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  چکیده

در  بیماري این شیوع رغمعلیرود. شمار میاستان زنجان به زیتون در هايبیماري ترینمهم از یکی میوه وسیدگیپ
 عوامل قارچی هايگونه یبا هدف شناسای تحقیق این .اندمانده باقی ناشناخته قارچی مرتبط با این بیماري عوامل ،منطقه

 از منظور این براي شناختی و مولکولی انجام شد.هاي ریخته از دادهبا استفاد زنجان استان درزیتون  میوه پوسیدگی
 جداسازي از پس. گرفت صورت بردارينمونه 1390 سال آبان و مهر هايماه طی منطقه طارم در استان زیتون هايباغ
 در سطحرچی هاي قاجدایه شناسایی. شد انجام ریسهنوك و اسپورتک روش به سازيخالص بیماري، عامل هايقارچ
 بررسی این نتایج صورت گرفت. ITS-rDNAهاي توالی نوکلئوتیدي ناحیه و داده ختیشناریخت هايبررسی با گونه
 بیماريایجاد  در غالب قارچی گونه عنوانبه درصد 37 فراوانی با  Alternaria alternataداد گونه مرکب نشان

هاي متعلق به جنس آلترناریا هویت گونه با استفاده از دادهجدایهدر مورد میوه در استان زنجان می باشد.  پوسیدگی
ها در ، تمامی جدایهمورد تایید قرار گرفت  rpb2و  gpdهايتوالی ژنو  ITS-rDNAهاي توالی نوکلئوتیدي ناحیه 

براي این  rpb2شده بر اساس توالی ترسیم تبارزایی. در درخت قرار گرفتند  Alternaria alternataخوشه گونه مرکب
دیگر گونه .را به خود اختصاص دادندیک خوشه  A. alternataهاي گونه مرکب هاي زیتون همراه با جدایهجدایهجنس، 

 ،Acremonium implicatum شامل منطقه هاي زیتون با علایم پوسیدگی اینهاي قارچی جداسازي شده از میوه
Arthrinium phaeospermum،Aspergillus ochraceus ،Aureobasidium pullulans،Botrytis cinerea  ،

Epicoccum nigrum ،Fusarium sp.، F. proliferatum ،F. nygamai، Penicillium expansum ،Trichoderma 

harzianum وTruncatella angustata  قارچی از روي زیتون براي ایران جدید می هايونهگزارش اغلب گ. نددبو
مدیریت براي کارهاي مناسب اعمال راه ،با بیماري پوسیدگی میوه زیتون همراههاي قارچی گونه با شناسایی باشد.

   پذیر خواهد شد.بیماري در آینده امکان

 Alternaria،Fusarium ، ITS-rDNA ،rpb2 تبارزایی،پوسیدگی میوه،  هاي کلیدي:واژه

  مقدمه
درختی اسـت همیشـه   L.)  (Olea europaeaزیتون      
بومی منطقه مدیترانه که در حـال حاضـر در دامنـه     ،بزس

 ، یونان، ترکیـه از کشورها از قبیل اسپانیا، ایتالیاوسیعی 

محمدي شود (کشورهاي ناحیه مدیترانه کشت می دیگرو 
درخــت  ).2007، نورمحمــدي و همکــاران 1385و وکیلــی 

 زیتـون از لحـاظ ارزش غــذایی و دارویـی داراي پیشــینه   
. میـوه  )1385محمـدي و وکیلـی   اسـت (  تاریخی طـولانی 
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جهـت   بیشترباشد که ترین فراورده زیتون میزیتون مهم
برداري قـرار  کشی مورد بهرهمصارف کنسروي و روغن

). در حال حاضر سطح 2003 (پاتومی و همکاران گیردمی
در حـدود   ایـران زیر کشت این محصول در نیمه شـمالی  

هـاي زنجـان،   استان). 2012فائو باشد (هکتار می 80000
 کـاري ایـران  عنوان مناطق عمده زیتونگیلان و قزوین به

زیتـون  ). 2007 (نورمحمدي و همکـاران روند می شماربه
سـبز  به دلیل شرایط خاص اقلیمی محل کاشت و همیشـه 

و عوامـل   نمـو آفـات  ومناسـبی بـراي رشـد    بسـتر  بودن،
). 1385 محمـدي و وکیلـی  ( دباشگوناگون می زايبیماري

گونــه  255گرفتــه، در حــدود بـر اســاس تحقیقــات انجـام  
زا (قـارچ، بـاکتري، نماتـد و غیـره) روي زیتـون      خسارت

، تنها گروه کـوچکی از  وجود با این ،شناسایی شده است
کننـد  خسارت اقتصادي ایجاد مـی روي زیتون این عوامل 

هــاي پژمردگــی  ). بیمــاري2007میفســود (گیلبــرت و 
و  هاي یقـه پوسیدگی، هاي ریشهیپوسیدگ ،ورتیسیلیومی

، سفیدك پودري، پژمردگـی نکتریـایی و پوسـیدگی    طوقه
هاي قـارچی مهـم روي درخـت زیتـون     زغالی از بیماري

ــانعی  ــتند (ص ــاران   ،2012 رضــوي و هس ــت و همک بابی
ــاران   ،2002 ــس و همک ــوپز2010دروی ــکودرو و -، ل اس
 تـرین هاي میوه از مهمپوسیدگی .)2011بلانکو  -مرکادو
سالانه خسـارت   که روندهاي زیتون به شمار میبیماري

قابل توجهی به محصول زیتون در مرحله قبـل و بعـد از   
تولیــد و  مقــدارکننــد و باعــث کــاهش برداشــت وارد مــی

سرگوا و همکـاران  شوند (خواص کیفی روغن زیتون می
متعــددي در ایجــاد بیمــاري هــاي قــارچی گــروه ).2008

. بیمـاري پوسـیدگی   یل هسـتند دخپوسیدگی میوه زیتون 
 Colletotrichumهــاي جــنس توســط گونــه کــهمیــوه 

Corda هـاي مخـرب زیتـون    جزء بیمـاري شود ایجاد می
نـواحی تحـت کشـت     درباشد کـه از پـراکنش وسـیع    می

. این بیماري تحت عنـوان بیمـاري   استبرخوردار  زیتون
 نامـورال و همکـار  ( آنتراکنوز زیتون شناخته شده است

دو گونــــه  ).2008ســــرگوا و همکــــاران  ،2009، 2008
Colletotrichum acutatum J. H Simonds ex 

Simmonda و C. gloeosporioides (Penz.) Penz. 

& Sacc. باشندایجاد بیماري آنتراکنوز زیتون می عامل 
 عنـوان بـه  C. gloeosporioides گونه قبلی تحقیقات در

 وجـود  ایـن  بـا  .گزارش شده اسـت  آنتراکنوز اولیه عامل
 C. acutatum داده اسـت کـه   نشـان  اخیـر  هـاي بررسی
-مـی  پرتغـال  و اسـپانیا  در هاي زیتونباغ در غالب گونه

 دخالــت دارنــدگونــه در ایجــاد بیمــاري  دو هــر و باشــد
عامل بیماري علاوه بر میـوه،   ).2008همکاران،  و مورال(

کنـد.  نیـز آلـوده مـی   را هاي جوان و سرشاخه هـا  شاخه
شـود  ها معمولا منجر به پوسـیدگی میـوه مـی   گی گلآلود

). این بیماري در ایـران توسـط   2008(سرگوا و همکاران 
ــال  ــار، اســتان گلســتان و   2005صــانعی در س از رودب

از  ).2012رضوي استان گیلان گزارش گردید (صانعی و 
بیمـاري پوسـیدگی میـوه     عامـل هـاي قـارچی   دیگر گروه
-و گونه Diplodia seriata De Notتوان به زیتون می

 Neofusicoccum luteum ایــن جــنس،دیگــر هــاي 
(Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & 

A.J.L. Phillips،Pseudocercospora 
cladosporioides (Sacc.) U. Braun 

،Camarosporium  dalmatica (Thüm.) Berl. & 
Voglino و Spilocaea oleagina (Castagne) S. 

Hughes  2009، 2008ن ا(مـورال و همکـار   اشاره کـرد، 
کـه باعـث    دیگري يهاقارچ از ).2008سرگوا و همکاران 

تـوان بـه   شـوند مـی  کاهش کیفیت محصول در زیتون می
ــارچ ــاي دودهق ــه ه ــه گون ــرد ک ــاي جــنس اي اشــاره ک ه

Alternaria، Aureobasidium pullulans (de Bary) 

G. Arnaud  ،Epicoccum nigrum Link ،Prill.  
Capnodium elaeophilum  وCladosporium 

herbarum (Pers.) Link د. رشد ایـن  نشورا شامل می
-ها، میوههاي موجود بر روي شاخهها روي عدسکقارچ

-اي و سـیاه آمـدن دوده قهـوه  وجودهها باعث بها و برگ

هـا  هـا و میـوه  هاي حیـاتی بـرگ  شود که فعالیترنگی می
سازد و در نهایـت باعـث   مختل می ) رافسفتوسنتز و تن(

ها آلوده که با این قارچ هاییشود. درختها میریزش آن
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ها آنهاي مناسبی تولید نکرده و کیفیت روغن شوند میوه
  ).2012صانعی و رضوي نیز مطلوب نخواهد بود (

 ویـژه هب ـ ایـران  در زیتـون  تولیـد  اهمیـت  بـه  توجه با     
ــه آن زايبیمــاري وامــلع شناســایی زنجــان، اســتان -ب

 منظــوربــه میــوه پوســیدگی در دخیــل عوامــل خصــوص
 در عملکـرد  افزایش و مدیریتی مناسب هايروش توسعه
 ایـن  در .اسـت  برخـوردار  سزاییهب اهمیت از سطح واحد
 میـوه  پوسیدگی همراه با هايقارچ تا گردید تلاش تحقیق

  .شوند شناسایی استان زنجان در و عامل آن
  

  هاروشمواد و 
  هاي آلودهها از میوهقارچ جداسازي 

 1390 سال) آبان و مهر( مرطوب و خنک هايماه در     
 در زیتون میوه فیزیولوژیکی رسیدن آغاز با زمانهم که

 استان مناطقبرخی  زیتون هايباغ از باشد،می منطقه
، ونسر، گیلوان شیراب، دستجرده، ،مامالان( زنجان
 )برآبسار، مرکز تحقیقات زیتون، طارم و کشه، پاگیلان

هاي داراي علائم از میوه تصادفی صورت به بازدید و
 ها،قارچ جداسازي منظوربه .شدبرداري نمونهپوسیدگی 

 با شووشست از پس پوسیدگی علائم داراي هايمیوه
 ثانیه 20-25 مدت به درصد 70 الکل وسیلههب آب،

استفاده از   گیري باآبو پس از  ندگردید ضدعفونی
- قسمت از استریل اسکالپل کمکبه استریل، صافی کاغذ

و  تهیه کوچکی هايقطعه میوه پوست زیر ايقهوه هاي
 زمینیسیب کشت محیط حاوي هاي پتريتشتک روي

 درجه 25 دماي ها درکشت و منتقل 1آگار دکستروز
پس از  .داري شدندنگه انکوباتور داخل در گرادسانتی
هاي خالص با استفاده از هاي قارچی، کشتپرگنهظهور 
هاي ریسه ایجاد شدند. کشتاسپور و یا نوكتک روش

هاي زنده دانشگاه تبریز واقع خالص در کلکسیون کشت
  .ندگردید) نگهداري CCTUدر گروه گیاه پزشکی (

  
  

                                                             
١ PDA ; Fluka, Hamburg, Germany 

  شناسیها بر اساس صفات ریختشناسایی جدایه
 جنس، سطح در قارچی ايهجدایه شناسایی از پس     

 شرایط و غذایی هايمحیط از قارچی، گروه بسته به
 هاگونه شناسایی براي شده در منابعتوصیه ویژه

 شناسایی و توصیف جهت مورد این در. شد استفاده
 سیمونز پیشنهادي هايروش از قارچی، هايجدایه

، )1980( ساتون ،)2004( همکاران و کراوس ،)2007(
)، دمش 2006( )، لزلی و سامرل1982( نیرنبرگگرلاخ و 

  .گردید استفاده معتبر، هايهمقال و )2007( همکارانو 
  هاجدایه مولکولی شناسایی
 ژنومی DNA استخراج

 محیط حاوي پتريهاي تشتک در قارچی هايجدایه     
 در و شده کشت زمینی دکستروز آگارکشت سیب

 روز هفت مدتهب گرادسانتی درجه 25 دماي و تاریکی
مطابق روش  DNA استخراج سپس. گردید دارينگه
 کیفیت و کمیت .شد انجام)  1992( همکاران و مولر

DNA مورد اسپکتروفتومتري روشبه دست آمدههب 
   .گرفت قرار ارزیابی
 ژنومی نواحی تکثیر

شده بر اساس هاي شناساییجهت تایید هویت گونه     
 DNA داخلی اندازفاصلهاحیه ن شناختی،ریخت هايداده

هاي یک از گونه هاي نماینده هربراي جدایه 2ریبوزومی
یابی گردید. در مورد جدایه تکثیر و توالی شدهشناسایی

 هايژن از هایی، بخشITSعلاوه بر ناحیه  آلترناریاهاي 
زیر واحد  و) gpd( دهیدروژناز فسفات -3- گلیسرآلدهید

و  تکثیر جدایهتعداد هشت  براي II 3مراز پلی RNA بتا
توالی آغازگرهاي مورد استفاده در این  .یابی شدتوالی

  شده است. آورده 1تحقیق در جدول شماره 
  

  

  

                                                             
rDNA-ITS ٢  

RPB2 ٣ 
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مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده جهت شناسایی مولکولی  -1جدول 
  استان زنجان هاي قارچی مرتبط با پوسیدگی میوه زیتون درجدایه

  

براي هر سه  مرازپلی ايزنجیره واکنش مخلوط      
 الگو، ژنومی DNA نانوگرم 10- 15ناحیه ژنومی شامل 

 dNTP میکرومول 10X،60 واکنش بافر میکرولیتر 25/1
میزان متغیر  ،آغازگر هر از پیکومول 2/0 مولار،میلی یک

مول براي ) میلی5/1و 1، 5/0(به ترتیب  منیزیمکلرید
- متیلدي میکرولیتر rpb2 ،5/0و  gpd، ژن ITSناحیه 

 مرازپلی DNA واحد 5/0 و درصد 63/0 4سولفوکسید
)BioTaq DNA Polymerase (با واکنش نهایی حجم .بود 

 تنظیم میکرولیتر 5/12 به استریل بار تقطیردو مقطر آب
 هشداعمالهاي حرارتی شرایط واکنش و چرخه .شد
 دماي چرخه یک ،gpdژن و  ITS-rDNA ناحیه تکثیر براي

- واسرشت جهت دقیقه پنج مدتبه گرادسانتی درجه 94

 در سازيواسرشت شامل تکثیر چرخه 40 ،سازي اولیه
 اتصال ثانیه، 30 مدتبه گرادسانتی درجه 94 دماي

 30 مدتبه گرادسانتی درجه 57و  52 دماي در آغازگرها
 72 در بسط و gpdو   ITSبراي ناحیه  ترتیبثانیه به
 چرخه یک بالاخره و ثانیه 60 مدت به گرادسانتی درجه
- سانتی درجه 72 دماي در دقیقه هفت مدتبه نهایی بسط

                                                             
dimethylsulfoxide (DMSO) ٤ 

 براي شدهاعمال حرارتی هايچرخه را شامل گردید. گراد
- سانتی درجه 95 دماي چرخه یک شامل rpb2 ژن تکثیر

 درجه 95 یدمای چرخه پنج دقیقه؛ سه مدت به گراد
 مدتبه گرادسانتی درجه 58 ؛ثانیه 45 مدتبه گرادسانتی

 پنج دقیقه؛ دو مدتبه گرادسانتی درجه 72 و ثانیه 45
 56 ثانیه، 45 مدتبه گرادسانتی درجه 95 یدمای چرخه
 گرادسانتی درجه 72 و ثانیه 45 مدتبه گرادسانتی درجه
 گرادسانتی درجه 95 یدمای چرخه 30 دقیقه؛ 2 مدتبه
 و ثانیه 45 مدتبه گرادسانتی درجه 52 ؛ثانیه 45 مدتبه

 دماي چرخه یک و دقیقه دو مدتبه گرادسانتی درجه 72
  .بود دقیقه هشت مدتبه گرادسانتی درجه 72

 درصد یک آگارز ژل روي واکنش هايفراورده      
 در بروماید اتیدیوم گرممیلی بر میکروگرم 1/0 حاوي
 تحت ژل از برداريعکس دستگاه توسط 1X TAE5 بافر
  .شدند بررسی) نانومتر 312 موجطول( بنفش ماوراء نور

  یابی و تبارزاییتوالی
 از استفاده با مرازپلی ايزنجیره واکنش محصول     
 کارخانه دستورالعمل مطابق دايبیگ تجاري کیت

 استفاده با توالی خام هايداده و شد یابیتوالی سازنده
 SeqMan (Lasergene Package , DNA Star) افزارنرم از

 توالی هايداده ویرایش از پس. قرار گرفت بررسی مورد
 6فاستا فایل فرمت در برآیند هايتوالی نوکلئوتیدي،

 افزارنرم از استفاده با توالی، هايداده. شدند ذخیره
-داده با )NCBI- Blast Search( سایت وب در واقع بلاست

 مقایسه ژن بانک در موجود نوکلئوتیدي توالی هاي
 دریافت ژن بانک از بالا تشابه درجه با هايتوالی. شدند
 چینیزیرهم. گردیدند ذخیره فاستا فایل صورتبه و

 توالی هايداده با تحقیق این در شدهایجاد توالی هايداده
 الگوي و انجام Mega5افزار نرم از استفاده با ژن بانک
 روشبه تبارزایی درخت. گردید تعیین چندگانه ترازيهم

                                                             
EDTA-Tris acetate٥  

FASTA٦   

  آغازگر  توالی  هدف

کثیر ناحیه ت
ITS-rDNA 

5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ ITS1 

 ناحیه تکثیر
ITS-rDNA 

5’TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ ITS4 

 gpd  5’-CAACGGCTTCGGTCGCATTG-3’ gpd1 ژن تکثیر
 gpd  5’-GCCAAGCAGTTGGTTGTGC-3’ gpd2 ژن تکثیر

 rpb2  5’-GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3’ 5F2تکثیر ژن 

 rpb2  5’-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3’ 7cRتکثیر ژن
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 هاجدایه خویشاوندي روابط و ترسیم 7همسایه پیوست
- ایجاد بنديگروه از اطمینان حصول جهت. شد بررسی

 و اعمال تکرار 1000 با ،8استرپ بوت شاخص شده،
 ذکر هاگره بالاي در درصد صورتبه آن عددي ارزش
   گردید.

  
  نتایج

-در میوه شدنايو قهوهدرجات مختلفی از پوسیدگی      

شده برداريدر مناطق نمونه هاهاي زیتون روي درخت
گر تنوع نتایج بررسی، نشان ).1(شکل مشاهده گردید 

 ،عوامل قارچی همراه با پوسیدگی میوه زیتون بود
قارچی به عنوان عوامل  جدایه 210 مجموع، درکه  طوري
- جداسازي و خالص بررسی این درتون میوه زی همراه با

شده گونه هاي جداسازيدر بین قارچ که ندسازي شد
.Alternaria alternata (Fr.) Keissl  از فراوانی بالاتري

درصد) به این  38جدایه ( 77برخوردار بود و در مجموع 
  ).2(شکل گونه تعلق داشتند 

 

قارچی روي  شده توسط عواملعلائم پوسیدگی میوه ایجاد -1شکل 
 شدهبرداري -هاي زیتون در شرایط طبیعی در باغات مناطق نمونهمیوه

به شرح زیر  A. alternataشناختی گونه ریختهاي ویژگی
-شده ویژگیهاي قارچی شناساییو در مورد سایر گونه

                                                             
oiningJ Neighbor٧ 

trapSBoot ٨  

خلاصه شده  2جدول شماره شناختی در هاي ریخت
 است. 

Alternaria alternata (Fries) Keissi. 1992. Beihefte 
Izum Botanischen Zentralblatt. 29: 433.  

-سانتی هشتتا  چهارروزه بین هفتهاي قطر پرگنه     

ها در ریسه بود. ها صافمتر متغیر و حاشیه پرگنه
در  و توسعه پیدا کردند کشت سطح و داخل محیط

بود. در  قابل رویت هوایی هايها ریسهتعدادي از جدایه
تعداد چهار الی پنج دایره متحدالمرکز  هاایهاغلب جد

ایجاد  روز هفتزایی مشخص پس از رویشی و کنیدي
آجري تا خاکستري مایل به ايرنگ پرگنه از قهوهشد. می
 دانهها ترشح رنگدر برخی جدایه. متغیر بود زیتونیسبز

ور در آگار به داخل محیط غذایی هاي غوطهتوسط ریسه
PCA  شفاف، داراي ها منشعب، نیمهریسه بود.مشهود

قطر  بود. دارها صاف تا زگیلدیواره عرضی و سطح آن
میکرومتر چهار تا نه کشت  ور در محیطهاي غوطهریسه

 بود. میکرومتر سه تا چهارهاي هوایی و قطر ریسه
برها ساده یا داراي یک انشعاب و یا یک یا چند کنیدي

از کامل  طوربه صاف وخمیدگی زانو مانند، داراي سطح 
) -5( برهاکنیديابعاد . متمایز بودند هاي رویشیریسه

 زنجیره بود. میکرومتر) 25-( 52-40) - 89) × (3- ( 4-2
-به برهاکنیدي روي مرغیتخم تا بیضوي هايکنیدي

 کنیدي 20- 25شدند و داراي صورت منشعب ایجاد می
 اندازه به و روشن یا تیره ايقهوه هاکنیدي رنگ بودند.

)16- (5/11 - 10 )-6) × (39- (5/24-5/19 ) - 15 (
 یا و فاقد عرضی، دیواره شش هیگا و 1-5 میکرومتر،

 1- 2 هادر بیشتر جدایه بودند. طولی دیواره 1-4 داراي
 هاکنیدیوم نوكحالتی کشیده داشتند.  زنجیره اول کنیدي
) -7) × (2-( 3- 4) -5/4( و انشعاب بدون و شفافنیمه

  ).3شکل ( بود میکرومتر) 2-( 5/5-5/2
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  هاي قارچی همراه با پوسیدگی میوه زیتون در استان زنجانفراوانی (درصد) گروه -2شکل 

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي کنیدیوفور، سلول b-e.)؛ PCAزمینی هویج آگار (روي محیط سیب روزهپنج پرگنه Alternaria alternata :.aشناختی خصوصیات ریخت - 3 شکل
  میکرومتر 10= مقیاس ،PCA کشتمحیط روي ریسه هايتراوه: f .زاها روي سلول کنیديکنیدي و نحوه آرایش زاکنیدي
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عوامل قارچی همراه با پوسیدگی میوه زیتون در استان زنجان ختیشناریختخصوصیات  -2جدول 

 قارچی ایهجد نام پرگنه مشخصات کنیدیوفور مشخصات کنیدي

 فیالید، با همراه ترورتیسیلیت رنگسبز و کروي سلولی،تک
 متولا رامی و

 Penicillium expansum Link رنگسبز و دارکرك ،مجتمع
1809 

بندي و بدون  5-7ها ماکروکنیدي
میکروکنیدي و با 

 ايکلامیدوسپورهاي زنجیره

-ها شفاف و با سلولکنیدیوفور

 زاي فیالیدیکهاي کنیدي
 (مونوفیالید)

 .Fusarium sp  سفید رنگ تا متمایل به صورتی

بدون ماکروکنیدي و 
کلامیدوسپور و تشکیل 

-صورت زنجیرهها بهمیکروکنیدي

  اي و یا در سرهاي دروغین 

-کنیدیوفورها شفاف و با سلول

زاي فیالیدیک (مونو و هاي کنیدي
  فیالید)پلی

هاي به رنگ بنفش و با میسلیوم
  وانهوایی فرا

F. proliferatum (Matsush.) 
Nirenberg ex Gerlach & 

Nirenberg 1982 

سلولی،  4-5ها ماکروکنیدي
هاي ها در زنجیرهمیکروکنیدي

کوتاه و با کلامیدوسپورهاي 
 ايانتهایی تا زنجیره

-سلول با و شفاف کنیدیوفورها

 و مونو( فیالیدیک زايکنیدي هاي
 فیالید)پلی

تراکم و نمدي، هاي مبا میسلیوم
هاي دانهبه رنگ سفید و با رنگ
 صورتی

F. nygamai Burgess & 
Trimboli 

 اي و تولیدخوشه ،کوتاه تیره و شکلگلابی تا کروي
 اسپوردوکیوم

 .Epicoccum  nigrum (syn: E رنگنارنجی و دارکرك  نمدي،
purpurascens Ehrenb. 

1818) Link 1815 
-ايهوهق و شکلعدسی سلولی،تک

 رنگ

 تا منشعب یافته، کاهش
 غیرمنشعب 

و با  رنگسفیدالرشد، سریع
 هاي هوایی فراوانمیسلیوم

Arthrinium phaeospermum 
(Corda) M. B. Ellis 1965 

 و کروينیم تا کروي سلولیتک
  رنگزرد

 و متولا با همراه وزیکول تولید
  فیالید

 وسط در و سفید هاکناره در
  زردرنگ

Aspergillus ochraceus K. 
Wilh. 

 مرغیتخم تا کروي سلولیتک
 شکل

-با سلول ،فراهم هايانشعاب با

 آمپولی فیالیدیک و زايهاي کنیدي
 شکل

 و سبز دوایر ایجاد و الرشدسریع
 سفید

Trichoderma harzianum 
Rifai 1969 

 Aureobasidium pullulans مخمري حالتبه و رشدکند تسبیح دانه شبیه و یافتهکاهش مرغیتخم تا بیضوي سلولی،تک
(de Bary) G. Arnaud 1910 

 مرغیتخم تا کروي سلولی،تک
 شکل

 زايکنیدي هايسلول با منشعب
 بلاستیکپلی

و  رنگخاکستري الرشد،سریع
تولید میکرواسکلرت در حاشیه 

 پرگنه 

Botrytis cinerea Pers. 1794: 
Fr. 

 لیهلا تا اياستوانه سلولی،تک
 شکل

 با همراه و ماکرونماتوس و منفرد
 فیالید

 .Acremonium implicatum (J رنگصورتی تا سفید ،رشدکند
C. Gilman & E. V. Abbott) 

W. Gams    
دیواره عرضی،  سهشکل، با دوکی
-اي و سلولهاي میانی قهوهسلول

شفاف، هاي انتهایی و پایه نیمه
  جیهاي پایه بدون اپندسلول

هاي یوفور شفاف و با سلولکنید
اي زاي آنلیدیک و استوانهکنیدي

  شکل

و  مانندرنگ، پنبهايقهوهسفید تا 
 رنگسیاههاي همراه با آسروول

  در پرگنه

Truncatella angustata 
(Pers.) S. Hughes 
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  مولکولی بررسینتایج 
-ریخت صفات بررسی بر علاوه حاضر مطالعه در     

 ITS-rDNA ناحیه نوکلئوتیدي توالی عیینت از شناختی
 آن مقایسه و منتخب هايجدایه rpb2 و gpd هايژن و
 تشخیص براي نیز ژن بانک در موجود هايتوالی با

 در شده ذکر آغازگرهاي .شد استفاده هاجدایه هویت
 ITS ناحیه براي مرازپلی ايزنجیره واکنش طی 1 جدول

 طول با را قطعاتی ترتیببه gpd و rpb2 هايژن و
نتایج . نمودند تکثیر بازجفت 650 و 950 ،570 تقریبی

هاي جدایه gpdو ژن   ITSمقایسه توالی ناحیه حاصل از
Alternaria هاي مورد مطالعه در این تحقیق با توالی

ناحیه  موجود در بانک ژن نشان داد که توالی این دو
 Alternariaاسپور هاي ریزژنومی قادر به تفکیک گونه

است).  نشده داده باشند (نتایج نشاندیگر نمیاز هم
 rpb2شده براي ژن هاي نوکلئوتیدي ایجادمقایسه توالی

-هاي موجود در بانک ژن نشان داد که تنوع قابلبا توالی

هاي مورد بررسی توجهی در توالی این ناحیه بین جدایه
درخت  نتایج حاصل از ترسیمدارد.  ددر این تحقیق وجو

هاي زیتون را در جدایه ،بر اساس توالی این ژن تبارزایی
اي سه زیرخوشه در داخل خوشه مربوط به گروه گونه

 شکل(بندي نمود با حمایت بوت استرب بالا گروه آلترناتا
4(.  

جدایه و  77در مجموع با  فوزاریومهاي جنس گونه     
). 2درصد در رده دوم قرار گرفتند (شکل  37فراوانی 

گرلاخ و  کارروشهاي این جنس مطابق شناسایی جدایه
) صورت گرفت. 2006) و لزلی و سامرل (1982( نیرنبرگ

 Fusarium proliferatumدر مجموع سه گونه شامل 

(Matsushima) Nirenberg   درصد،  17با فراوانی
Fusarium nygamai L.W. Burgess & Trimboli 

 پنجبا فراوانی  .Fusarium spدرصد و  15با فراوانی 
هاي زیتون با علایم پوسیدگی جداسازي درصد از میوه
هاي دادهاز شده با استفاده هاي شناساییشد. هویت گونه

توالی در تایید گردید.  ITSتوالی نوکلئوتیدي ناحیه 
 شباهتبیشترین  Fusarium sp.هاي جدایه ، ITSناحیه

 مرکبهاي هاي ناشناخته فوزاریوم و جدایهرا با جدایه
موجود در  Fusarium equiseti-incarnatumاي گونه

ها شناختی گونهبانک ژن نشان دادند. مشخصات ریخت
هاي ذکر شده است. دیگر گروه 2در جدول شماره 

هاي زیتون با علایم قارچی جداسازي شده از میوه
 ،Aspergillus ochraceousپوسیدگی در این تحقیق 

Penicillium expansum ، phaeospermum 
Arthrinium ،Truncatella angustata  ،

Aureobasidium pullulans ،Botrytis cinerea ،
Acremonium implicatum ،Epicoccum nigrum  و
Trichoderma harzianum  را شامل گردید که در

هاي قارچی را به خود درصد جدایه 25مجموع 
ها شناختی این گونهادند. مشخصات ریختاختصاص د

هاي قارچی اند. این گونهشده خلاصه 2در جدول شماره 
در خاك و یا همراه مواد  رستپودهصورت اغلب به

 Botrytisشوند. برخی گونه ها مانند گیاهی یافت می

cinerea  وTruncatella angustata به عنوان عوامل -

هاي اند. مقایسه دادهدهزاي گیاهی نیز شناخته شبیماري
هاي منتخب این جدایه ITSتوالی نوکلئوتیدي ناحیه 

  شناختی را تایید کرد.هاي ریختها، نتایج دادهگونه
  

  بحث
-هاي قارچی متعددي از میوهدر این بررسی گروه      

 .Aهاي زیتون با علایم پوسیدگی جداسازي شدند. گونه

alternata  ترینغالب نوانع به درصد 38با فراوانی 
در استان  زیتون میوه پوسیدگی قارچی همراه باعامل 

 از جنس مختلفی هايگونه زنجان شناسایی شد.
Alternaria از زیتون درخت مختلف هايقسمت روي 

 هايکشور از میوه پوسیدگی عامل عنوانبه میوه جمله
 همکاران و حمدي( استرالیا تونس، جمله از مختلفی

 گرگان و هاي رودباریران از شهرستانو در ا ،)2011

  ) .1388 ارشاد( اندشده گزارش
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 02/0 دهنده نشان مقیاس. همسایه پیوست روشبه آلترناریاهاي جدایه rpb2 ژن نوکلئوتیدي هايتوالی اساس بر شدهترسیم تبارزایی درخت -4شکل 
 مربوط به این بررسی می باشند CCTUها به پیشوند باشد. جدایهمی مختلف هايجدایه بین rpb2 ژن در نوکلئیک هاياسید در تغییر

  

  

        
  
  

 CCTU 63 

 JQ811961.1 Alternaria tenuissima

 CCTU 88 

 CCTU 90 

 CCTU 98 

 CCTU 65

 JQ811964.1 Alternaria arborescens

 DQ677980.1 Alternaria alternata

 CCTU 91 

 CCTU 92 

 CCTU 84 

 JQ811954.1 Alternaria tenuissima

 JQ811953.1 Alternaria alternata

 JQ811952.1 Alternaria alternata

 JQ811962.1 Alternaria arborescens

 JQ811955.1 Alternaria tenuissima

 JF417700.1 Alternaria dauci

 JF417702.1 Alternaria solani

 JF331617.1 Alternaria iranica

 JF331614.1 Alternaria vanuatuensis

 JF331615.1 Alternaria vanuatuensis

 JF331616.1 Alternaria ascaloniae 

 JF331603.1 Alternaria porri 

 JF331601.1 Alternaria porri 

 JF417669.1 Alternaria panax 

 JF417668.1 Alternaria panax 

 JF417701.1 Alternaria brassicicola

 DQ677938.1 Lewia eureka

 DQ247794.1 Pleospora herbarum 

100

87

92

78

99

88 

62

98

98
100

 

92

0.02

Alternaria alternata species complex 
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زیتون با علایم  سالهدو هايشاخه از قارچ این ایران در
 ).2012 و رضوي صانعی( شانکر جداسازي شده است

- یکی از گروهبه صورت رایج  آلترناریاکه با وجود این

- میزیتون میوه هاي قارچی همراه با بیماري پوسیدگی 

هاي زیتون از قبیل وردهآفرباشد، تاکنون امکان آلودگی 
هاي این قارچ بررسی زهرابهبا  کنسرو و روغن زیتون

  نشده است.
، مخصوصا آلترناریاهاي جنس شناسایی گونه      

هاي اسپور این جنس، بر اساس دادههاي ریزگونه
ل در اص .باشدشناختی به راحتی امکان پذیر نمیریخت

شناسی توجه موجود در شکلناشی از تنوع قابل امراین 
پوشانی صفات هر گونه و نیز در یک پرگنه واحد، هم

، وابستگی بسیار همبه هاي نزدیککنیدیوم در بین گونه
شناختی به شرایط محیطی (هنگ و بالاي صفات ریخت

ها ) و عدم ثبات در شکل و ابعاد کنیدیوم2006همکاران 
 ) بوده است.1972ان (سوبرس و دوپنیک با گذشت زم

هاي مولکولی به طور وسیعی گرنشان ،در دو دهه اخیر
اند (بنالی و شناسی گیاهی استفاده شدهدر بیماري

از مقایسه توالی ناحیه  ،بررسی اخیر). در 2011همکاران 
ITS-rDNA هاي و ژنgpd  وrpb2  براي شناسایی و

 Alternariaاي هبررسی روابط خویشاوندي جدایه
هاي جدایه gpdو  ITSتحلیل توالی استفاده شد. تجزیه

نیایی را ایجاد کرد. در یک گروه تک Alternariaمنتخب 
پیشین نیز بررسی ترادف نوکلئوتیدي ناحیه  هايعهمطال

ITS rDNA اي، هستهSSU rDNA  میتوکندریایی (چو
، بتاتوبولینمیتوکندریایی،  LSU-rDNA)، 2000و یو 
 -8، 3، 1و  tef-α ،gpd، سنتازکیتین، کالمودولین، اکتین

(پیور و همکاران تري هیدروکسی نفتالین ردوکتاز 
اسپور را هاي ریزروابط خویشاوندي بین جدایه ،)2004

 تحلیل روابط خویشاوندي برتجزیه آشکار نکرده است.
هاي زیتون را در سه جدایه rpb2توالی ژن اساس 

اي خوشه مربوط به گروه گونه زیرخوشه در داخل
 شکل(بندي نمود استرب بالا گروهبا حمایت بوت آلترناتا

- جمعیت به مربوط شدهمشاهده ژنتیکی تنوع کهاین .)4

 ياگونه بین حدود یا و بوده A. alternata گونه هاي
 توالی مقایسه نیازمند ،دهدمی نشان را مجموعه این داخل
 اسپورریز هايونهگ از یک هر تیپ هايجدایه

Alternaria است.  
درصد  37جنس فوزاریوم با فراوانی در این تحقیق       

عنوان دومین گروه قارچی غالب همراه با هجدایه، ب 77و 
بیماري پوسیدگی زیتون در استان زنجان شناخته شد. 

 روي زابیماري عوامل عنوانبه هاي این جنسگونه
اعضاي این  باشند.رح میحیوانات مط و انسان گیاهان،
 تقریبا زابیماري عوامل یا و اندوفیت صورتبه جنس
 و لزلی( دارند حضور گیاهی هايتیره تمام اعضاي روي

 از مختلفی هايگونه تحقیق حاضر در). 2006سامرل 
 17با فراوانی  F. proliferatum شامل فوزاریوم
درصد و  15با فراوانی  F. nygamai ،درصد

.Fusarium sp  هايمیوه روي ازدرصد  پنجبا فراوانی 
 که دو  شدند جداسازي میوه پوسیدگی با علایم زیتون
 بار اولین براي F. nygamai و F. proliferatum گونه
هویت این دو  .شوندمی معرفی دنیا در زیتون میوه از

تایید  ITSتوالی ناحیه  هايگونه با استفاده از داده
هاي موجود در ن دو گونه با توالیهاي ایگردید. جدایه

در  نشان دادند. شباهتدرصد  100الی  99بانک ژن 
مقایسه توالی ناحیه  ،Fusarium sp.هاي مورد جدایه

ITS هاي موجود در بانک ژن بیشترین شباهت با توالی
اي گونه مجموعهو  فوزاریومهاي ناشناخته را با جدایه

F. equesiti-incarnatum .شناسایی این  نشان داد
هاي توالی ها در سطح گونه نیاز به استفاده از دادهجدایه
  ژنی دارد.چند
  هاي قارچی که با فراوانی کمتر ازسایر گونه     

هاي زیتون با علایم پوسیدگی از باغات زیتون میوه 
  شاملاستان زنجان جداسازي شدند 

 Aspergillus ochraceous، Penicillium 

expansum ، phaeospermum Arthrinium ،
Truncatella angustata  ،Aureobasidium 

pullulans ،Botrytis cinerea ،Acremonium 
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implicatum ،Epicoccum nigrum  وTrichoderma 

harzianum جنس  اعضاي دو .هستندAspergillus    
زي را شامل جاهاي رایج و همهکپک Penicillium و 
 و آبکم هايمحیط در رشد اناییکه اغلب تو شوندمی
را دارا  پایین و بالا دماي با هاییمحیط در چنینهم

دو این  اعضاي). 2011 همکاران و هوبراکن( هستند
- شمار میهاي رایج مواد گیاهی بهکنندهجنس کلونیزه

سمی روي  ثانویه هايتولید متابولیت واسطههروند و ب
ان را به محصولات کشاورزي سلامت مصرف کنندگ

 این طی در). 2010 همکاران و سامسون( اندازندخطر می
از  P. expansum و A. ochraceus دو گونه تحقیق

  جداسازي شدند. پوسیدگیمیوه هاي زیتون با علایم 
 جهانی پراکنشاز ، Arthrinium جنس هايگونه     

 از جنس این هايگونه بیشتر و باشندمی برخوردار
 گرامینه خانواده اعضاي خصوصهب گیاهی هايبافت

 مناطق از جنس این از ايگونه ،اروپا در. اندشده گزارش
 و جداسازي خاك از با فراوانی کمتر چنینهم و باتلاقی
 ایران در). 2009 همکاران و رامبلی( شد سازيخالص
 گزارش 9پواسه خانواده روي جنس این مختلف هايگونه
  ).1388 ارشاد( است شده
-به  Truncatellaجمله از Pestalotioid هايقارچ     

روي  رستپودهزا، اندوفیت و یا عنوان عوامل بیماري
 و ارزنلو( باشندمطرح می مختلف گیاهی هايمیزبان
براي اولین بار در  T. angustataگونه  ).2012 همکاران

عنوان عامل پوسیدگی میوه از زیتون دنیا و ایران به
  .)2012 همکاران و ارزنلو(ت گزارش گردیده اس

متعلق به مخمرهاي سیاه  Aureobasidium جنس     
هاي مخمري و شکلهاي این جنس به می باشد. گونه

 مناطق هايسامانهبومدر  و کنندمیسلیومی رشد می
بافت جمله از مختلف مواد روي از استوایی و مرطوب
 عنوان به ،)2009 اسلپکی و استرامر( گیاهی هاي
 انسان بیمارگر و گیاهان بیمارگر اندوفیت، اپروفیت،س
 بین در. گزارش شده است )2009 استرامر و اسلپکی(

                                                             
Poaceae ٩ 

 از نظر A. pullulans گونه ،Aureobasidium هايگونه
 توانایی و سلولی خارج ساکاریدهايپلی و پولالان تولید

 مطرحزاي قارچی گیاهان کنترل زیستی عوامل بیماري
). 2008 همکاران و زالار ،2008 مکارانه و سینگ( است
 عامل عنوانبه A. pullulans گونه تحقیق این طی در

- خالص و جداسازي زیتون از میوه پوسیدگیهمراه 

  .شد سازي
 گونه خصوصهب Botrytisهاي مختلف جنس گونه     

B. cinerea این ایران در. هستند جهانی گسترش داراي 
 گرمسیرينیمه و مرطوب هايمکان در ،هاقارچ از گروه
- دیگر گونهو  10هاي گیاهی خانوده پنیركگونه روي بر

 این طی). 1388 ارشاد( اندشده گزارش هاي گیاهی
 آلوده هايمیوه روي از B. cinerea گونه بررسی

  . شد سازيخالص و جداسازي پوسیدگی علایمزیتون با 
 هايقارچ از تعدادي شامل Acremoniumجنس      
 ساده زاییهاي کنیديساختار با ايرشته امورفیکآن

 هايگونه ایران در ).2011 همکاران و سامربل( است
 مثلهاي مختلفی خانواده روي جنس این مختلف
 بررسی این در). 1388 ارشاد( اندشده گزارش 11ویتاسه
زیتون  آلوده هايمیوه روي از A. implicatum گونه
  .شد سازيخالص و جداسازي پوسیدگی علایم داراي

هاي از بستره Trichoderma harzianum گونه     
 کشاورزي، جنگلی، ریزوسفر هايمختلف از قبیل خاك

 از نیز و چمن و گندم چغندرقند، زمینی،سیب مثل گیاهانی
 هاياسکلرت و Agaricus bisporous خوراکی قارچ

Athelia rolfsii اغلب گونه این. است شده جداسازي 
زاي قارچی عوامل بیماري زیستی کنترل عاملورت صبه

 ).2007دمش و همکاران ( است شده روي گیاهان گزارش
 آلوده هايمیوه روي از T. harzianumدر این تحقیق 
  گردید. جداسازي پوسیدگی زیتون با علایم

 جهانی انتشار داراي Epicoccum nigrum گونه     
 و انسان بزاق پوست، حشرات، هوا، خاك، از و بوده

                                                             
Malvaceae ١٠ 
Vitaceae ١١ 
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 گاهی و رستپوده اغلب و است شده جدا پارچه
 پوست در آلودگی باعث گونه این. باشد می میکوپارازیت

در این  ).2007دمش و همکاران ( گرددمی نیز انسان
 هايمیوه روي از Epicoccum nigrum بررسی گونه

  گردید. جداسازي پوسیدگی زیتون با علایم آلوده
 هايبررسی براي شروعی نقطه حاضر تحقیق نتایج     
 پوسیدگی در دخیل قارچی عوامل شناسایی بارهدر بعدي
 این میزبانی دامنه بررسی دیگر، مناطق در زیتون میوه
 مقابل در زیتون ارقام مقاومت میزان ارزیابی، عوامل

و بررسی امکان آلودگی  زیتون میوه پوسیدگی عوامل
یتون با متابولیت روغن ز ویژههبهاي زیتون فراورده

  باشد.هاي قارچی می
  

  گزاريسپاس
معاونت از  نویسندگان مقاله مراتب قدردانی خود را     

محترم پژوهشی دانشگاه تبریز به خاطر تامین بودجه 
  نمایند. لازم براي انجام این پژوهش ابراز می
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Abstract  

Fruit rots are among the most important diseases of olive in Zanjan province, Iran. Despite the incidence of 
the disease in the region, the fungal species involved in occurrence of the disease largely remain unknown. 
The aim of present study is to characterize fungal species associated with olive fruit rot in Zanjan province 
based on morphological and molecular data. For this purpose, olive fruit samples showing fruit rot symptoms 
were collected from olive orchards in Zanjan province, during the September and October 2011. Pure 
cultures were established using a single spore technique. Fungal isolates were identified using morphological 
characteristics as well as sequence data of ITS-rDNA region. The results revealed Alternaria alternata 
species complex as the dominant species amongst the fungal groups involved in olive fruit rot in this region 
with a frequency of 37 percent. The identity of Alternaria isolates were further analysed based on sequence 
data from the rpb2 and gpd genes. The phylogeny inferred using sequence data from rpb2 gene culstred olive 
isolates in A. alternata species complex clade. The other fungal species identified in this study include 
Acremonium implicatum, Arthrinium phaeospermum, Aspergillus ochraceus, Aureobasidium pullulans, 
Botrytis cinerea, Epicoccum nigrum, Fusarium sp., F. nygamai, F. proliferatum, Penicillium expansum, 
Trichoderma harzianum and Truncatella angustata. Most of the species represent new records for Iran. With 
the identification of fungal species associated with olive fruit rot, it will be possible to practice suitable 
management strategies for this disease. 

Keywords: fruit rot, ITS-rDNA, phylogeny, Alternaria, Fusarium, rpb2 
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