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 چکیده

باشد. به منظور شناسایی عوامل قارچی دخیل در بیماری شانکر و سرخشکیدگی درختان یکی از محصولات مهم اقتصادی در ایران میانار های گونه

صورت  ینمونه بردار ی و گلستانشرق جانیآذربا هایاستاناز م یعلا یدارا هاییکار از انار 4091و  4091 هایفصول مختلف سال ولدر طانار، 

ها، های انتهایی تاج پوششی، سرخشکیدگی در شاخهها، ریزش برگای نمونه برداری شده عمده علایم بیماری به صورت زردی برگه. در باغگرفت

ها و تنه اصلی مشاهده گردید. به طور تقریبی در ها و تنه، تغییر رنگ در بخش آوندها و پوست پوسته شدن شاخهشانکرهای طولی در سطح شاخه

های انار این دو استان نمونه گیاهی از باغ 418ها، دادند. در طول نمونه برداریز درختان علایم آلودگی را در خود نشان میا %8هر باغ حدود 

بر اساس ترکیبی از  %15با فراوانی نسبی  Cytospora punicaeجدایه قارچی جداسازی شد که گونه  414آوری گردید. در نهایت تعداد جمع

زایی با استفاده از به عنوان گونه غالب شناسایی گردید. آزمون بیماری ITSختی و اطلاعات مولکولی حاصل از توالی ناحیه های ریخت شناویژگی

های را به عنوان عامل بیماری شانکر و سرخشکیدگی درختان انار در استان  C. punicaeروش شاخه بریده صورت گرفت. نتایج تحقیق حاضر گونه 

های مناسب برای مدیریت این بیماری فراهم گلستان تعیین کرد. با شناسایی و تعیین عامل بیماری امکان اتخاذ استراتژیآذربایجان شرقی و 

 خواهد گردید.

  ITS ،Punica granatumروش شاخه بریده،  کلمات کلیدی:
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Abstract 
Pomegranate is one of the economically important products in Iran. In order to identify the fungal agents involved in canker and 

dieback disease on pomegranate trees, during the different seasons of 2017-2018, samples were taken from pomegranate orchards 

with these disease symptoms in East Azarbaijan and Golestan provinces. Disease symptoms appeared as leaf chlorosis, dieback, leaf 

drop, particularly in the upper crown, vascular discoloration, longitudinal cankers on branches and trunk and bark cracking. Disease 

incidence was rated about 8 percent. A total number of 178 symptomatic wood samples were collected from pomegranate orchards in 

two provinces. Ultimately, 171 fungal isolates were recovered from symptomatic tissues. Cytospora punicae was determined as the 

dominant fungal agent with the isolation frequency of 75 percent, based on combination of morphological characteristics and 

sequence data of ITS region. Koch’s postulates were fulfilled using the excised shoot method. The results of pathogenicity assay 

confirmed C. punicae being pathogenic of pomegranate. The results of present study determined C. punicae as the cause of canker 

and dieback of pomegranate trees in East Azarbaijan and Golestan Provinces. With the identification and determination of the cause 

of this disease, in future it will be possible to adopt proper disease management strategies. 
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 مقدمه
 متعلق به خانواده، .Punica granatum Lبا نام علمی  انار

Punicaceae گیاهی کوچکترین خانواده باشد. این خانوادهمی-

باشد. انار را بومی ایست که دارای یک جنس و دو گونه می

دانند. مناطق مختلفی از آسیای مرکزی خصوصا کشور ایران می

های مختلف انار وجود قسمت ها و ترکیبات متنوعی درمتابولیت

یکی از دارد. ایران با دارا بودن شرایط اقلیمی مناسب، به عنوان 

ای را به تولید میوه انار در سطح دنیا جایگاه ویژههای مهم قطب

نقش مهمی در اقتصاد باغی محصول این و خود اختصاص داده 

های آذربایجان شرقی و کند. استانغیرنفتی کشور ایفا می

و تولید  هکتار اراضی تحت کشت انار 4184تان با داشتن گلس

های تولید سالیانه بیش از یک میلیون تن میوه انار از قطب

روند کننده این محصول خوش بازار در کشور به شمار می

(Ahmadi et al. 2020.) 
-های مختلفی درختان انار را تحت تاثیر قرار میبیماری

های شایع هستند که بیماریدهند. سرخشکیدگی و شانکر از 

های شوند. با این وجود، تنشتوسط عوامل مختلفی ایجاد می

ها غیرزیستی نقش اساسی را در شیوع و پایداری این بیماری

های مختلف مطالعات صورت گرفته در کشورکنند. ایفا می

-دهد گونهدارای انارکاری های عمده، از جمله ایران نشان می

در ایجاد این بیماری نقش دارند که از  های قارچی متعددی

توان به چندین جنس از خانواده جمله می

Botryosphaeriaceaeهایی از جنس ، گونهCytospora 

Ehrenb. ،Coniella Höhn.  وPhaeoacremonium W. Gams, 

Crous & M.J. Wingf. (Golmohammadi 2019 .اشاره کرد )

، Cytospora ،Coniella هایهایی از جنساز این میان، گونه

Phaeoacremonium وNeofusicoccum (Pennycook & 

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

عوامل قارچی دخیل در شانکر و سرخشکیدگی درختان انار از 

(. در باغات انار، Farr & Rossman 2020اند )ایران گزارش شده

، غالبا به Botryosphaeriaceaeه علایم ایجاد شده توسط خانواد

ها، شانکر در های پوستی، تغییر رنگ پوست شاخهصورت تورم

های جوان، انواع اشکال انسداد های اصلی، بلایت شاخهشاخه

 Golmohammadiباشد )آوندی و عدم رشد در فصل بهار می

های جنس های قارچی ذکر شده، گونه(. از میان گروه2019

Cytospora دهند ها را تحت تاثیر قرار میور عمده شاخهبه ط

توانند باعث ایجاد آلودگی در بخش تنه نیز شوند که در اما می

کاهند. وری میزبان خود میاین صورت از طول عمر و بهره

این جنس بسته به میزبان های گونهعلایم ایجاد شده توسط 

ها، سرخشکیدگی برگ یمتفاوت بوده و عمدتا شامل زرد

ها، تولید ساختارهای قارچی فراوان در پوست میزبان و هشاخ

از محل ساختارهای  های کنیدیومیتولید و ترشح توده

(. این جنس از Lawrence et al. 2018)باشد میغیرجنسی 

پراکنش بسیار بالایی از نظر میزبانی در سطح جهانی برخوردار 

دار، هستههای اقتصادی مهم از قبیل درختان بوده و از میزبان

 است دار و درختان غیر مثمر جداسازی گردیدهدانه

(Lawrence et al. 2018; Jiang et al. 2020با وجود گزارش .)-

های صورت گرفته در ارتباط با شناسایی عوامل این بیماری در 

ایران تا کنون تحقیق جامعی در رابطه با شناسایی عوامل این 

شرقی و گلستان صورت های آذربایجان بیماری در استان

نگرفته است. از این رو، تحقیق حاضر با هدف شناسایی عامل 

شناختی و های ریختدقیق این بیماری با استفاده از داده

مولکولی در این دو استان انجام گرفت. شناسایی دقیق و 

صحیح عامل بیماری به عنوان گام نخست و اساسی در توصیه و 

های گیاهی از اهمیت ی بیماریهای مدیریتکارگیری روشبه

 باشد.سزایی برخوردار میهب

  

 هامواد و روش

-منظور جداسازی و شناسایی گونهدر طول این تحقیق، به    

های قارچی مرتبط با شانکر و سرخشکیدگی درختان انار در 

 4091و  4091های طی فصول تابستان، پاییز و بهار سال

-ی مختلف این دو استان جمعهاهای گیاهی از شهرستاننمونه

ها با ثبت مشخصات به آزمایشگاه قارچ آوری گردید. نمونه

شناسی دانشگاه تبریز منتقل شدند. جداسازی و نگهداری 

عوامل قارچی با روش های رایج بیماری شناسی صورت گرفت. 

برای شناسایی ریخت شناختی در سطح گونه از کلیدهای 

 ;Lawrence et al. 2018ید )معتبر قارچ شناسی استفاده گرد

Pan et al. 2020). 

، واکنش CTABژنومی به روش  DNAپس از استخراج      

 25در حجم نهایی  ITSمراز برای ناحیه ای پلیزنجیره

 Golmohammadiمیکرولیتر مطابق شرایط ذکر شده توسط

یابی به شرکت برای توالی PCR( صورت گرفت. محصول (2019

ران ارسال گردید. توالی نوکلئوتیدی حاصل با پیشگام بیوتک ای

مورد بررسی و ویرایش قرار گرفت و سپس  Mega v.7 افزارنرم

با استفاده از نرم افزار برخط بلاست 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.govبا توالی ) های موجود در بانک

های ژن مورد مقایسه قرار گرفت. زیر هم چینی توالی

انجام شد. یافتن  Mega v.7ده از نرم افزار نوکلئوتیدی با استفا

بهترین مدل برای رسم درختچه تبارزایی با نرم افزار 

MrModeltest v.2.3  و تبارنمای اجمالی با استفاده از روش

برای  ITS1-5.8S-ITS2های توالی ناحیه بیژین بر مبنای داده

ت های معتبر دریافی مورد مطالعه در این تحقیق و جدایهجدایه

 MrBayes v.3.2.2شده از بانک ژن با استفاده از نرم افزار 

(Ronquist & Huelsenbeck 2003 ترسیم گردید. آزمون )

اعتبار سنجی به روش احتمال پسین انجام گردید. بیماریزایی 

جدایه منتخب با روش شاخه بریده مطابق شرایط ذکر شده 

 . مورد بررسی قرار گرفت Golmohammadi (2019)توسط 

 نتایج و بحث

های نمونه برداری شده، عمده علائم بیماری به ر باغد     

ها )تا حدودی مشابه ها و شاخههای سرشاخهصورت زردی برگ

های انتهایی علایم کمبود آهن در اوایل آلودگی(، ریزش برگ

ها، شانکرهای طولی در تاج پوششی، سرخشکیدگی در شاخه

گ در بخش آوندها و پوست ها و تنه، تغییر رنسطح شاخه

ها و تنه اصلی مشاهده گردید. به طور پوسته شدن شاخه

از درختان علایم آلودگی را در خود  %8تقریبی در هر باغ حدود 

نمونه گیاهی از  418ها، دادند. در طول نمونه بردارینشان می

 آوری گردید. در نهایت، تعدادهای انار این دو استان جمعباغ

-گردید. در طول این تحقیق قارچقارچ جداسازی  جدایه 414

 Neofusicoccum parvum  (Pennycook & Samuels)های 

Crous, Slippers, & Phillips ،.Biscogniauxia sp  و

Asordaria sibutii (Cailleux) von Arx & Guarro  نیز به

عنوان عوامل همراه با بیماری شانکر و سرخشکیدگی درختان 

در این تحقیق صرفا شرح و توصیف  .زی گردیدندانار جداسا

گونه غالب به دلیل اهمیت بیماریزایی آن ارایه گردیده 

 C. punicaeگونه جدایه قارچی جداسازی شد.  414است.

Sacc., Michelia  جدایه( که از این  429) %15فراوانی نسبی با

جدایه متعلق  441جدایه متعلق به استان گلستان و  49تعداد 

مشخص استان آذربایجان شرقی بودند، به عنوان گونه غالب  به

 شد.

Cytospora punicae Sacc., Michelia 1: 367 

(1878) 

 25و در دمای  PDAقارچ بر روی محیط کشت  قطر پرگنه     

متر میلی 5/11درجه سلسیوس، پس از گذشت هفت روز به 

ای تا قهوهرسید. پرگنه قارچ ابتدا در اوایل رشد به رنگ قرمز 

شود. روشن و با گذشت چند روز به رنگ سبز زیتونی دیده می

باشد که به حالت سطحی کنیدیومای قارچ از نوع پیکنیدیوم می

ای تیره تا سیاه تا کمی فرورفته در محیط کشت به رنگ قهوه

گردد. رنگ به صورت منفرد و پراکنده در کل محیط تولید می

ای و متغیر ها چند حجرهیومدر برش عرضی و طولی، پیکنید

-های جداکننده مشخص از همدیگر میبوده که دارای دیواره

مرکزی در روی  کروی، گردن کوتاه، حفره بایتقرباشد، قاعده 

استیول  شود. دهانهبافت میزبان و محیط کشت مشاهده می

-ای کامل تا نامتقارن میروی بافت میزبان دارای شکل دایره

گیری شد. میکرومتر اندازه 205-251ها یدیومباشد. قطر پیکن

رنگ و شفاف، منفرد، مستقیم، بدون انشعاب تا برها بیکنیدیوم

زا، های کنیدیومگاها منشعب بر روی بافت میزبان، دارای سلول

های میکرومتر بود. سلول 90/4-49  ×82/1- 2های در اندازه

ری شکل با ای سیلندرنگ، باریک استوانهزایی بیکنیدیوم

 5/0-5/1  ×8/1-15/4گسترش سیمپودیال و در اندازه 

رنگ، تک سلولی و ها بیگیری شدند. کنیدیوممیکرومتر اندازه

 (0/2-) 1/0-1( -5) × 4)الانتوئید( بوده و ابعاد آنها  .خمیده

(. مرحله جنسی قارچ مشاهده نگردید.4میکرومتر است )شکل 
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پرگنه . c-dروی درخت انار، Cytospora های علایم و نشانه .Cytospora punicae .a-bسرخشکیدگی و شانکر ایجاد شده توسط  .0شکل 

ها، کنیدیوم .gزایی، های کنیدیوم. سلولiبرها، کنیدیوم . h. برش طولی پیکنیدیوم،j. برش عرضی پیکنیدیوم، f. پیکنیدیوم، eقارچی هفت روزه، 

k .د، شاخه شاهl :شاخه تیمار شده با بلوک میسلیومی بیمارگر در تست بیماریزایی. مقیاس . e-f-j =51  میکرومتر h-i-g =411 .میکرومتر 
Figure 1. Dieback and canker caused by Cytospora punicae. a-b. Symptoms and signs of Cytospora on pomegranate 

tree, c-d. Seven-day old colony, e. Pycnidium, f. Longitudinal section of pycnidium, j.Cross-section of pycnidium, h. 

Conidiophores, i. Conidiogenous cells, g. Conidia, k. Control twig l. Inoculated twig with mycelial plug of pathogen in 

pathogenicity assay. Bar: e-f-j = 50 μm; h-i-g = 100 μm. 

های موجود در بانک ژن برای گونه دست آمده با توالیتوالی به

C. punicae مشابهت نشان داد )سه نوکلئوتید  %99، بیش از

((. تبارنما با 524/0( با ایجاد سه گپ )524/548تفاوت )

افزار بیژین و برای ناحیه ژنی مورد نظر نرمروش استفاده از 

های های موجود برای گونهلیحاصل از این تحقیق و دیگر توا

ترسیم گردید. فایل رجبندی شده  Cytosporaمختلف جنس 

-الگوی منحصر به 215کاراکتر و  128آرایه،  81نهایی شامل 

بهترین مدل جایگزینی توسط نرم  GTR+I+Gفرد بود. مدل 

 Shear Diaporthe افزار مدل تست انتخاب گردید. گونه

vaccinii با کد دسترسی بانک(  ژنیKC343228 به عنوان )

آرایه خارجی به کار گرفته شد. تجزیه و تحلیل بیژین منتهی به 

درصد از تبارنماهای  25تبارنما گردید که بعد از حذف  112

تبارنمای اجمالی و توزیع  burn-inآوری شده برای مرحله جمع

تبارنمای باقی مانده محاسبه  581ها از احتمال پسین خوشه

جداسازی شده از  دست آمده، جدایهاساس نتایج بهگردید. بر 

( با MW180937میزبان انار در تحقیق حاضر )با کد دسترسی 

های اخذ شده از ( به همراه سایر جدایه4اعتبار سنجی بالایی )

 (. 2بانک ژن گروه بندی گردید )شکل 

 01ها پس از گذشت زایی در شاخهارزیابی آزمون بیماری     

-رت سیاه شدگی بافت پوست در دو سمت محل مایهروز به صو

زنی مشاهده گردید. نکروز در محل بافت چوب نیز به رنگ 

 21ای روشن تا سوخته در دو سمت به طول میانگین قهوه

متر پیشروی کرده و در برش عرضی بخش آوندی نیز به سانتی

رنگ جگری تا سیاه تغییر رنگ داده بود. در شاخه شاهد 

(. به k -4ها مشاهده نگردید )شکل یمی در بافتهیچگونه علا

منظور تکمیل اصول کخ، همانند روش اولیه، کشت و جداسازی 

-زنی شده نیز از بافتاز بافت میزبان صورت گرفت و قارچ مایه

 های گیاهی بازجداسازی شدند.

از  Cytosporaceaeمتعلق به خانواده  Cytosporaجنس 

های این جنس به عنوان . گونهباشدمی Diaporthalesراسته 

های مختلف ترین عوامل قارچی در میزبانترین و شایعرایج

های های سنگین اقتصادی در میزبانباشند که باعث خسارتمی

های متعلق به این جنس به صورت شوند. گونهخود می
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های بیمارگر خطر، ساپروفیت و گونههای به ظاهر بیاندوفیت

ی گیاهی خشبی گونه 411ری در بیش از مهم که عامل بیما

ها بیشتر بیمارگر اند. این گروه از قارچباشند، جداسازی شدهمی

اند و هر هایی هستند که تحت شرایط تنش قرار گرفتهمیزبان

 تر باشد حساسیت به آن بیشتر خواهد شدچقدر میزبان ضعیف

(Fotouhifar et al. 2010; Baradaran Baghery et al. 2015; 

Dudley et al. 2020)ها بسیار وسیع میزبانی برخی گونه . دامنه

های دیگر فقط بر روی یک جنس و یا یک بوده و برخی گونه

های کنند. شناسایی گونهی گیاهی ایجاد بیماری میخانواده

شناختی و های ریختبر اساس تلفیق ویژگی Cytosporaجنس 

-شش جایگاه ژنی صورت میفیلوژنی اطلاعات مولکولی گاها تا 

(. بر اساس منابع موجود تا به امروز Dudley et al. 2020گیرد )

 DP و C. punicaeدو گونه  Cytosporaدر سطح دنیا، از جنس 

Lawr., LA Holland & Trouillas  C. granati  از روی

-( که میLawrence et al. 2018اند )درختان انار گزارش شده

ی ه اختصاصی میزبانی بین این دو گونهتوان وجود یک رابط

 .Cقارچی و درخت انار را در نظر گرفت. همچنین گونه 

punicae ی انار از ایتالیا، عامل به عنوان عامل پوسیدگی میوه

پوسیدگی پس از برداشت از آفریقای جنوبی و عامل پوسیدگی 

 & Farrطوقه درخت انار از یونان نیز گزارش شده است )

Rossman 2020 .) 

شناختی های ریختوجه تمایز این دو گونه بر اساس ویژگی     

باشد ها، نرخ سرعت رشد و رنگ پرگنه میدر اندازه پیکنیدیوم

(Lawrence et al. 2018در این تحقیق ویژگی .)های ریخت-

 .C های ذکر شده برای گونه شناختی جدایه حاضر با ویژگی

punicae اصل از فیلوژنی مبتنی بر مطابقت داشته و نتایج ح

کند. مطالعات متعدد نیز هویت گونه را تایید می ITSناحیه 

های مختلف در از انارکاری C. punicaeدهد که گونه نشان می

سراسر دنیا از جمله ایالات متحده آمریکا، یونان، تونس، قبرس 

و ایران به عنوان عامل شانکر تنه، سرخشکیدگی شاخه گزارش 

 C. punicae(. در ایران Farr & Rossman 2020ت )گردیده اس

از  Mahdikhani & Davoodi (2017)برای اولین بار توسط 

درختان انار شهرستان طارم جداسازی و شناسایی گردیده 

 است.

تحقیق حاضر، گزارشی از جداسازی و شناسایی عامل بیماری 

-سرخشکیدگی و شانکر درختان انار بر اساس مطالعات ریخت

های آذربایجان شرقی و اختی و مولکولی در سطح استانشن

باشد. با توجه به مشاهدات میدانی صورت گرفته در گلستان می

صورت عدم توجه به تامین نیازهای غذایی درختان و تضعیف 

تواند به قارچ مذکور به شدت درختان را آلوده کرده و می ،آنها

 بدیل گردد.عملکرد ت عامل محدود کننده و کاهش دهنده

 سپاسگزاری

نویسندگان مقاله مراتب قدردانی و سپاس خود را از معاونت      

خاطر تامین بودجه لازم و محترم پژوهشی دانشگاه تبریز به

جهاد کشاورزی استان آذربایجان شرقی و آقای مهندس حسین 

دریغ در راستای انجام این های بیهاتف به خاطر همکاری

 یند.نماپژوهش ابراز می
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به عنوان آرایه خارجی در نظر  Diaporthe vacciniiبه روش بیژن. گونه  ITSهای نوکلئوتیدی ناحیه تبارنمای ترسیم شده بر اساس توالی .1شکل 

 کند.تغییر مورد انتظار در هر مکان را مشخص می 12/1گرفته شده است. مقیاس، 

Figure 2. Phylogenetic tree based on nucleotide sequences of ITS region by Bayesian method. Diaporthe vaccinii is used as 

out-group taxon. The scale bar shows 0.02 expected changes per site. 
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