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92/58/18تاریخپذیرش:91/51/18تاریخدریافت:  

 چکیده

Botryosphaeriaceae در دباش می یمیزبانی وسیعمنه دا وپراکندگی که دارای  است هااز قارچ ایخانواده .

انجام در بابل )استان مازندران( فندق ی شاخه و تنه درختان ها بر روی بیماری ایمطالعه 5931بهار و تابستان سال 

مانند شانکر و تغییر  Botryosphaeriaceaeی خانواده ها های مشخصی مربوط به قارچگردید که در آن نشانه

شناسایی و تعیین با هدف  حاضر مطالعهبنابراین . مشاهده گردیدرخی از درختان رنگ سکتور مانند بر روی ب

ی از شاخه درختان دارنمونه بر. شدانجام این علایم با همراه  Botryosphaeriaceaeی ها زایی جدایهبیماری

گرفت. صورت  PDAجداسازی عوامل قارچی از بافت تغییر رنگ یافته چوب بر روی محیط و  انجام شدبیمار 

انجام  tef-1αژن های مربوط به و تجزیه و تحلیل ترادف شناسی ریختهای س ویژگیبر اسا هاشناسایی جدایه

. در این صورت گرفتهای بریده شده فندق بر روی شاخه منتخبهای زایی برای جدایهگردید. آزمون بیماری

از ( خاکستری تا تیره یها رشد سریع و پرگنه) Botryosphaeriaceaeشبیه به  یها با ویژگیجدایه  95 ،مطالعه

ژن مبتنی بر  تبارشناسی تحلیل  و تجزیه و شناسی ریختی ها بر اساس ویژگی درختان فندق جداسازی گردید که

tef1a به عنوان Botryosphaeria dothidea های انتخاب شده برای آزمون تشخیص داده شدند. جدایه

د. زنی شده گردیدنهای مایهتغییر رنگ بافت چوب بر روی شاخه باعث ایجاد روز 51زایی بعد از گذشت  بیماری

های زوال در دنیا گزارش نشانهقبلا از درختان فندق با  Botryosphaeriaceaeی ها برخی از گونهاگرچه 

ان بر روی درخت B. dothideaزایی گونه اولین گزارش از وجود و بیماری تحقیقبا این وجود این  ،اند شده

 باشد.فندق در دنیا می 

 tef-1α، ، ایران، بیمارگرهای شاخه و تنه، استان مازندرانBotryosphaeriaceae :هاکلیدواژه

 
 مقدمه

نامعلمی درختی .Corylus avellana Lفندقبا

از کهاستBetulaceaeخانواده عنوان ازبه یکی

 مهم خشکبارهای فندقشودمیشناختهدنیا از. بعد

بادام،شاهبلوطمح صولاتیهمچونبادامهندی،گردو،

 پسته اختصاصدادهو خود به را تولید میزان بیشترین

FAO, 2014است) توسط(. شده ارائه اساسآمار بر

 ازفائو بعد دنیا در فندق تولید میزان نظر از ایران

آذربایجان، آمریکا، ایتالیا، ترکیه، همچون کشورهایی

دبسیاریایندرختنیزماننراردارد.گرجستانوچینق

می دیگر میوه درختان واز آفات تاثیر تحت تواند

ابعمختلفبارجوعبهمنهایمختلفیقرارگیرد.بیماری

دکهدرچندسالاخیرگردداخلیوخارجیمشخصمی

بیماهمیتویژه به تنهاریای و شاخه بیمارگرهای و ها

وهگرفتهتادرختانزینتیودرختانمختلفازدرختانمی

 در است. شده معطوف طولجنگلی سالاین چند
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بیمارگرقارچ عنوان به مختلفی تنههای و شاخه های

توانبهکهمیانداشناساییومعرفیشدهدرختاندردنی

 خانواده )شاخهBotryosphaeriaceaeاعضای

AsomycotaوراستهBotryosphaerilaes)بهعنوان

لا.اصوهایمهمدراینزمینهاشارهنمودازخانوادهیکی

گونه9شانکرهای توسط شده اینایجاد مختلف های

 از یکی عنوان به کنندهخانواده محدود مهمعوامل

پسته، جمله از خشکباری درختان محصولات کاهش

 ,.Moral et al)شوندباداموگردودردنیاشناختهمی

لودگیبافتبیمارگرهاباعثآ.بهطورکلیاین(2019

کمت فراوانی با نیزچوبو برگری ها،باعثآلودگی

 Michailides and)شوندمیهایدرختانوگلهامیوه

Morgan, 1992; Trapero et al., 2011; Phillips 

et al., 2013; Slippers et al., 2013 اعضای(.

 بیماریBotryosphaeriaceaeخانواده ایجاد ایهبا

در تنه و شاخه شانکر و سرخشکیدگی همچون مهمی

دنیا در درختان مهاجم بیمارگرهای عنوان به درختان

(.Slippers and Wingfield, 2007)شوندمیشناخته

دارومیوههستهدرختانمختلفیازجملهدرختانامروزه

)دانه  ,.Slippers et al., 2007; Phillips et alدار

درختان2013 ،) مهمی پستهمانندخشکباری

(Michailides, 1991) گردو ،(Rumbos, 1987)،

( زینتیMichailides et al., 2018بادام درختان ،)

(Zlatković et al., 2018بومی درختان همچنین و )

(Pérez et al., 2008)(وجنگلیLawrence et al., 

ناختهشدردنیابهعنوانمیزبانایننوعبیمارگرها(2017

شوندمی درراستایپیشرفتمطالعاتدردنیا،درایران.

 دردرخصوصنقشاعتحقیقاتینیز ضایاینخانواده

بیماری شاملایجاد مختلف درختان تنه و شاخه های

 مانند میوه )درختان  ,.Mohammadi et alانگور

2013 درختان ،)  Mohammadi and)داردانهمیوه

Sharifi, 2016)هست )هو  ,.Soltaninejad et alدار

                                                           
1-Cankers 

درختان(،Mohammadi et al., 2015پسته)(،2017

 Hashemi andزینتیدرفضایسبزشهرهایمختلف)

Mohammadi, 2016; Hashemi et al., 2017و )

کشور شمال در ویژه به جنگلی درختان

(Kazemzadeh Chakusary et al., 2017 نجاما(

هایمختلفینیزجداسازیوشدهاستکهطیآنگونه

روش شناساییشناسیریختهایبه مولکولی وو

گونهاند.شدهگزارش دو مثال عنوان به

Botryosphaeria dothidea  Neofusicoccumو

parvum سال 2594در از تنه و سروشاخه درختان

شنش و جداسازی کرمان استان در شدندیراز اسایی

(Mohammadi et al., 2014).مطالعه دربا که ای

استانکرمانانجام در همینسالبررویدرختانخرما

 گونه نیز B. dothideaشد همراه  Diplodiaبه

mutila جداسازی بیمار درختان بیماریاز آنهاو زایی

بررسیقرارگرفت (.Mohammadi, 2014)نیزمورد

رویبیماری بر تحقیقیکه درختانبا تنه و هایشاخه

م هستهیوه نیز است شده انجام ایران در هایگونهدار

 .Diplodia seriata،Dشاملمختلفیازاینخانواده

mutila،N. parvum،B. dothidea،Dothiorella 

viticolaوLasiodiplodia theobromaeدرختاناز

 Soltaninejad et)اندشدهگزارشجداسازیوبیمار

al., 2017 اینراست(. در D. seriataهایگونها ،L. 

theobromae،Neoscytalidium hyalinum،

Dothiorella sarmentorumوDo. viticola به نیز

قارچ هاعنوان درختان تنه و شاخه بیمارگر نارون،ی

صنوبر بید شیرازو و کرمان شهر دو سبز فضای در

 و  Hashemi and)اندهشدشناساییجداسازی

Mohammadi, 2016; Hashemi et al., 2017.)

بررسیچنینمنابععلمیموجودبیانگراهمیتاینگروه

وتنههابهعنوانبیمارگرهایشناختهشدهشاخهازقارچ

باشد.درختاندرایرانودنیامی
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 مهمترین از یکی عنوان به محصولاتفندق

شودولیتاکنونمطالعهاختهمیخشکباریدرجهانشن

یشاخهوتنهایندرختهاخصوصبیماریدرچندانی

 است.در نشده انجام مطالعهدنیا سالطی در که ای

از2593 گونه یک شد انجام شیلی کشور در

Botryosphaeriaceae نام ازDiplodia coryliبه

نشانه با فندق درختان جداسازیشاخه شانکر های

( Guerrero and Pérez, 2013گردید در(.

هایبررسی سال در که بیماری2592ی روی یهابر

برخی،ایتالیاانجامشدکشوردرایندرختشاخهوتنه

 خانواده اعضای ،Diatrypaceaeاز

Gnomoniaceaeهمچنین خانوادهگونهو های

شده مانندشناخته شاملBotryosphaeriaceaeای

هاگونه Diplodia sapineaی ،D. seriata،

Dothiorella iberiaca،Do. 

symphoricarposicola،Do. parvaوDo. 

omnivoreو جداسازی بیمار درختان شاخه از

یهایجدیدندکهدوگونهآخرگونهشناساییگردید

شدند معرفی خانواده این برای که بودند

(Linaldeddu et al., 2016).درایراننیزگونهDo. 

Parvaازیوهایایندرختجداسشاخهتنهاازروی

(Abdollahzadeh et al., 2014)گزارششدهاست

 بیماریمینهدراینزکه واهمیتزاییهیچاطلاعیاز

بیمارگر عنوان به برآن فندق درخت بافتروی و

ازهاییکهدرطولبازدیدباشد.دردستنمیچوبآن

مناطق برخی در فندق مازندران(بابلکشت )استان

نش شد شانکرهاییانهانجام صورت به بیماری هایاز

گردید.هشاخهبررویبرخیازدرختانمشامتعدد ده

 بنابراین با مطالعه این شناسایی،جداسازیهدف

بیماریشناسیریخت همچنین و مولکولی زاییو

بانشانهقارچ هایگفتهشدهبررویدرختانهایهمراه

انجامگردید.منطقهازکشورفندقدراین
 



 ها د و روشموا

شاخه از  ها و جداسازی قارچبرداری  نمونه

 درختان

9311سالبهاروتابستاندرطولبازدیدهاییکهدر

منطقهبندپیشرقیازتوابعشهرستانازدرختانفندقدر

بیماریانهمدنشبهعملآ)استانمازندران(بابل هاییاز

 صورت شانکربه درختانهای از برخی روی بر شاخه

 شد. شاخهدیده از برشعرضی تغییردر نیز بیمار های

کهمانند(9)ویشکلهشکلسکتوررنگبافتچوبب

خانوادهشناختهشدهیهایمرتبطبهقارچهایکیازنشانه

Botryosphaeriaceaeبهطورمعمول.استدیدهشد

درخت هر دواز تا چهار شدهنشانهباشاخه هایگفته

نمونهگبردارینمونه مشخصاتردید. ثبت از پس ها

زمایشگاهعواملقارچیبهآجهتجداسازی،موردنیاز

برشمنتقل تهیه با آزمایشگاه در وشدند. عرضی های

 شاخهطولی شدهاز برداری نمونه هاینشانهنوعهای

هاداخلیموردارزیابیقرارگرفت.عملجداسازیقارچ

رنگ تغییر ناحیه فاصل حد از نیز سالم و بافتیافته

پنجتاسهچوبانجامشد.برایاینکارقطعاتیبهاندازه

با ضدعفونی از بعد و تهیه چوب بافت از متر میلی

نیملریتسدیمکهیپو دودرصدو آبمرتبه شستشوبا

سترون بر خشکروی هود زیر در کاغذی دستمال

مح روی بر شده ضدعفونی قطعات کشتشدند. یط

سی )آ-دکستروز-زمینیبعصاره PDAگار
و2 کشت )

یهاپرگنهدرجهسانتیگرادنگهداریشدند.21دردمای

جهتانجاممراحلبدستآمده،خالصسازیوقارچی

.گردیدندمطالعهدریخچالنگهداریبعدی

های ها بر اساس شاخصشناسایی جدایه

 شناسی ریخت

جدایه مطالعه این طول بیماریهایدر درختان از

 بالاییبرخورداربدستآمدندکه ازسرعترشدنسبتا

اسپور(رشدای)بدونتولیدتنهابهصورتریسهبودندو

                                                           
1 -Wedge-shaped wood necrosis 

2 -Potato-Dextrose Agar (PDA) 
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ویژگیمی اساس بر که وهاکردند کشت محیط ی

ایبررس اسلایدهایمیکروسکوپیو بهطلاعاتموجود

جدایه نظرBotryosphaeriaceaeهایعنوان در

جهتتولیدساخت شدند. باردهی)پیکنیگرفته (،9دیومار

بررسیویژگیاسپور جملهشناسیریختهایزاییو از

،هادادسلول،اندازهطولوعرضسلولشکل،رنگ،تع

محیطکشتآبیتحتبررسیهاجدایه دو-به آگار

برگ2درصد هادارای درسترونی و منتقل کاج شده

از بعد نگهداریشدند. شرایطنوریمداوم و هود زیر

 91گذشت ،روز21تا شدههاپیکنیدیوماز تولید ی

ویژگیاس و شدهلایدهایمیکروسکوپیتهیه هایگفته

.ندموردارزیابیقرارگرفت

 هاشناسایی مولکولی جدایه

 هاو تعیین ترادف جدایه DNA ،PCRاستخراج 

یهاجدایهجدایهبهعنواننماینده92دراینمطالعه

انتخابوازنظرمولکولیبهیقمدهدراینتحقبدستآ

 PCRروش گرفتند. قرار بررسی هایجدایهمورد

کشت محیط روی بر شده بهPDAانتخاب و کشت

95مدت دمای در نگهداری21روز سانتیگراد درجه

شدند استخراج عمل .DNA و میسلیومی توده بااز

 Peq Gold Fungal DNAجاراستفادهازکیتاستخ

mini Kit3رشکت)شر شرکتسازنده( دستور طبق

 شد. جدایهانجام شناسایی روش به تکثیرPCRها و

tef-1α)تداومترجمهبخشیازژنفاکتور
استفاده4  با )

 EF1-986R(CarboneوEF1-728F ازدوآغازگر

and Kohn, 1999واکنشزنجیره(انجامشد.ترکیب-

 یکحجم در بمیکرولیتری21ایپلیمراز، اساسو ر

موجود Hashemi et al., 2016)منابع شد.( انجام

 از حاصل یکPCRمحصول آگاروز ژل روی بر

 ,UltraPure™ Agarose, Invitrogen)درصد

                                                           
1 -Pycnidium 

2 -Water Agar (WA) 

3 - Roche 

4 - Translation elongation factor 1α (Tef-1α) 

USAیکنشانگرموردارزیابیقرارگرفت(مشاهدهو.

 Gene RulerTM DNA Ladderجفتبازی)955

Mix, Fermentas, Lithuaniaوزن(بهعنواننشانگر

مولکولی شده قطعاتتکثیر موردجهتارزیابیاندازه

 قرار استفاده واکنش محصول جهتPCRگرفت.

خالص به ترادف تعیین و سازی جنوبیکشور کره

(Daejeon, South Korea).ارسالشد 

 هاجدایه تبارشناسی تجزیه و تحلیل 

جدایهتوالی از آمده بدست های ترادفهای تعیین

 برنامهابتداشده BioEditبا و .ویرایششدندارزیابی

ترادفترادف با بانکهاینهایی در موجود هایمشابه

 شبکه طریق از  .NCBI(http://ncbinlm. nihژن

gov/Blast) جستجویبلاست میزانتشابهو و مقایسه

زیابیشدهدربانکژنموردارهایثبتهاباگونهجدایه

یبدستهاهایجدایهقرارگرفتند.درمرحلهبعدترادف

ترادفآمده گونهبا از تعدادی شده انتخاب هایهای

ازBotryosphaeriaجنس برنامهبرگرفته بانکژنبا

Clustal Wگردیدهمردیفسازی وتجزیه. وتحلیل

هایموردنظربااستفادهجدایهتبارشناسیترسیمدرخت

نرم ب.MEGA6( 2013Tamura et al افزاراز و ا(

الگوریتم از انجامMaximum Likelihoodاستفاده

ای یابیشدهجفتبازتوالی355نکاربراساسگردید.

تجزیهوبرایصورتگرفت.tef-1αبرایبخشیازژن

 ،هاجدایهتبارشناسیتحلیل  Diplodiaتیپسویه

seriata(Phillips et al., 2005; CBS 112555)به

 )عنوان گروه از خارج در(Outgroupآرایه و انتخاب

مورداستفادهقرارگرفت.تبارشناسیدرخت

 زاییآزمون بیماری

بیماری آزمون با بربدستیجدایه95زایی آمده

 شد. درختانفندقانجام ابتدارویشاخه برایاینکار

تقلوبهمدتمنPDAهایموردنظربهمحیطکشتجدایه

انتیگرادنگهداریشدند.درجهس21درروزدردمای95

درختانسالمیبریدهشدهازهازنیبررویشاخهعملمایه

متر(سانتی1/9-2)بهقطرمترسانتی31تا35یهادراندازه

http://ncbi/
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 کارگردیدانجام انجام از قبل م،. الکلایهمحل با زنی

بالاییعفونیوسپسضددرصد12اتیلیک درمیانگره

شاخ هر کمکیککرکبورر به یکزخم سترونه

 قطر قرصپنج)به یک سپس شد. ایجاد متر( میلی

ازهرجدایهدرمحلزخمشدهپنجمیلیمتریمیسلیومی

ایکهتودهمیسلیومیبررویزخمقراردادهشدبهگونه

 گرفت. بعدقرار مرحله رویدر بر مرطوب یکپنبه

یکبازنیشدهناحیهمایهقرارگرفتو لیومیقرصمیس

برایتیمار شد. کاملپوششداده طور به پارافیلم نوار

قرص از قرصمیسلیومی جای به میلیهایشاهد پنج

متری کشت گردید.PDAمحیط استفاده قارچ بدون

41اموبعدازتکراربرایهرتیمارانجپنجاینآزمونبا

مایه محل نیز تغییرزنروز پیشرفت میزان و باز شده ی

با مایهرنگ محل پایین و بالا در چوب شدهفت زنی

بانرمهانیزمیانگینطوللکهمقایسهاندازهگیریگردید.

 سطحSASافزار درصد1در جهتتکمیلشدانجام .

جدایهآزمون مجدد جداسازی عمل کخ زنیمایههای

حاشیه نواحی از لکهشده ایجای رویهای بر شده اد

درصد،شناساییوبعدازجداسازیPDAمحیطکشت

جداسازینیزارزیابیگردید.

 

 نتایج

 های بیماری نشانه

درطولاینبررسی شانکرهایوجود شاخهمتعدد

عنوان تنههایاصلیبیمارینشانهیکیبه و هایشاخه

 گردیددر ثبت و ارزیابی فندق برشدرختان در .

 از جمعنهنموعرضی شدههای رنگآوری تغییر نیز

کهبیانگربافتچوببهصورتسکتورمشاهدهگردید

ازمحلایجادشانکرشروعوپیشرفتایننوعنشانه ها

 .(9)شکلبود

هایهایخارجیوداخلیهمراهبابیماریاصولانشانه

شاخهوتنهدرختانازتنوعزیادیبرخوردارهستندودر

بافتچوببهنکرهایشاخهوتنهباتغییررنگاینبینشا

شاخص از یکی عنوان به مانند سکتور ترینصورت

بیمارینشانه دنیاهای در درختان تنه و شاخه های

(Cloete et al., 2011; Van Niekerk et al., 

(مشاهدهوگزارششدهاست.درایراننیزچنین2011

ازنشانه مختلف درختان روی بر انگورهایی

(Mohammadi et al., 2013درختانمیوه تا (گرفته

)هسته دانهSoltaninejad et al., 2017دار دار(،

(Sami et al., 2014زینتی درختان همچنین و )

(Hashemi and Mohammadi, 2016; Hashemi 

et al., 2017( جنگلی و )Kazemzadeh 

Chakusary et al., 2017, 2019شده گزارش )

ت.اس

 ها جدایه شناسی ریختجداسازی و شناسایی 

 تحقیق این چوب39در بافت از قارچی جدایه

هایبدستآمدهدرختانبیمارجداسازیگردید.جدایه

ازسرعترشدنسبتابالاییبرخورداربودندوپرگنهآنها

 کشت محیط روی ازPDAبر بعد و سفید ابتدا در

رنگی تغییر روز چهار تا سه بهگذشت سفید از

پرگنه وسط از تیره و سمتخاکستری به و شروع ها

ایبودکهبعدهادیدهشد.اینتغییررنگبهگونهحاشیه

هابهصورتتیرهازحدودهفتتاهشتروزکلپرگنه

بررسی و اسلاید تهیه شدند. دیده هایرنگ

تنهامیکروسکوپینشاندادکهجدایه هایبدستآمده

ری صورت پرگنهسهبه روی بر اسپوری و بوده هاای

ویژگی اساس بر نگردید. همهمشاهده شده گفته های

خانوادهجدایه اعضای عنوان به شده گفته های

Botryosphaeiaceaeاین شدند. گرفته نظر در

هایروزبررویبرگ21تا25هابعدازگذشتجدایه

یدتولآگار-آبشدهکاجبررویمحیطکشتسترون

بررسی اساس بر کردند. میکروسکوپیهاپیکنیدیوم ی

جدایه این باریکواسپورهای یکسلولی، روشن، ها

بودند. نامنظم دوکی تا شکل ودوکی طول میانگین

 هادیمکنیعرض آهاجدایهدر بدست اینی در مده

ونسبتطولمیکرومتر9/23±1/9×1/4±8/5مطالعه

 نیز آنها عرض گردید.ار7/4به اززیابی برخی در
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: Eو  Dها، شانکر بر روی شاخه علامت: Cتا  Aشاخه و تنه بر روی درختان فندق در ایران. شانکر های بیماری علائم. 5شکل 

 هایی از تغییر رنگ بافت چوب به شکل سکتورمانند. ها با نشانهبرش عرضی از شانکر
Figure 1. Trunk canker symptoms detected on hazelnut trees in Iran. A-C: canker symptoms on the 

branches, D and E: cross section of cankers showing the wedge-shaped necrotic sectors. 
 

 

افزایشسنپرگنهجدایه نیزبا کنیدیومها یکها هاییبا

موجود منابع طبق گردید. مشاهده عرضی دیواره

(Phillips et al., 2013جدایه همه هایبررسیشده(

 عنوان به ابتدا یا.Neofusicoccum spدر و

sp. Fusicoccumاز بسیاری شدند. گروهبندی

کاراییویژگی استکه هایمطالعاتجدیدنشانداده

شناساییریخت برای دقیقی و مطمئن روشی شناسی

گونه خانواده بهBotryosphaeriaceaeهای نیستند.

هم دلیل جدایه92ین کل از آمدهجدایه بدست های

انتخابوبهروشمولکولینیزموردارزیابیوشناسایی

 نهاییقرارگرفتند.

 تبارشناسی تجزیه و تحلیل  مطالعات مولکولی و

 هاجدایه

 آغازگر دو از استفاده EF1-728Fبا -EF1و

986Rوتکثیربخشیازژنtef-1αدرحدودقطعاتی

جدایهجف355 برای باز ت شدههای بدستانتخاب

آمد تکثیر(2)شکل قطعات ترادف،. تعیین شده

آنهاازطریقبرنامهشباهتتصحیحودرنهایتمیزان

بانکژBLASTجستجوی قراردر ارزیابی مورد ن

بررسی نشگرفت. جدایههایاولیه کههمه هایانداد

 مطالعه 11مورد گونهدرصد955تا با

Botryosphaeria dothideaتیپ  CBS)جدایه

115476 ) میهومولوژینشان ازدهند. نتایجحاصل

جدایه که داد نشان نیز فیلوژنی درخت هایرسم

بدست درجهایرانی با فندق درختان شاخه از آمده

 سنجی یک11اعتبار در استرپ( بوت آزمون )در

گونه سوگروه شامل شناختههیای شدههای

B.auasmontanum،B. dothidea،B. 

minutispermatia میقرار )شکل بدین.(3گیرند

باB. dothideaبهعنوانهاطریقشناساییاینجدایه

شناسیاینبندیتبارشناسیومقایسهریختاینخوشه

 خویشاوند گونه گرفت.سه قرار تایید مورد 92همه

ایرانی بجدایه باه در آنها دسترسی شماره نکهمراه

 شکل در 3ژن قرمز رنگ شدهبه اند.مشخص
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 Botryosphaetria dothideaجدایه منتخب از  53برای  tef-1αجفت بازی حاصل از تکثیر ژن  933تکثیری . قطعات 2شکل 

جفت بازی،  533: نشانگر مولکولی Mبر روی ژل آگاروز یک درصد.  EF1-986Rو  EF1-728Fبا استفاده از آغازگرهای 

 : کنترل منفی.55 و چاهک B. dothideaی ها : جدایه53های یک تا چاهک
Figure 2. Amplified fragments of the 300 bp size from tef-1α gene of 10 representative isolates of 

Botryosphaeria dothidea using EF1-728F and EF1-986R primers on 1% agarose gel: M: DNA 

marker, 100 bp, lanes 1 to 10: B. dothidea isolates, lane 11: negative control. 



 خانواده دارایBotryosphaeriaceaeاعضای

ومناطقجغرافیاییگستردهمیزبان دراصلها ایهستند.

 .Bباگونهتیپ9823درسالBotryosphaeriaجنس

dothidea( گردید حالBarr, 1972معرفی در و )

گونه عاملحاضر عنوان به اینخانواده هایمختلفیاز

اند شده شناسایی مختلف درختان روی بر شانکر

(Beckman et al., 2003; Van Niekerk et al., 

2004; Espinoza et al., 2009اینمیانگونه در .)

B. dothideaبهعنوانعاملشانکربررویبسیاریاز

نوا در گزارشدرختان جهان گرمسیری و معتدل حی

.(Marsberg et al., 2017شدهاست)

بررسی گرفتن نظر در رویبا بر شده انجام های

بهB. dothideaهایشاخهوتنهدرختان،گونهبیماری

سرخشکیدگیدرختانگوناگونی و عاملشانکر عنوان

( ای گربه دم بید درخت (،Ko et al., 2003مانند

(،اکالیپتوسGezahgne et al., 2004کاج)آکاسیاو

(Mohali et al., 2007( انبه ،)Slippers et al., 

 Slippers etدار)(،صنوبر،درختانمیوههسته2005

al., 2004( پسته و )Wunderlich et al., 2012)

کالیفرنیا در است. معرفیشده مناطقمختلفدنیا در

B. dothideaگون از یکی عنوان هایهبه

Botryosphaeriaceaeو تنه پوستی شانکر با همراه

گزارش بادام درختان تنه و شاخه همچنینعاملشانکر

است) بهطورکلیInderbitzin et al., 2010شده .)

بیمارگرهایمهمB. dothideaگونه بهعنوانیکیاز

هایمختلفشاخهوتنهوعاملشانکردرختاندرکشور

 Marsberg etباشد)مراجعهشودبهجهمیدنیاموردتو

al., 2017بهعنوانمثالتحقیقاتدرکشورچیننشان.)

دادهاستکهاینگونهباعثایجادشانکربررویدامنه

میگسترده درختان از )ای  ,Tai, 1979; Weiشود

1979; Zhuang, 2005; Li et al., 2010; Zhu et 

al., 2018دهدکهایننیزنشانمیهادرایران(.بررسی

جداسازی مختلفی درختان شاخه آلوده بافت از گونه

 ,Mohammadiتوانبهدرختانخرما)شدهاستکهمی

2014( شیراز سرو ،)Mohammadi et al., 2014،)

(،درختانMohammadi et al., 2015درختانپسته)

هسته )میوه وSoltaninejad et al., 2017دار )

د کشورهمچنین شمال در جنگلی رختان

(Kazemzadeh Chakusary et al., 2019اشاره )

نمود.
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. Botryosphaeria dothideaجدایه  51برای  tef-1αهای ناحیه ژنی بدست آمده از ترادف تبارشناسی . درخت 9شکل 

 Diplodiaقرار داده شده است. ترادف  ها گره در محل (ارتکر 5333بر اساس  استراپ )درصد بوت درجه اعتبار سنجی

seriata  جدایه(CBS 112555 به عنوان ) ی تیپ با علامت ستاره نشان ها است. جدایه استفاده شدهآرایه خارج از گروه

 .اند نیز با رنگ قرمز نشان داده شدههمراه شماره های دسترسی آنها در بانک ژن های ایرانی و جدایه اند داده شده
Figure 3. Phylogenetic tree obtained from tef-1α region sequences of 16 isolates of Botryosphaeria 

dothidea. MP bootstrap values based on 1,000 pseudoreplicates are given at the nodes. Sequence of 

Diplodia seriata (CBS 112555) were added as outgroup. Ex-type isolates are indicated by asterisk 

symbol and Iranian isolates with their accession numbres in GenBank are also indicated by red 

color. 

 

 از حاصل بیمارینتایج رویآزمون بر زایی

شاخه که داد نشان فندق درخت اهای جدایه نه 95ز

جدایه بررسی شاخهمورد روی بر شدهزنیمایههای

وباعثتغییررنگبافتچوبزابیماری درمحلبوده

گردیدندزنیمایه شده شکل9)جدول بین.(4و در

شدههاجدایه استفاده ی نیز میزان نظر زاییبیماریاز

،9یجدولهابراساسدادههاییمشاهدهگردید.تفاوت

هاجدایه IRNHM-BF8ی بهIRNHM-BF13و

میانگینط ترتیببا با 8/18وللکهبرابر مترمیلی2/2و

بیماری کمترین و بیشترین را شاخهزایی روی هایبر

زنیمایه شده داشتند. جدایه زمینه این -IRNHMدر

BF8هانشانداریرانسبتبهسایرجدایهاختلافمعنی

IRNHM-BF13دادولیجدایه وجودیکهنسبتبهبا

میلیمتر(ازمیانگینبیشتری4/4تیمارشاهد)بامیانگین

 IRNHM-FB2 (MN548712) 
 IRNHM-FB8 (MN548716  
 IRNHM-FB3 (MN548713) 
  Botryosphaeria dothidea CBS 115476 

 IRNHM-FB22 (MN548725)  
 IRNHM-FB21 (MN548724)  
 IRNHM-FB5 (MN548714)  
 IRNHM-FB11 (MN548719)  
 IRNHM-FB7 (MN548715)  
 IRNHM-FB20 (MN548723)  
 IRNHM-FB13 (MN548721)  
 IRNHM-FB23 (MN548726)  
 IRNHM-FB12 (MN548720)  
 IRNHM-FB1 (MN548711) 
 IRNHM-FB9 (MN548717)  
 IRNHM-FB10 (MN548718)  
 IRNHM-FB16 (MN548722)  

 Botryosphaeria minutispermatia  GZCC 16-0013  
 Botryosphaeria minutispermatia GZCC 16-0014 

 Botryosphaeria auasmontanum MFLUCC 150923  
  Botryosphaeria auasmontanum MFLUCC 171071 

 Botryosphaeria sinensis CGMCC 3.17723  
 Botryosphaeria sinensis CGMCC 3.17724 

 Botryosphaeria corticis  CBS119047 

 Botryosphaeria cortices ATCC 

 Botryosphaeria fusispora MFLUCC 10-0098   
 Botryosphaeria fusispora MFLUCC 11-0507  
 Botryosphaeria fabicercianum CBS 127193   

 Botryosphaeria fabicercianum 

  Botryosphaeria agaves MFLUCC 11-0125   
 Botryosphaeria agaves MFLUCC 10-

 Botryosphaeria ramosum CBS 122069 
  Botryosphaeria scharifii  CBS 124703   

 Botryosphaeria scharifii CBS 124702  
 Diplodia seriata  CBS 112555   

100 

95 

100 

100 

95 
98 

70 

100 

94 
80 

100 

85 

99 

Botryosphaeria dothidea 
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 Botryosphaeria dothideaهای  طول لکه و درصد جداسازی مجدد برخی از جدایه±( SEمیانگین ). 5جدول 

 زایی.روز( در آزمون بیماری 51های درخت فندق )بعد از زنی شده بر روی شاخه مایه 
Table 1. Mean (±SE) lesion length and re-isolation frequencies of some isolates of Botryosphaeria 

dothidea inoculated onto hazelnut branches (after 45 days) in pathogenicity test. 
 

code IsolatesMean lesion length (mm) Re-isolation frequency %
IRNHM-BF1 35.000 ± 1.62 C 41.67

IRNHM-BF249.200 ± 1.24 B 83.33

IRNHM-BF4 16.600 ±1.28 F  58.33 

IRNHM-BF532.800 ± 1.72 CD 100

IRNHM-BF721.400 ± 0.67 E 83.33

IRNHM-BF858.800 ± 1.86 A 100

IRNHM-BF1012.400 ± 0.73 G 33.33

IRNHM-BF1121.400 ± 0.83 E 50.00

IRNHM-BF136.200 ± 0.65 H 33.33

IRNHM-BF1430.200 ± 1.75 D 75.00

control4.400 ± 0.40 H 0

*Means with the same letter are not significantly different at the 0.05 level. 

 

 

 

 51های درخت فندق )بعد از روی شاخه زنی شدهمایه Botryosphaeria dothideaهای زایی جدایهبیماری . آزمون5 شکل

: IRNHM-BF13 ،3 :IRNHM-BF10 ،4 :IRNHM-BF4 ،5: 2زنی شده های مایه: جدایه10تا  2: تیمار شاهد، 1روز(. 

IRNHM-BF11 ،6 :IRNHM-BF7 ،7 :IRNHM-BF14 ،8 :IRNHM-BF2 ،9 :IRNHM-BF8  10و :IRNHM-BF1 

 ایجاد شده توسط هر جدایه می باشد(. های)خطوط نقطه چین نشان دهنده طول لکه
Figure 4. Pathogenicity test of Botryosphaeria dothidea isolates inoculated onto hazelnut branches 

(after 45 days). 1: control, 2-10 inoculated isolates including, 2: IRNHM-BF13, 3: IRNHM-BF10, 4: 

IRNHM-BF4, 5: IRNHM-BF11, 6: IRNHM-BF7, 7: IRNHM-BF14, 8: IRNHM-BF2, 9: IRNHM-BF8 

and 10: IRNHM-BF1. (The black dashed lines indicate lesion length caused by each isolate). 
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 سطح در اختلاف این ولی بود درصد1برخوردار

دارنبود.بنابراینبراساسنتایجبدستآمدهجدایهمعنی

IRNHM-BF13نمی توانبهعنوانیکبیمارگربررا

شاخه درصدروی گرفت. نظر در فندق درخت های

ازشاخهجداسازیمجددجدایه نیزمایههایها زنیشده

 )جدایه33/33بین درصد وIRNHM-BF10های

IRNHM-BF13 تا )جدایه955( هایدرصد

IRNHM-BF5 ازIRNHM-BF8و و بود متغیر )

نیزهیچگونهقارچیجداسازینگردید.تیمارهایشاهد

بیماری آزمون از حاصل نتایج کلی طور دربه زایی

هایمورداستفادهدارایمطالعهحاضرنشاندادکهجدایه

بیماری از مختلفی شاخهدرجات روی بر هایزایی

نتایجیمشابهنیزتوسطمحققیندرختفندقمی باشند.

گزار مختلف درختان روی بر بهدیگر است شده ش

روزه94زاییعنوانمثالنتایجحاصلازآزمونبیماری

 درB. dothideaگونه پسته درختان شاخه روی بر

استکهطوللکه نشانداده دراسترالیا هایایجادشده

از اینگونه 1اثرششجدایه بود45تا متغیر میلیمتر

(Wunderlich et al., 2012گونه آمریکا در .)B. 
dothideaبهعنوانیکبیمارگرمهاجمبررویدرختان

 ;Michailide, 1992میوهوپستهگزارششدهاست)

Ma et al., 2001, 2004کشور در که حالی در )

آفریقایجنوبیاینگونهبهعنوانیکبیمارگرضعیف

شناخته اکالیپتوس و انگور همچون درختانی روی بر

 Van Niekerk et al., 2004; Slippers etشود)می

al., 2007چنینتفاوت هایهاییدرموردسایرگونه(.

Botryosphaeriaceae.نیزگزارششدهاست

تواندناشیمیهازاییجدایهاصولاتفاوتدربیماری

شاخص درجهاز و میزبان نوع مانند مختلف های

بیماری درجه آن، جدایهحساسیت شرایطزایی ها،

زنیوحتیزماندرنظرگرفتهشدهمایهمحیطی،روش

 ,.Úrbez-Torres et alزاییباشد)برایآزمونبیماری

انجامآزمون2008 زاییدرایراننیزنشانهایبیماری(.

بررویشاخهدرختانB. dothideaدادهاستکهگونه

( پستهMohammadi et al., 2014سرو درختان )

(Mohammadi et al., 2015ه،)،لو،زردآلو،گیلاس

سبز )،گوجه وSoltaninejad et al., 2017آلبالو )

 ,.Kazemzadeh Chakusary et alدرختانجنگلی)

باشد.میزا(بیماری2019

هایشاخهوتنهدرختانقبلیرویبیماریتحقیقات

شدهدرشناختهیهاکهبرخیازگونهدهدمینشانفندق

 DiplodiaمانندBotryosphaeriaceaeخانواده

coryli،Diplodia sapinea،D. seriata،

Dothiorella iberiaca،Do. 

symphoricarposicola،Do. parvaوDo. 

omnivoraلودهکردنبافتچوباینمیزبانقادربهآ

 ;Guerrero and Pérez, 2013)باشندمی

Linaldeddu et al., 2016) حاضربنابراین. مطالعه

برB. dothideaبیماریزاییووجوداززارشگاولین

  .گرددمیمحسوبدنیادرفندقدرختانروی

 گونه کلی طور ازB. dothideaبه بسیاری مانند

هاگونه خانواده دیگر Botryosphaeriaceaeی

بنابراینتخصص باتوجهبهاینکهمیزبانیچندانیندارد.

نیزجداسازیودرایرانازدرختاندیگرقبلااینگونه

درختانفندقبهازشناساییگردیدهاستخطرانتقالآن

برسایر بایدمدنظرقرارداد. اساسایندرختانمیوهرا

بتوانکهاستلازمبیشترییهابردارینمونهوهابررسی

خانوادهاعضایاهمیتونقشتردقیقطوربه

Botryosphaeriaceaeوشاخهیهابیماریایجاددررا

.نمودروشندنیانقاطسایروایراندرفندقاندرختتنه

 

 گزاری سپاس

حمایت از وسیله پژوهشیبدین معاونت مالی های

گردد.کرمانتشکروقدردانیمیدانشگاهباهنر
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Abstract 

Background and Objectives 

Botryosphaeriaceae (Botryosphaeriales, Ascomycetes) is a family of fungi that have a 

cosmopolitan distribution and occur on a wide range of woody plants. A field survey was 

conducted on trunk diseases of hazelnut (Corylus avellana L.) trees in Babol (Mazandaran 

province) during spring and summer of 2016. Symptoms typical of infection by the 

Botryosphaeriaceae species such as canker and wedge-shaped wood necrosis have been 

recorded in some trees. Therefore, the objectives of this study were to identify pathogenicity 

of the Botryosphaeriaceae isolates associated with wood necrosis of hazelnut trees in this 

region of Iran. 

Materials and Methods 

Wood samples were collected from branches of trees showing canker and wood necrosis 

symptoms. Fungal isolation was made from the margin between healthy and necrotic wood 

tissues. Wood pieces were cut from the affected tissues, surface-disinfected for 1 min in a 

0.5 % sodium hypochlorite solution, and washed twice with sterile distilled water. Wood 

segments were plated on potato dextrose agar (PDA), and incubated at 25 °C in the dark. 

Single spore cultures were derived from all isolate prior to morphological and molecular 

identification. Fungal isolates were identified based on morphology, culture characteristics 

and sequence analysis of the translation elongation factor 1-alpha (tef-1α) region. 

Pathogenicity test was conducted for representative isolates on detached shoots of hazelnut 

under greenhouse conditions. 

Results 

In this study 31 isolates resembling Botryosphaeriaceae in colony and culture (fast growing, 

greyish to dark cultures) were obtained. According to morphological characters, as well as 

phylogenetic analyses of tef-1α gene, all isolated were identified as Botryosphaeria 

dothidea. Selected isolates used in pathogenicity test caused wood discoloration on 

inoculated branches after 45 days. Our results showed a variation in wood lesion lengths and 

re-isolation frequencies of inoculated isolates. 
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Discussion 

This study represents the first attempt to identify and test the pathogenicity of 

Botryosphaeriaceae associated with canker disease of hazelnut trees in Iran. Some species of 

Botryosphaeriaceae had previously been found in declining hazelnut trees. However, this is 

the first report of occurrence and pathogenicity of B. dothidea on hazelnut in the world. 
 

Keywords: Botryosphaeriaceae, Trunk fungal pathogens, Mazandaran province, Iran, 

tef-1α 
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