساس ها  جدايه . شناساييPDA  .صورت گرفت

ريخت شناسي ميكروبي  يها يژگيوسانتي متر ميسيليوم از حاشيه كلني انجام شد.  3تا  2ميكروسكوپي از  يها اندازه

و شكل و اندازه كنيـدي از طريـق   فياليد، وسعت تشكيل زگيل،  يها پيتاز قبيل ساختار و اندازه كنيديوفور، اندازه و 

 & Arabnezhadها از هر نوع ساختار بوسيله ميكروسكوپ نوري انجام شـد(  گيري مقدار آب اندازه گيري شد. اندازه

mohammadi, 2013 .(  

  زايي رياآزمون بيم

ميلـي متـر    5بصورت زخم بر روي تنه نهال سيترنج تروير بوسيله يك چوب پنبه سوراخ كن به ابعاد  ييها برشبتدا ا

روزه بر روي محـل   10ميلي متري آگار حاوي ميسيليوم قارچ مورد نظر از يك كشت  5ايجاد شد و سپس يك قطعه 

اسـتريل   PDA. محل زخم بوسيله پنبه مرطوب و پارافيلم پيچيده شد. همچنـين قطعـاتي از آگـار    ميده يمزخم قرار 

 يا گلخانـه سبز تلقيح شـده در   يها نهال(بدون قارچ) نيز بر روي محل زخم چند نهال به عنوان كنترل قرار داده شد. 

و محـل مايـه كـوبي بررسـي شـد. از       روز محل زخم باز شد 20درجه سانتي گراد قرار داده شد. پس از  25با دماي 

كـوبي   قرار داده شد و قارچ رشد كرده را با قارچ مايـه  PDAبافت نكروتيك شده حاشيه محل زخم بريده و بر روي 

  ).Arabnezhad & Mohammadi, 2013شده مطابقت داده شد تا فرضيه كخ بدرستي انجام گردد(
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  ها سايي مولكولي جدايهاشن* 

   DNAستخراج ا

 PDBاز ريسه آن به ارلن حاوي محـيط كشـت    يا قطعهخالص سازي شده، هاي  رشد پرگنه هر يك از جدايهز اپس 

 Esfahani etروز قـرار داده شـد(   4تا  3دور در دقيقه به مدت  120منتقل و روي دستگاه لرزاننده دوراني با سرعت 

al., 2013 استخراج .(DNA  براساس روشGuo )با تغييـرات انـدكي انجـام شـد(    2004و همكارانش (Guo et al., 

خـارج، بـا آب مقطـر     PDB). در شرايط سترون آزمايشگاهي توده ميسيليومي رشد كرده هر جدايـه از محـيط   2004

ميلـي ليتـري    5/1شستشو و سپس در هاون چيني و در مجاورت ازت مايع پودر گرديد. پودر ريسه به لوله درب دار 

قرار  گرفت.  C65˚دقيقه در دماي  30به آن اضافه، مخلوط و به مدت  CTABميكروليتر بافر استخراج  800و منتقل 

) به آن افزوده و با تكان دادن يكنواخـت گرديـده و بـه    24:1ايزوآميل الكل (-ميكروليتر  مخلوط كلروفرم 800سپس 

ديگري منتقل و به ميزان هم حجم آن، ايزوپروپـانول  سانتريفوژ گرديد. لايه رويي به لوله  g10000مدت ده دقيقه در 

% شستشـو و پـس از   70دقيقه سانتريفوژ شد. رسوب حاصل با اتانول  15براي  g13000) اضافه و در -C  20˚سرد (

  نگهداري گرديد.  -C  20˚به آن اضافه و در دماي  TEميكروليتر بافر  70خشك شدن در مجاورت هوا، 

  غازگرهاي عمومياستفاده از آ اتكثير ب

 DNA ت نوكلئيك اسيد با استفاده از آغازگرهاي طراحي شده براي تكثير نـواحي حفاظـت شـده داخلـي    اتكثير قطع

قارچي و در شرايط سترون بـه شـرح زيـر انجـام     هاي  و بتا توبولين براي هر يك از جدايه)  ITS rDNA(ريبوزومي 

  ).Al-Sadi et al., 2011شد(

 AccuPowerآماده ليوفيليزه     يها وپيتميكروليتر انجام گرفت. در اين واكنش از  20در حجم نهايي  PCRكنش او

PCR PreMix)BioNEER Co.   استفاده شـد. مقـدار (ميكروليتـر از آغازگرهـاي    5/1ITS1 )5- TCC GTA GGT 

GAA CCT GCG G-3 ،(ITS4 )5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3)(Santos & phillips, 

 5-ACC ( Bt2b) و Santos et al., 2011  ،(Bt2a  ) 5-GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC-3؛2009

CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC-3) (Glass & Donaldson, 1995 ؛Gomes et al., 2013   8) بـه همـراه 

) بـا واسرشـت سـازي    MJ Mini, BIO-RADافزوده و در دستگاه ترموسايكلر ( ها وپيتميكروليتر آب به هركدام از 

 58دقيقـه،   1درجـه سـانتي گـراد در     94چرخه حرارتـي(  35دقيقه، سپس  2درجه سانتي گراد به مدت  94اوليه در 

درجـه   72دقيقـه در   4دقيقه) و گسترش نهايي به مدت  5/1درجه سانتي گراد در  72دقيقه و 1درجه سانتي گراد در 

  ). Trouillas et al., 2011سانتي گراد عمل تكثير انجام شد(

  PCRرزيابي محصول نهايي واكنش ا

حـاوي غلظـت    TBE% در بـافر   5/1ماكروليتر از محصول به دست آمـده در مرحلـه قبلـي روي ژل آگـارز      5ر امقد

مشـاهده و   Prep OneTM Sapphire) الكتروفـورز شـده و توسـط دسـتگاه     SYBR GreenIسـايبرگرين(  10000/1

  عكسبرداري شد.
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  )NCBIموجود در بانك ژن( يها يتوالتكثير شده، همرديف سازي و تطبيق با  DNAلي قطعات اتعيين تو

 ,ABI 3730XL DNA Analyzerپـس از تعيـين تـوالي(   هـا   پليمـراز هـر يـك از جدايـه     يا رهيزنجكنش امحصول و

BIONEER Co., Korea و همرديف سازي توسط نرم افزار (Sequin يها يتوال، با   ) موجـود در بانـك ژن NCBI, 

http://www.ncbi .مقايسه شد (  

  نتايج  .3

  قارچيهاي  ت ظاهري جدايهامشخص* 

درجـه سـانتي گـراد     25در شرايط دمايي  PDAقارچ عامل عارضه مورد بررسي روي محيط غذايي هاي  يهاپرگنه جد

كروي است و قطر  .Foeniculum vulgare Millپريتسيوم بر روي محيط حاوي ساقه   كندي داشته است.      ًنسبتا رشد 

بصورت پراكنده بر روي نواحي استروماتيك خارجي مشـكي رنـگ قـرار    ها  . پريتسباشد يمميكرومتر  440-320آن 

. باشـد  يم ـمنشـعب شـده دارا         ًغالبا و  يا رشتهميكرومتري، مويي شكل،  2250-1600مشكي و بلند  يها گردندارند. 

. باشـد  يم ـاسـپوره   8انكسـاري در نـوك كـه قابـل مشـاهده اسـت و        يا حلقـه تك جداره، چماقي شكل با ها  آسك

اف، سـيلندري شـكل،   آسكوسپورها بصورت تصادفي مرتب شده، از تك رديفه تا دو رديفـه آزاد، داراي هيـالين، ص ـ  

، بعضـي از اوقـات   يا قطره 4طور متوسط جداره دار، بعضي از اوقات در نواحي ديواره منقبض شده، بطور معمول  هب

. كنيـديوماتاي  باشـند  يم ـقطره مركزي و نزديكتر به جـداره و بزرگتـر هسـتند،     2قطره دارد،  4بدون قطره، زماني كه 

 580-310در محيط كشت پيكنيدي، مخروطي شـكل و قطـر     Foeniculum vulgare يها ساقهتشكيل شده بر روي 

دسته بندي شـده اسـت.    ييها خوشهميكرومتر طول و در  710-380ميكرومتر قطر دارد. گردن پيكنيدها مويي شكل، 

. كنيديوفورها سـيلندري شـكل، شـفاف، صـاف، تـك تـا دو       شوند يمقطرات زرد نيمه شفاف كنيدي از دهانه خارج 

 رأسكنيديوم زا فياليديك، چماقي تا نـخ ماننـد، بطـرف     يها سلولميكرومتر هستند.  9/1-2/3 × 3/5-4/10سلولي، 

كنيدي زا انتهايي، چسـبيده   يها سلول. شود ينممخروطي شكل، ضخيم شدگي پيراموني موجود است. گريبانك ديده 

ميكرومتر و انتهايي، متعلق به محور اصلي كنيديوفور امـا يـك طـولاني     7/1-7/2 × 9/8-0/16يوفورها، كنيد رأسبه 

 يا قطـره . كنيدي آلفا تك سلولي، بيضي تا سيلندري شكل، با انتهاي منفرجه، شـفاف و دو  دهد يمشدن انتهايي نشان 

. از نظـر جنسـي   باشـد  يم ـقطره با انتهاي مـدور  شكل، انحنادار، بدون  يا رشتهاست. كنيدي بتا شفاف، بدون ديواره، 

ــت.   ــك اسـ ــانيمهتروتاليـ ــا زبـ ــده آن   يهـ ــناخته شـ  Asclepias syriaca L. ،Aspalathus linearisشـ

R.Dahlgren )Burm.f.( )2006 ,.et alvan Rensburg  ،(Merr. )L.( Glycine max  ،.LHelianthus annuus  

)., 2011et alSantos  ،(Ser. )Thunb.(Hydrangea macrophylla  )., 2011et alSantos  ،(Vitis vinifera L. 

)van Niekerk et al., 2005 (باشـد  يم     ) گسـترش آن در منـاطق كرواسـي، ايتاليـا، پرتقـال .Santos et al., 2011 و (

مهمـي در   ي نكتـه ) گزارش شده اسـت.  van Niekerk et al., 2005 ،van Rensburg et al., 2006(جنوبي آفريقاي 

با تيپ سازگار متفـاوت تشـكيل    ها زولهياعد از برخورد بارور در محيط كشت فقط بهاي  ريتساينجا وجود دارد كه پ

 .Dشبيه به  ها گونههتروتاليك هستند. اين  ها گونهقابل تشخيص است. بنابراين، اين  PCRوسيله  ه، بطوريكه بشود يم

chailletii  و پهنتـر هسـتند، و آسكوسـپورها سـيلندري      تر كوتاهها  بلندتري دارد، آسكهستند اما گردن پريتس بسيار

). بـر اسـاس   Santos et al., 2011(هستند شكل  كه دوكي تا بيضوي D. chailletiiشكل در مقابل با آسكوسپورهاي 
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 Santos et( مطابقت داشت  Diaporthe novem J.M.  Santos  مورد بررسي با گونههاي  نتايج به دست آمده، پرگنه

al., 2011.(  هيچ قارچي بر روي محيطPARPH  .رشد نكرد  

    
   Diaporthe novemپرگنه قارچ  .2شكل 

Fig.  2. Diaporthe novem fungus colon  
   Diaporthe novemهاي  اسكلروت .3شكل 

Fig.  3. Diaporthe novem sclerotia 

 ريزايياآزمون بيم

نكروتيك بر روي نهال سبز ايجاد كرد  يها زخمساس آزمون بيماريزايي، جدايه قارچي مورد نظر، بيماريزا بوده و ا بر

كه در جهت بالا و پايين محل مايه كوبي در حال گسترش بود كه نسبت به كنترل اندازه بزرگتـري داشـت. از كشـت    

جداسازي شـد.    Diaporthe novem) قارچ PDAمايه كوبي شده روي محيط سيب زميني دكستروز آگار( يها نمونه

  در نهال شاهد لكه نكروتيك مشاهده نشد.

  
  علائم آلودگي بر روي پايه سيترنج .4شكل 

Fig.  4. Infection symptoms on cittrange rootstocks 

  آغازگر عموميبا ) PCRپليمراز ( يا رهيزنجكنش او* 

) و بـا  6(شكل 600bp قطعاتي در حدود   ITS 4و   ITS 1با استفاده از آغازگرهاي ها  سيد نوكلئيك جدايهادر تكثير 

  ).7تكثير گرديد(شكل   bp 500، قطعاتي با اندازه حدود Bt2bو   Bt2aآغازگرهاي 

  )NCBIموجود در بانك ژن ( يها يتوالتكثير شده، همرديف سازي و تطبيق با  DNAلي قطعات اتعيين تو

) مـورد  NCBIپـس از تعيـين تـوالي در بانـك ژن(     ITS1  ،ITS4  ،Bt2a  ،Bt2bآغازگرهـاي   امحصول تكثير شده ب
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%  مشـابهت را بـا قـارچ    99بـه ميـزان     Bt2% و با ناحيه ITS ،99مقايسه قرار گرفت. ميزان شباهت ژنتيكي با ناحيه 

Diaporthe novem   به دست آمده از تكثير نواحي يها يتوالنشان داد. همچنين ITS و Bt2       بـه ترتيـب بـا شـماره

  ثبت گرديد. )NCBIدر بانك ژن ( KR061991 و KR061990  دسترسي

  بحث .4

بصورت متداول به عنـوان انـدوفيت از چنـدين ميزبـان در منـاطق معتـدل و گرمسـيري جـدا          Diaporthe ياه گونه

، يـك  شـود  يمبه عنوان بيماريزاي گياهي توصيف       ًمعمولا  Diaportheاگرچه اعضاي  ).Gomes et al., 2013(اند شده

اين جنس به مطالعات اندوفيتي مربوط است و بـر روي پتانسيلشـان بـه عنـوان يـك       يها گزارشافزايش تعدادي از 

 شود يمثانويه جديد با فعاليت آنتي بيوتيكي، قارچ كشي و ضد سرطاني آن متمركز هاي  توليد كننده آنزيم و متابوليت

)Gomes et al., 2013 .(بـراي كنتـرل بيماريهـايي كـه توسـط       ها گونهشناسايي    ًقا يدقDiaporthe   و  شـود  يم ـايجـاد

و   شـان  يشناس ـبراسـاس ريخـت    Diaporthe يهـا  گونه   ًرا ياخهمچنين براي اجراي مقررات قرنطينه ضروري است. 

هنوز بطور  Diaporthe. بهرحال، الگوهاي ارتباط ميزباني و گونه زايي داخل گروه شوند يمارتباط ميزبانيشان شناخته 

 داراي و انـد  رفتـه  فرو استروما درها  پريتسيوم Diaporthe جنس ). درUdayanga et al., 2014كامل مشخص نيست(

. باشـند  يم سلولي دو و رنگ بي انتهايي انكساري است و آسكوسپورها ي هحلقآسك داراي يك منفذ و . بلندند گردن

 بتـا  و) شـكل  بيضـوي ( آلفـا  كنيديوم نوع دو جنس اين در. دارند تعلق Phomopsis به جنس اين يها گونه آنامورف

 عامـل ( Diaporthe  citri مهم يها گونه از برخي. شوند يم توليد) استروما( كاذب پيكنيديوم يك داخل) شكل نخي(

) بادنجـان  پوسـيدگي ( D. vexans سـويا) ،  لوبيا، نظير گياهاني در بيماري عامل( D. phaseolorum ،)مركبات ملانوز

 شـانكر  موجب فارس استهبان ي منطقه در ويژه به انجير روي ايران در كه جنس اين به وابسته مهم گونه شبه.  هستند

 بنـابر  و اسـت  نشـده  مشـاهده  ايـران  در قـارچ  ايـن  جنسـي  فـرم  كنـون  تا. است Phomopsis cineracens شود يم

 تشـكيل  نـدرت  بـه  يـا  و شـود  ينم ـ تشـكيل  ايرانـي  يهـا  نمونـه  در نيـز  بتـا  نـوع هـاي   كنيديوم موجود يها گزارش

  ).Khodaparast, 2010(شود يم

بسيار دقيق است كـه بـه عنـوان     DNAتعيين توالي  يها دادهبا استفاده از  Diaportheجديد سيستميكي  يها رشاگز

فيلـوژنتيكي   يها گزارشمورد استفاده در  ينشانگرها. رود يمدر داخل اين جنس بكار  ها گونهابزاري براي قرار دادن 

 ـاخ) و بيشـتر  ITS( يا هسـته داخلي ريبـوزوم كامـل    ي شدهحال حاضر شامل مناطق فاصله ترانويسي  قسـمتي از     ًرا ي

تيـپ آميزشـي    يهـا  ژن)، HIS( H3)، هيسـتون  CAL)، كـالمودولين ( TUBتـا توبـولين (  )، بACTاكتين ( يها يتوال

)MAT 1-1-1  وMAT 1-2-1  ) و فاكتور طويل شـدن ترجمـه (EF1-α (چنـد ژنـي    يهـا  گونـه . توصـيف  باشـد  يم ـ

متداول و ريخت  يها پيتمقايسه شده با آزمايشات  يها قارچفيلوژنتيكي ابزار بسيار موثري براي مطالعات رده بندي 

مفيد است امـا آنـاليز فيلـوژنتيكي     Diaporthe يها گونهاغلب براي شناسايي   ITS. اگرچه منطقه باشد يمشناسي آن 

 ITS يهـا  يتـوال در تعيين  يا گونهمرزي و ارتباط آنها نياز است. تنوع درون  يها گونهچند ژني براي بازسازي دقيق 

زماني كه تنها اسـتفاده   ها گونهعلت گيج شدن در تشخيص  تواند يمه شده كه مشاهد Diaportheدر چندين گونه از  

  ).  Udayanga et al., 2014باشد( شوند يم
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 Diaporthe novem همچـون   ييهـا  زبانيمز اHydrangea macrophylla  ،Helianthus annuus  وVitis vinifera 

)Gomes et al., 2013 ؛Huang et al., 2013 (است ) ، رويبوس و سويا نيز گزارش شدهHuang et al., 2013 .(  

Diaporthe novem  فرم غير جنسي)Phomopsisن عامل پوسيدگي پس از برداشت در كيوي معرفـي شـد.   ا) به عنو

مشخص شد كه اين جنس عامل مهمي در پوسيدگي پس از برداشت است و مقـدار خسـارت آن    DÍazدر تحقيقات 

بيشـتر   يهـا  شـدت و در  شود يمكه از انتهاي ساقه شروع  يا قهوهقابل توجه است. علائم آن پوسيدگي نرم با پوست 

  ). DÍaz et al., 2014(باشد يمشدن و آبكي شدن بافت  يا قهوه. اثر آن بر روي ميوه شامل شود يموارد ميوه 

 را بـر روي سـويا در   Diaportheگونه از  ITS ،4و اطلاعات تعيين توالي  EF1-αليزهاي فيلوژنتيك بر روي اطبق آن

) از سويا شناسـايي شـدند در   D. longicollaو  D. phaseolorum ،D. caulivoraتا از اينها ( 3كرواسي آشكار شد. 

از نظر فيلـوژنتيكي متمـايز بودنـد، امـا      ها گونهتا كنون از اين ميزبان به ثبت نرسيده است. نه تنها  D. novemحاليكه 

، تشـخيص  كننـد  يم ـهمچنين بر اساس شكل شناسيشان، رفتار جفت يابي و براساس بيماري كه ايجاد  تواند يم ها آن

شناسـايي شـده بـه عنـوان      يها زولهيايكي با داده شوند. اين گونه بر روي سويا در كرواسي در هر دو درخت فيلوژنت

Phomopsis sp..  بـر روي رويبـوس      ًرا ي ـاخشناسـايي نشـده اسـت كـه      يهـا  گونـه . اين يكي از شوند يمطبقه بندي

)Aspalathus linearis) (van Rensburg et al., 2006) و هورتانسيا (Hydrangea macrophylla) (Santos et al., 

) Helianthus annuusروشن كرد كه اين گونـه بـر روي آفتـابگردان (    ITS) گزارش شده است. مقايسه توالي 2011

)Rekab et al., 2004) و انگور (Vitis vinifera) (van Niekerk et al., 2005   .نيز تحت نام يافت شـده بـود (van 

Rensburg   زيرا آنهـا فقـط يـك جدايـه      ها گونهبراي اين  اشاره كرد به بكاربردن يك اسم 2006و همكاران در سال

مـا پيكنيـد   هـاي   ). در مطالعه انجام شده، نه فقط جدايهSantos et al., 2011( باشد ينمدارند كه قادر به توليد اسپور 

جنسـي در محـيط    يها پيتمقابل ها  در زماني كه جدايه دهند يماما آنها همچنين پريتس تشكيل  كنند يمبارور توليد 

نامگـذاري گرديـد.    D. novemisمشـاهده شـد و    ها گونه. در مطالعات انجام شده تلومورف اين رنديگ يمكشت قرار 

يك تهديد نشان دادند يا اگـر آن هسـت يـك پـاتوژن      ها گونهمطالعات بيماريزايي به روشن شدن كمك كرد اگر اين 

 يهـا  سـاقه كه اين قارچ هميشه از بذرهاي بدون علائـم و هرگـز از    يا نكتهضعيف روي اين ميزبان. اين هست مهم 

 ـتأاز سويا، بخصـوص در كرواسـي،    Phomopsisو  Diaportheآينده از هاي  بيمار جدا نشده بود. جدايه خواهـد   ديي

  ).Santos et al., 2011كرد كه اين يك پاتوژن ضروري روي اين ميزبان هست(

 يها يماريببدين وسيله از اتحاديه باغداران استان مازندران و همكاران در آزمايشگاه تشخيص آفات و اري: ذسگاسپ

  .گردد يمگياهي آن اتحاديه كه امكانات و همكاري لازم جهت اجراي اين پژوهش را فراهم نمودند، قدرداني 
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Abstaract 

Recently, a devastating decline has been observed in some citrus groves established 
with cittrange rootsock. The most conspicuous symptom is a frustose rootstock and 
decline. The suspicious infected samples were collected at different stages of 
growth and transported to the laboratory. The samples were rinsed under top water 
and disinfested with 70% ethyl alcohol. Pieces of each sample was separated with a 
sterile blade and cultured on potato dextrose agar (PDA) medium. Obtained fungal 
isolates were purified and pathogenicity of the isolates was tested by A mycelial 
plug (5 mm diam.) obtained from the margin of a fungal colony was placed in the 
wound with the mycelium facing towards the stem, and the wound was wrapped 
with Parafilm. Based on the morphological characteristics including colony form, 
conidia specific feature, and growing on agar cum Foeniculum vulgare stipes, 
studied fungal isolates were identified as Diaporthe novem Santos. Genomic DNA 
extraction was done from fungal isolates and amplification was done with ITS1, 
ITS4 and Bt regions primers and the amplicons were sequenced. Also the 
sequencing results confirmed fungal species mentioned above. This is the first 
report of fruit drop and dieback disease and the causal agent identification on local 
tangerine in north of Iran. 
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