
  گياهيهاي          بيماري وآفات                                                                                                                              
  ١٣٩٢ اسفند ،۲ شماره ،٨١ جلد                                                                                                                          

  
  يآر در باغات انگور خراسان شمال يس يک پيمولد زوال مو بر اساس تکن يعوامل قارچ يو شناسائ يابيرد

 
 ۱و نگار قزل سفلو ۴، ويدا دهواري۳، مهدي پيرنيا۲شهري مي، محمود رضا کري۱محسن رجائيان

ومنابع طبيعي استان خراسان رضوي بخش تحقيقات  مرکز تحقيقات کشاورزي -۲؛ واحد دامغان ، ميدانشگاه آزاد اسلاكشاورزي،  دانشكده -۱
 ، تهرانبيوتکنولوژي دانشگاه پيام نور -۴؛ ، دانشگاه زابلي، دانشکده کشاورزيپزشک اهيگروه گ -۳؛ گياهپزشکي

  )١٣٩٢ مرداد؛ تاريخ پذيرش: ۱۳۹۱ دي(تاريخ دريافت: 
  چکيده

. اين بيماري باعث کاهش رشد، کاهش محصول و باشد مييا زوال مو  ي اسكابيمار انگور قارچي هاي ترين بيماري مخربترين و  يكي از مهم
قطعـات تنـه   : شاملاز تنه  یمختلفهای  ي آن نمونه هاي شهرستان بجنورد و حومه از تاکستان ۱۳۸۹در طي تابستان گردد.  در نهايت مرگ گياه مي

اي رنگ و فاقد علايم ظاهري نمونه برداري شـد. هـدف از    لايم نقاط قهوهاي، داراي ع داراي علايم پوسيدگي سفيد، داراي علايم پوسيدگي قهوه
همچنين جداسازي آنهـا   اختصاصي و آغازگرهایانگور با استفاده از  اجراي اين تحقيق رديابي عوامل قارچي مرتبط با بيماري اسکا در داخل تنه
و آغازگرهـاي  مي آ ريبـوزو -ان-نواحي دي ميهاي عمو سکا از آغازگربه روش کلاسيک و مقايسه آن با روش ملکولي بود. جهت رديابي عوامل ا

به  bp۴۱۵و  bp۵۵۰ ،bp۳۶۰هاي  هاي اختصاصي در اين تحقيق به صورت مشاهده ي باند با آغازگر PCRاختصاصي استفاده شد. نتايج حاصل از 
 .Paي  که در مجموع گونـه  بود. نتايج حاصله نشان داد spp. Phaeoacremonium و F. mediterranea ،Pa. chlamydospora هاي  ترتيب براي قارچ

chlamydospora با درصد بالاتري نسبت بـه سـاير عوامـل قـارچي      ن گونهياهاي مورد بررسي  از فراواني بيشتري برخوردار است و در اکثر نمونه
 هـاي داراي علايـم پوسـيدگي سـفيد     فقط در چـوب  كهبود  F. mediterraneaي  جداسازي و رديابي گرديد و کمترين فراواني نيز مربوط به گونه

  هاي انگور عاري از بيماري اسكا مورد استفاده قرار گيرد. تواند در سالم سازي خزانه مورد مطالعه ميهاي اختصاصي  رديابي گرديد. بنابراين آغازگر
  ي.بوزوميآر-ان-ي، ديابياسکا، رد يماريانگور، بهاي كليدي:  واژه
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Abstract 
One of the most significant and destructive grapevine diseases is Esca which is caused by several fungal species. Trunk disease causes 

stunted growth, reduced yield, and ultimately, vine death. For this reason, during the summer 2011, infected samples were collected from 
Bojnourd (North Khorasan province) vineyards. Infected trunk samples were acquired that they were showing white and brown rots, dark 
brown spots and also samples without apparent symptoms. The aims of this work were, firstly, to apply species –specific primers for 
detecting fungal agents associated with Esca disease of grapevine; and comparing this method to the classical ones, and secondly, to detect 
frequency of each pathogenic agent using molecular and classical methods. In molecular method, species-specific primers which designed 
based on ITs region of rDNA were used to detect fungal agents of the Esca disease. They yielded a single amplicon of 550 bp, 360bp and 
415 bp for F.mediterranea, Pa. chlamydospora and Phaeoacremonium spp. respectively. Results showed that the maximum frequency of 
incidence was related to P. chamydospora and Phaeoacremonium spp was in second. The lowest incidence frequency rate was related to 
F.mediterranea which was observed only in sample with white rot symptoms. Primers defined here can be used in the nursery sanitation 
program to produce plant free of Esca disease.  
Key words: ESCA, Detection, ITs region, Grapevine. 
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 مقدمه

  Vitisجـنس  هـاي  ن گونهيتر ) از مهمVitis vinifera(تاک 
   شده است ييگونه شناسان يرقم از ا ۵۰۰۰باشد که امروزه  مي

)Galet and Morton, 1998(     دو مرکـز مهـم پـرورش جـنس .
ــيو  باشــد مــي يشــرق يايو آســ يشــمال يکــايس آمريت

)Surico, 2000( .ـا ين مناطق انگـور کـار  يتر از مهم يکي  ان، ري
اسـکا کـه تحـت عنـوان      يمارياست. ب ياستان خراسان شمال

 ـز نامين ١زوال مو اي سکته ن يتـر  از مهلـک  يک ـيشـود   مـي ده ي
 همـراه  يمارين بيباشد. ا مي ها در تاکستان يقارچ يها يماريب

کـه موجـب کـاهش     باشـد  ميمختلف  هاي از قارچ يکمپلکس
   Mugnai( گـردد  مـي اه انگور يرشد، کاهش محصول و مرگ گ

et al. 1999(. ز منـوط بـه   يو کنترل آن ن اسکا يماريت بيريمد
باشـد.   مـي  يمـار يثر در توسـعه ب ؤم و عوامل ميعلا ييشناسا

ــتريب ــاي روش ش ــکا پ ه ــرل اس ــگيکنت ــوده و  يريش ــده ب   کنن
  کش  قارچ .است يو بهداشت يباغبان يسنت هاي به روشمحدود 

  ت. اســ ه نشــدهيتوصــز يــننــه ين زميــدر ا يثرؤمــ مناســب و
 ـ هـاي  يمـو شـامل بافـت مردگ ـ    ياسـکا  يم ظـاهر يعلا   ن يب

 ـم يکوچـک رو  هـاي  و لکه ها شاخه يدگي، خشکيرگبرگ   وه ي
  از درخت ظـاهر شـود    يا بخشيتواند در تمام  ميباشد که  مي

)Peros et al. 2008ـتنه علا يمقطع عرض ). در  م بـه صـورت   ي
 ي لهياز چوب مشاهده شده که به وس يا هيد ناحيسف يدگيپوس

م ين علايو همچن شود ميره احاطه يت يا ا قهوهياه يک خط سي
 يمـار يباشـد. ب  مياه يره تا سيت يا به صورت نقاط قهوه يگاه

ع و مــرگ يســر ياسـکا، در اواســط تابســتان باعــث پژمردگ ــ
. )Mugnai et al. 1999(شـود   مـي انگور  درختان مسن ۲يناگهان
د شــامل باشــن مــياســکا  يمــاريکــه همــراه بــا ب هــايي قــارچ

 يا و تـا انـدازه   Fomitiporia mediterraneaهـاي  ستيوميدويباز
  بوده کـه   Trametes hirsuteن يو همچن Stereum hirsutumکمتر 

 ـ  ميد چوب يسف يدگيباعث پوس    يهـا  ن قـارچ يشـوند. همچن
 ن گونه از قارچيو چند Phaeomoniella chlamydosporaناقص 

                                                
-١  Grapevine decline 

-۲  Apoplexy 

spp. Phaeoacremonium اه يره تا سيت يا اط قهوهجاد نقيباعث ا
ل يتشـک  .)Ari, 2000; Fischer, 2002(شوند  ميدر بافت چوب 

ط کشت امکـان نداشـته و   يدر مح F. mediterranea اندام بارده
ر اسـت. بـدون وجـود    ياه امکان پذيگ يتنها در تاکستان و رو

 ـتول هـاي  وميسليبه م ين جنس بستگيا يياندام بارده شناسا د ي
مشکل مواجه  با آن را يداشته که شناسائ ط کشتيشده در مح

 يبــرا يمولکـول  هـاي  کي ـسـاخته اسـت. لـذا اسـتفاده از تکن    
  يشــيرشــد رو يهــا کــه فقــط دارا نگونــه قــارچيص ايتشــخ

 ـاهم يدارا هسـتند    ;Cortesi et al. 2000(اسـت   يا ژهي ـت وي

Fischer, 2002(. يهــا ن قـارچ يهمچنــ Pa. chlamydospora و   
spp. Phaeoacremonium ــ يرو ــت دارايمح ــرعت  يط کش س

از دارند يروز زمان ن ۲۰ش از يب بوده و غالباً ينييار پايرشد بس
گـزارش   Aroca and Raposo (2007)رشد کنند.   ميتا در حد ک

ل يــهــا بــه دل ن قــارچيــا يکيص مرفولــوژيکردنــد کــه تشــخ
اسـت و بـا    يار دشـوار يک آن، کار بسيار نزديبس هاي شباهت

مشخص شده است کـه اغلـب    ياختصاص ايه کاربرد آغازگر
ک نادرسـت  ي ـصورت گرفتـه بـا روش مرفولوژ   هاي صيتشخ

 ـ يانگور برا ياسكا بيماري بوده است. ران از ي ـن بـار از ا ياول
 .Karimi et al)گزارش شـد ( (بجنـورد  ياستان خراسان شـمال 

 ـ2001   ن در مطالعـات انجـام شـده در اسـتان فــارس     ي). همچن
Pa. chlamydospora ،Phaeoacremonium aleophilum،  

Fusarium sp. ،Phoma sp. ،Phaeoacremonium sp. و  
Natrasia sp.  از انگور داراي علايم زوال جدا سازي شده است

)Mohammadi and Banihashemi, 2007ًيهـا  آنها قارچ ). ضمنا 
Pm. aleophilum  وPa. chlamydospora  و بــا فراوانــي كمتــر  
Pm. parasiticum  وPm. inflatipes  انگور بر اسـاس   ياز رورا

 -βetaو  PCR- RFLPخصوصـيات مورفولـوژي و مولكـولي (   

tubulin genes( انـد  ) شناسايي کردهBanihashemi et al. 2009 .(
 ياز باغات انگور استان خراسـان شـمال  نيز  جدايه قارچي ۶۴

 ، Phaeoacremonium parasiticum (= Pm. parasiticum)شـامل  

Pa. chlamydospora،  F. mediterranea،Fusarium sp.  و 

Phoma sp. ده اسـت ( يجداسازي و شناسايي گردFarashiani  
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et al. 2010يمــاريمــرتبط بــا ب هــاي قــارچ يکــي). تنــوع ژنت  

  بـــا اســـتفاده از  يدر اســـتان خراســـان شـــمال زيـــاســـکا ن
ــتکن ــت. در ا  RAPD- PCRک ي ــام شــده اس ــانج ــن تحقي    قي

  parasiticum Pm.، Pa. chlamydospora هـــــاي قـــــارچ
Pm. aleophilum  وF. mediterranea ــاز ــد. يگرد يجداس دن

 يخت شناسيات رين تنوع را در خصوصيشتريکه ب هايي هيجدا
با استفاده از  ها هيجدا DNA يداشتند انتخاب شده و چند شکل

 قـرار گرفـت   يمـورد بررس ـ  RAPD-PCR يآغازگر تصادف ١٠
)Bahrabadi et al. 2011(.  

Aroca and Raposo (2007) هـاي  که آغازگر گزارش کردند 
 ـدر رد يبه طور مـؤثر  ITS يشده بر اساس نواح يطراح  يابي

 .mediterranea F يهـا  قارچ يابيعوامل اسکا کاربرد دارند. رد
  کيــبــا اســتفاده از تکن  در چــوب انگــور  F. punctataو 

PCR-RFLP اسـت  انجام شده ياختصاص هاي به همراه آغازگر 
)Pilotti et al. 2010ي ). دو گونه Pm. angustius  وPm. viticola 

ــواح ــا اســتفاده از  مــيمشــابه  کــاملاً ITS يکــه در ن باشــند ب
 ي) طراح ـPbr8+T1) و (Pbr4-1+T1( ياختصاص ـ هـاي  آغازگر

ن دوگونـه  يا ييب جهت شناساين به ترتيتوبول -شده از ژن بتا
  Aroca et al. 2008).( مورد استفاده قرار گرفت

Ciccarone et al. (2004)  بــا اســتفاده از جفــت آغــازگر
 يبـرا  bp ۷۴۰ ي در محدوده يتک باند ITS5و  ITS4  ميعمو

Fomitiporia  .مشاهده کردنـد Ridgway et al. (2002)   توانسـت
ک يتکن و PCH2و  PCH1 ياختصاص هاي از آغازگر با استفاده

nested-PCR ي دهدر محدو يمشاهده تک باند و bp۳۶۰  قارچ
Pa. chlamydospora کند. يابيدر تنه انگور رد را  

  
  يروش بررس

از درختـان   ۱۳۸۹تابستان  يق، درطين تحقيجهت انجام ا
شهرسـتان بجنـورد و    هاي م تاکستانيم و فاقد علايعلا يدارا

شـد.   ينمونه بردار يآن واقع در استان خراسان شمال ي حومه
بودند از: مملجه، قراجه، بـدرانلو،  عبارت  يمناطق نمونه بردار

کـانلو، لنگـر و قصـرقجر. رقـم     يمورتاش، دراقانلو، قري، تيگل

ق ين تحقيدر ا .است ين مناطق، رقم کلاهداريانگور غالب درا
  :ذيـل  بـه شـرح  چوب تنه درختان انگـور   از  چهار نوع نمونه

 .تنـه  يد در بـرش عرض ـ يسـف  هاي يدگيپوس يدارا هاي نمونه
  .رنــگ در تنــه يا قهــوه يدگيم پوســيــعلا يرادا هــاي نمونــه

ــه دارا ــعلا ينمونـ ــوه يـ ــاط قهـ ــه  يا م نقـ ــگ در تنـ   .رنـ
  .تهيه شد )۱شکل (م و به ظاهر سالم يبدون علا هاي نمونه

  
  
  
  

 قطعات تنـه بـا  B. قطعات تنه با علايم پوسيدگي سفيد  A. -۱شکل 
 اي همقطع عرضي سرشاخه با علايم نقاط قهو .Cاي  علايم پوسيدگي قهوه

Fig. 1. A- Cross section of young grapevine showing large 
area decayed by white rot fungi B- Cross section of grapevine 
trunk with brown rot symptoms. C- Cross section of young 
grapevine showing dark spots and reddish brown necrotic wood. 

  

مولد اسکا از قطعـات   يعوامل قارچ يزجدا سا -الف
به ابعاد کوچـک از قطعـات تنـه     هايي نمونه: تنه انگور يچوب
بـا   هـا  ن نمونهيا د.يه گرديته م ذکر شدهيعلاچهار نوع  يدارا

 آمـاده از مـرز بافـت سـالم و آلـوده     ) mm۵-۴( ابعاد کوچـک 
 ـپوکلريتوسـط ه شده  يضدعفون هاي نمونه شدند.  ت سـديم ي

 ـ و %)MEA )۲ مالـت آگـار   شـت کط يمح ي% رو۱۰ ن يهمچن
و شـد  کشـت داده   دکستروز آگار)-ينيب زمي(س PDA طيمح

منتقـل   سلسـيوس درجـه   ۲۵±۱ يبه انکوباتور بـا دمـا   سپس
منتقـل و   %)MEA )۲ط يبه مح ـ افتهيرشد  يها . قارچدنديگرد

 هاي قارچص يجهت تشخ د.ش ييشناسا يپس از خالص ساز
 ـاسـکا از کل  يرمايجدا شده از تنه آلوده به ب  ييشناسـا  يدهاي

 ;Crous et al. 1996; Crous and Gams, 2000( اسـتفاده شـد  

Mostert et al. 2005; Mostert et al. 2006.( 

بـه  : DNAجهـت اسـتخراج    ها هيآماده کردن جدا -ب
ط يابتدا مح ،DNAجهت استخراج  ها هيمنظور آماده کردن جدا

از  متر يليم ۵ا قطر ب يا ه و سپس قطعهيته )PDB١(ع يکشت ما
                                                

-۱  Potato Dextrose Broth 

A B C 
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روز  ۴به مدت و  شدع اضافه يط مايمح هه بيوم هر جدايميسل
قرار گرفـت،   قه)يتکان در دق ۷۵( کر با سرعت ملايميش يرو

 يکيروز در تـار  ۱۵-۲۰به مدت درجه  ۲۵±۱ يدر دماسپس 
 هاي ومين مدت ميسليپس از ا شد. ينگهدار ط سکونيدر شرا

ملمـل عبـور    ي فاده از پارچهع با استيط کشت مايقارچ از مح
وم يسلياز م DNAاستخراج  .ديگرد DNAآماده استخراج  داده و
 ,Murray and Thompson( اصلاح شده يها مطابق روشقارچ 

1980; Rogers et al. 1989; Kim et al. 1990 (شـد  انجام .DNA 
چ به عنوان کنترل مثبـت در  قار هاي وميليسياستخراج شده از م

  ورد استفاده قرار گرفت.م PCRواکنش 
بطور جداگانه : از چوب تنه انگور DNA يجداساز -ج
ذکر شده تعداد ده قطعه چـوب تنـه    يماريم بيپ علاياز هر ت

ه و سپس يمتر ته يليم ۴-۵د. قطعات به ضخامت يانتخاب گرد
 DNAاستخراج  ن شد. سپسيگرم از هر نمونه توز ۷/۰حدود 

بـه منظـور   . شـد  انجـام  )(Dellaporta et al. 1983 مطابق روش
ت و يــفين کيــيو تع DNAا عــدم حضــور يــمشـاهده حضــور  

اسـتفاده  درصـد   ۸/۰ از الکتروفورز ژل آگـارز  ،آن يکپارچگي
  شد.

مولد اسکا در چوب با استفاده از  يها قارچ يابيرد -د
  ياختصاص يآغازگرها

اسـتخراج   DNAده نمونـه  : .mediterranea F يابيرد -۱
د ابتدا يسف يدگيک پوسيپيم تيب تنه با علاشده از قطعات چو

 ـتکث ITS4+ITS5 يعمـوم  يتفاده از آغازگرهـا سا اب  ـگرد ري  دي
ــدول  ــپس از۱(ج ــول  ). س ــاول PCRمحص ــتفاده از ي ــا اس ه ب
 nested-PCRدر واکنش  Fmed1+Fmed2ياختصاص يآغازگرها

 ـ). از ا۲(جـدول   مورد اسـتفاده قـرار گرفـت     ين آغازگرهـا ي
رشـد کـرده در    F. mediterranea ييجهـت شناسـا   ياختصاص

 ـز اسـتفاده گرد يط کشت نيمح  ـ  PCRد.ي ن واکـنش در  يدر اول
 ــ ــم کل ــامل  يکروليم ۱۰۰ يحج ــر ش ــانوگرم  ۱۰ت  DNA ،۴ن

مولار از  يليم dNTP ،۵/۰کرو مول يم MgCl2  ،۲۰۰ر مولا يليم
و Taq DNA Polymerase  ميواحـد آنـز   ۴، يعمـوم  آغازگرهر 

در  تـر يکروليم ۳/۷۶و آب مقطر  PCR10Xتر بافر يکروليم ۵/۲

سپس  ،C˚۹۵قه در يدق ۲دستگاه ترموسايكلر با برنامه حرارتي 
ه يثان C ˚۴۷ ،۴۵قه دريدق C ˚۹۵ ،۱قه دريدق ۱سيكل شامل  ۴۰
انجام شد.  C˚۷۲  دردقيقه  ۷و مرحله تكثير نهايي با  C ˚۷۲در

 PCR) بـا اسـتفاده از محصـول    PCR )nested-PCRمرحله دوم 
در  Fmed1+Fmed2 ياختصاصــ هــاي ه و کــاربرد آغــازگريــاول

 ۵ليتري انجام شد. مخلـوط واکـنش شـامل     ميكرو ۵۰واكنش 
 مولار ميلي MgCl2 ،۴/۰مولار  ميلي PCR10X ،۳ليتر بافر  ميكرو

dNTPs ،۲۵ نانوگرم ۱۰کومولار هر آغازگر، يپDNA  و   ميژنو
در  تريلکرويم ۴۴/۳۷واحد آنزيم تك پليمراز و آب مقطر  ۶/۱

 شد. انجام هياول PCR مطابق حرارتي برنامه با ترموسايكلر دستگاه

   يابيـــجهـــت رد :  Pa. chlamydospora يابيـــرد-۲
 Pa. chlamydosporaــات در ــدا   قطع ــور ابت ــوب انگ  DNAچ

ــه ــا نمونـ ــت تکث هـ ــجهـ ــواحيـ ــا از ITS ير نـ  يآغازگرهـ
 ـدر واکنش اول )۱جدول ( ITS4+ITS5 ميعمو اسـتفاده   PCR هي
 ـه پس از رقيمحصول واکنش اول و سپس از ديگرد  يق سـاز ي

 ياختصاص هاي ) با کاربرد آغازگرnested-PCRدر واکنش دوم (
PCH1+PCH2 ــتفاده گرد ــاس ــي ــنش  PCRن يد. اول  ۲۵در واك

ــرو ــامل   ميك ــري ش ــرو ۵/۲ليت ــافر   ميك ــر ب  PCR10X ،۵/۱ليت
کومول از هـر  يپ dNTPs ،۵مولار   يليم MgCl2، ۲/۰مولار  ميلي

واحـد آنـزيم تـك     ۲۵/۱و   DNAنانوگرم ۱۰، يزگر عمومآغا
تر در دستگاه ترموسـايكلر  يکروليم ۵۹/۱۸ و آب مقطر پليمراز

 ـثان ۳۰سيكل شامل  C˚۹۴ ،۳۰قه در يدق ۳ يبا برنامه حرارت ه ي
و مرحله تكثير  C ˚۷۲ه دريثان C ˚۵۰ ،۳۰ه دريثان C˚۹۴ ،۳۰در 

در  PCRدوم  انجـام شـد. واکـنش    C˚۷۲ دقيقـه در  ۷نهايي با 
ر مشـابه واکـنش اول در دسـتگاه    يتر با مقاديکروليم ۲۵حجم 

سـيكل   C˚۹۵ ،۳۵قـه در  يدق ۳ترموسايكلر با برنامه حـرارت  
 C ˚۷۲ قـه در يدق C ˚۵۵ ،۱ه دريثان C ˚۹۵ ،۴۵ه دريثان ۳۰شامل 

   انجام شد. C ˚۷۲دقيقه در ۷و مرحله تكثير نهايي با 
ــرد -۳ ــنس  يابي ــت  : spp. Phaeoacremoniumج جه

 ياز جفـت آغازگرهـا   spp. Phaeoacremonium قارچ  يابيرد
ITS1F+ITS4  وPm1+Pm2 ن از جفـت  يد. همچنياستفاده گرد

 ۱استفاده شد (جدول  يبه عنوان کنترل منف Pm1+Pm3آغازگر 
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ــ .)۲و  ــنش  PCRن ياول ــرو ۲۵در واك ــامل   ميك ــري ش  ۲ليت
 مولار ميلي MgCl2 ،۲/۰ميلي مولار PCR10X ،۲ليتر بافر  ميكرو

dNTPs ،۲/۰ ــوم  يم ــازگر عمـ ــر آغـ ــولار از هـ  ۱۰، يکرومـ
 واحد آنزيم تـك پليمـراز و آب مقطـر    ۷۵/۰و   DNAنانوگرم

 ۵/۲ يتر در دستگاه ترموسايكلر با برنامه حرارتيکروليم ۴۴/۱۹
 ـثان C ˚۹۴ ،۳۰ه در يثان ۱۵سيكل با  C ˚۹۴ ،۳۵قه در يدق ه در ي
C˚ ۳۵ ،۹۰ ه در يثان C ˚ ۷۲ دقيقـه   ۷رحله تكثير نهايي بـا  و م

 ـه به مياول PCRانجام شد. محصول  C ˚ ۷۲در  بـه   ۱:۲۰۰زان ي
تر از يکروليک ميق شده و سپس ير رقيبار تقط آب دو ي لهيوس

ــول رق ــمحص ــنش  ي ــده در واک ــت   nested-PCRق ش ــا جف ب
 يابي ـجهـت رد  Pm1+Pm2ن جـنس  يا ياختصاص هاي آغازگر

Phaeoacremonium spp. واکنش دوم  ده قرار گرفت.مورد استفا
PCR  ــر شــامل يکروليم ۲۵در حجــم ــافر  ميكــرو ۵/۲ت ــر ب ليت

PCR10X،۴ مولار  ميليMgCl2 ،۸/۰  مـولار  ميلـي dNTPs ،۵/۰ 
و   DNAنـانوگرم  ۱۰، ياختصاص ـ کرومولار از هـر آغـازگر  يم

تـر  يکروليم ۸۴/۱۵ واحد آنزيم تك پليمراز و آب مقطـر  ۲۵/۱
 C˚۹۴ ،۳۰قه در يدق ۵امه حرارت در دستگاه ترموسايكلر با برن

 Cه در يثان C ˚۵۷ ،۵۰ه در يثان C ˚۹۴ ،۳۰ه در يثان ۳۰سيكل با 

  انجام شد. C ˚۷۲دقيقه در  ۷و مرحله تكثير نهايي با  ۷۲˚
 ياختصاص ـ يبا آغازگرها nested-PCR يينها محصولات

پس از آن  .ديگرد درصد الکتروفورز۵/۱آگارز ژل  هر گونه در
 ـبروماوم يديول اتژل توسط محل بـه   )تـر يلميلـي گرم/  ۵/۰د (ي

دقيقـه در آب   ۱۰ به مدت وسپس يزيقه رنگ آميدق ۲۰مدت 
ژل در  مستند سازو با استفاده از دستگاه  مقطر رنگ زدايي شد

  از آن عکس گرفته شد. يمرئ UVمقابل نور 
 

  جه و بحثينت
 ـاز علا يف ـياسـکا ط  يماريدر ب  هـاي  م در تنـه و شـاخه  ي

  شود. ميده يجوان د هاي و شاخه ها ، حبهها ، برگيفرع
مولـد اسـکا از    يعوامل قارچ يجدا سازج ينتا -الف

انجـام گرفتـه از    هاي يسازدر جدا : قطعات چوب تنه انگور
  ســتيوميديد بازيســف يدگيپوســ يده قطعــه چــوب تنــه دارا

F. mediterranea د. پرگنه قارچ در بافـت  يجدا گرد يبه فراوان
روشـن قابـل مشـاهده بودنـد و      يا تا قهوه چوب به رنگ زرد

ن يشـتر يداشـت. ب  يبافت چوب کاملاً حالـت نـرم و اسـفنج   
که در  يمملجه بود به نحو ي در منطقه يماريب يشدت آلودگ

 ـاز تاکستان، تعـداد ز  يعيوس ي هيناح از درختـان انگـور    يادي
ــد. ق بعــد از کشــت يــن تحقيــدر ا کــاملاً خشــک شــده بودن

رنگ  يا و نقاط قهوه يا قهوه يدگيم پوسيعلا يدارا هاي نمونه
ــارچ ــاي ق  .Phaeoacremonium sppو  Pa. chlamydospora ه

ک از يچ يز هيم نيفاقد علا هاي شد. از کشت نمونه يجداساز
 د.ينگرد يعوامل مرتبط با اسکا جداساز

 ـ يقـارچ بـر رو   هـاي  پرگنه يمشخصات ظاهر ط يمح
ع يسـر  هـاي  نـه پرگداراي  F. mediterraneaمشخصات : کشت

رشـد   يکـه تنهـا دارا   يره بـا بافـت نمـد   يرنگ ت يرشد عسل
 يچ گونـه اسـپور  يد هيط کشت توليو در مح باشد مي يشيرو

پر  يرشد شعاع .ارندز ندين يا ز کنندهيساختار متما و كنند مين
 يکيو در تـار  سلسيوسدرجه  ۲۵ يروز در دما ۸گنه پس از 

  ).۲ (شکل متر بود يليم ۲۰-۳۰حدود  MEAط يدر مح
Phaeoacremonium iranianum: ي ايـن جدايـه   ها پرگنه

ه فرو ي%) به صورت مسطح نمدي با حاشMEA )۲روي محيط 
و پشت آن به رنگ  ييروز سطح رو ۱۶باشد. پس از  ميرفته 
ه مشاهده شـد  يبه سمت حاش يل به خاکستريتا بژ ما يا قهوه

بـا  ، به صـورت مسـطح   PDAروي محيط  ها پرگنه ).۳(شکل 
آن بـه رنـگ    يـي روز سطح رو ۱۶ه فرو رفته که پس از يحاش
  . ديرس مياي و پشت آن به رنگ بور تيره بنظر  قهوه

  
  
  
  
  

 %)٢(MEAروي محيط  Fomitiporia mediterranea رگنهپ -٢شکل 
 روز ١٦ پس از

Fig. 2.  Fomitiporia mediterranea : 16 –day old colony on 2% 

MEA 
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: روي محيط Phaeoacremonium iranianum )A  نهرگپ -۳شكل 
 روز ١٦پس از  PDA :روي محيط کشتB%) و ٢(MEA کشت 

    Fig. 3. A: Phaeoacremonium iranianum 16 –day old colony on 2% 

MEA, B: Phaeoacremonium iranianum: 16 –day old colony on PDA 
 

Phaeoacremonium aleophilum: ـا هاي پرگنه  ه ي ـن جداي
ه يبـا حاش ـ  ي، نمـد به صورت مسطح %)MEA )۲ط يمح يرو

زرد  آن به رنـگ  ييسطح رو روز ۱۶پس از  باشد مي فرو رفته
 يا ا قهوهيپشت آن به رنگ زرد روشن  و يا خاکستريروشن 

بـه   PDAط يمح ـ يرو هـا  پرگنـه  .)B-۴مشاهده شـد (شـکل   
 ۱۶ه فرو رفته پـس از  يبا حاش  ميپشا ي ينمد صورت مسطح

 ـما يخاکسـتر ره تـا  يبور ت آن به رنگ ييسطح رو روز ل بـه  ي
  کـم رنـگ    يا به رنـگ قهـوه   يپشت پتر ه ويدر حاش يا قهوه

 ـت يا تا قهوه  ـ  ره وي   بـه رنـگ زرد مشـاهده شـد      ياطـراف کلن
  .)-۴A (شکل

Pa. chlamydospora: ط يمح ـ يروه ي ـن جدايا هاي پرگنه
از جـنس   ز آنيکه باعث تمـا  بوده، يرشد مخمر يداراکشت 

Phaeoacremonium ط يمح ـ يرو ها . پرگنهشود مي MEA)۲(% 
 ـره و ماي ـسـبز ت تـا   يتـون يبه رنگ سبز ز  اه بودنـد يس ـ ل بـه ي

  ).۵شکل(
  

  
  
  
  

  

: روي محيط Phaeoacremonium aleophilum )A رگنهپ -٤شكل 
 روز ١٦پس از  %))٢(MEA روي محيط کشت :B و  PDAکشت 

Fig. 4. A: Phaeoacremonium aleophilum: 16 –day old colony on 

PDA, B: Phaeoacremonium aleophilum: 16 –day old colony on 2% 

MEA 

  

%) ٢(MEA  روي Phaeomoniella chlamydospora رگنهپ -٥شکل 
  روز ١٦پس از 

Fig. 5. Phaeomoniella chlamydospora: 16 –day old colony on 

2% MEA 
 

  

در قطعات چوب تنـه   DNA ريج حاصل از تکثينتا -ب
  اسکا يماريانگورآلوده به ب

۱- F. mediterranea:  واکنشnested-PCR    بـا اسـتفاده از
ــا ــ يآغازگره ــولات  يرو  Fmed1+Fmed2ياختصاص محص
 ميعمـو  هـاي  با آغازگر ميبوزوير ITS ير نواحيتکث حاصل از

ل يمنجر بـه تشـک   PCRن واکنش ي) در اولITS4+ITS5( يقارچ 
 ـگرد bp۵۵۰باند  ر ي). بـا توجـه بـه گـزارش سـا     ۶ (شـکل  دي

 ,Fischer, 2002; Jamaux-Despreaux&Peros(ن ماننـد  يمحقق ـ

حضور قارچ  يايگو bp۵۵۰ ي مشاهده باند در محدوده )2003
F. mediterranea باشد. مي   

۲- Pa. chlamydospora: ينــواح ريــپــس از تکث ITS 
در  ITS4+ITS5 ميعمـو  هـاي  با اسـتفاده از آغـازگر    ميبوزوير

در  PCH1+PCH2 ياختصاص ـ از جفت آغازگر يبعد ي مرحله
 ـه تکثيد. ناحياستفاده گرد يابيرد يبرا nested-PCRواکنش  ر ي

مشاهده شـد   bp۳۶۰ ي در محدوده يشده به صورت تک باند
  ن ماننـد ير محقق ـيسـا  هـاي  ). با اسـتناد بـه گـزارش   ۷(شکل 

et al. (2003) Ridgway حضور قـارچ   ي شانهن باند نيمشاهده ا
Pa. chlamydospora باشد. مي   

۳- spp. Phaeoacremonium :جـــنس  يابيـــت ردهـــج
Phaeoacremonium ه شـده  يقطعه چوب تنه ته ۴۰ مجموع در

 ـاز دو جفت آغازگر استفاده شـد. بـه ا    ـ ي ـن ترتي ن يب کـه اول
 ITS1F+ITS4 مي با استفاده از جفت آغازگر عمـو  PCRواکنش 

 ۱:۲۰۰ن واکـنش در رقـت   ي ـمحصـول ا  انجام گرفته و سپس
)، بـا کـاربرد جفـت    PCR )nested-PCRن يجهت انجـام دوم ـ 

A B 

A B 
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 ـا يآغازگر اختصاص  ـ) اسـتفاده گرد Pm1+Pm2ن جـنس ( ي  د.ي
ــده از   ــت آم ــول بدس ــارز  nested-PCRمحص % ۵/۱در ژل آگ

 ـبا ات يزيالکترفورز شد و پس از رنگ آم  ـوم برومايدي د تـک  ي
  ).۸(شکل  شدمشاهده  bp۴۱۵ ي هيدر ناح يباند

Aroca et al. (2007) ز گزارش کردند که حضور تک باند ين
ــدر ناح ــانه bp۴۱۵ه ي ــور  ي نش  Phaeoacremonium sppحض

   باشد. مي
 ـ ينتا  ـعلا يقطعـات تنـه دارا   يج حاصـل از بررس م ي

 يدارا هاي نمونه مي ج نشان داد که در تماينتا: ديسف يدگيپوس
 F. mediterraneaرچ د به هر دو روش قـا يسف يدگيم پوسيعلا

علاوه بر آن فقط در سـه نمونـه    د ويگرد يابيو رد يجداساز
 در Pa. chlamydosporaد قـارچ  يسـف  يدگيم پوس ـيعلا يدارا
 .Phaeoacremonium sppقارچ  يشد ول يط کشت جداسازيمح
که بـا اسـتفاده از   يد. در حالينگرد يط کشت جدا سازيمح در

   در نـــه مـــورد )ي(روش ملکـــول ياختصاصـــ يآغازگرهـــا
ــارچ   ــه، ق ــارچ   Pa. chlamydosporaاز ده نمون ــر ق ــلاوه ب   ع

F. mediterranea ـ .شـد  يابيرد  ک مـورد قـارچ   ي ـن در يهمچن
Phaeoacremonium spp. د.يگرد يابيرد زين   

 ـ يدارا هـاي  نمونـه  يج حاصل از بررسينتا  يدگيپوس
 يدگيپوس ـ يج حاصل از ده قطعه چوب تنـه دارا ينتا :يا قهوه
  نمونــه  ۸نشـان داد کــه فقـط در   MEA ط يمح ـ يرو يا قهـوه 

ــارچ  ــه ن ۴و در  Pa. chlamydosporaقـ ــنمونـ ــارچيـ   ز قـ
spp. Phaeoacremonium قطعه هـر دو   ۳د. در يگرد يجداساز

 ـو در  يقارچ به صورت توام جداسـاز  چگونـه  يک نمونـه ه ي
 ـن F.mediterraneaن ينشد. همچن يجداساز يقارچ چ يز از ه ـي

ج بدسـت  ينشد. نتـا  يم جداسازيعلا يدارا ايه کدام از نمونه
  ن صـورت بـود کـه    يبد ياختصاص آغازگرهايآمده با کاربرد 

F. mediterranea يدگيپوس ـ يدارا هـاي  ک از نمونـه يچ يدر ه 
ده  مي در تما Pa. chlamydosporaد. قارچ ينگرد يابيرد يا قهوه

 ـن .Phaeoacremonium sppقطعـه چـوب و    ز در شـش مـورد   ي
  شد. يابيرد

  

  
  
  
  

  

بـا اسـتفاده از     nested-PCRحاصل از واکنش  bp۵۵۰باند  -۶شکل 
بـه ترتيـب    ۲و  ۱ هـاي  هکاچ. ( Fmed1+Fmed2 آغازگرهاي اختصاصي

 )bp۱۰۰ مارکر Mکنترل مثبت و کنترل منفي،
Fig. 6. Nested PCR amplification of a 550bp rDNA fragment 

using specific primers Fmed1+Fmed2. Lanes M: molecular size 

markers (100 bp), 1: positive control, 2: negative control 
  
  
  
  
  

  

بـا اسـتفاده از    nested-PCRحاصل از واکنش  bp۳۶۰باند  -۷شکل 
به ترتيـب کنتـرل    ۹و  ۲ هاي هکاچ. (Pch1+Pch2آغازگرهاي اختصاصي
 )bp۱۰۰ مارکر Mمنفي و کنترل مثبت، 

Fig. 7. Nested PCR amplification of a 360bp rDNA fragment 

using specific primers PCH1+PCH2. Lanes M: molecular size 

markers (100 bp), 2: negative control, 9: positive control 

  
  
  
  
  

  

بـا اسـتفاده     nested-PCRحاصـل از واکـنش    bp۴۱۵باند  -۸شکل 
به ترتيب کنترل  ۶ و ۱هاي  هکاچ) (Pm1+Pm2ازآغازگرهاي اختصاصي(

 )bp۱۰۰ مارکر Mي، فمثبت و کنترل من
Fig. 8. Nested PCR amplification of a 415bp rDNA fragment 

using specific primers Pm1+Pm2. Lanes M: molecular size markers 

(100 bp), 1: positive control, 6: negative control 
  

 ـعلا يدارا هاي نمونه يج حاصل از بررسينتا م نقـاط  ي
م ي ـعلا يج حاصل از کشت قطعـات چـوب دار  ينتاي: ا قهوه

سه  ب بود که ازين ترتيبه ا MEAط يمح يبر رو يا نقاط قهوه
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  ز يــاز دو قطعــه نو  Pa. chlamydosporaقطعــه چــوب قــارچ 
spp. Phaeoacremonium از دو  و شـدند  يجداسـاز  ييبه تنها

علاوه بر  د.ينگرد يجداساز ها قارچن يک از ايچ يز هينمونه ن
   يهـا  رنـگ قـارچ   يا نقـاط قهـوه   يسه قطعه چوب دارا آن از

Pa. chlamydospora  وPhaeoacremonium spp. اًمـــــأتو 
ک از قطعـات  يچ يز از هين F. mediterraneaشدند.  يجداساز

 يمولکـول  يابي ـج رديد. نتـا ينگرد يکشت داده شده جدا ساز
  زينمونه ن ۷و در  Pa. chlamydosporaنه نمو ۹نشان داد که در 

spp. Phaeoacremonium شــشدر  مناًضــ د.يــگرد يابيــرد  

ــارچ     ــر دو قـ ــور هـ ــه حضـ   و Pa. chlamydosporaنمونـ
spp. Phaeoacremonium ــاًأتو ــو از  م ــه ني ــک نمون ــطي   ز فق
spp. Phaeoacremonium ن يهمچنشد.  يابيردF. mediterranea 
 يا قهـوه  يدگيم پوسيعلا ياراک از قطعات چوب ديچ يدر ه

  نشد. يابيرنگ رد يو نقاط قهوه ا
 ـبـدون علا  هـاي  چـوب  يج حاصل از بررسينتا از : مي

ک از ي ـچ يه ـ MEAط يمح يم بر رويکشت قطعات بدون علا
  د.ينگرد ياسکا جداساز يماريعوامل مرتبط با ب

  

 قيتحقن ايمورد استفاده در  )ITs( يبوزومير ينواح يآغازگرها يتوال -۱جدول 
Table 1. Sequences of ITS Primers used in this study 

 توالي آغازگر
Primer sequence 

  گونه قارچي
Fungal species 

  نام آغازگر
Primer name 

5́ – TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC – 3́ F. mediterranea ITS4 
5́ – GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G – 3́ F. mediterranea 

Pa. chlamydospora 
ITS5 

5́ – CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A – 3́ Phaeoacremonium ITS1F 
5́ – TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC – 3́ Phaeoacremonium 

Pa. chlamydospora 
ITS4 

  

 قيتحق درمورد استفاده  ياختصاص يآغازگرها يتوال -۲جدول 
Table 2. Sequences of specific primers used in this study 

 توالي آغازگر
Primer sequence 

 قارچ مورد رديابي
Fungal species 

 نام آغازگر
Primer name 

5́ – GCA GTA GTA ATA ATA ACA ATC – 3́ F. mediterranea Fmed1 
5́ – GGT CAA AGG AGT CAA ATG GT – 3́ F. mediterranea Fmed2 
5́ – CTC CAA CCC TTT GTT TAT C – 3́ Pa. chlamydospora PCH1 

5́ – TGA AAG TTG ATA TGG ACC C – 3́ Pa. chlamydospora PCH2 

5́ – CTC CAA ACC CTT TGT GAA CAT – 3́ Phaeoacremonium Pm1 
5́ – CGA GCC CGC CAC TGA CTT – 3́ Phaeoacremonium Pm2 
5́ – GCG AGC CCG CCA CTG ACT TT – 3́ Phaeoacremonium Pm3 

 

 يک و مولکوليمو با کاربرد دو روش کلاس يمولد اسکا يعوامل قارچ يسه فراوانيمقا -۳جدول 
Table 3. Frequency comparison using classical and molecular methods of fungi associated with esca disease of grapevine 

 جداسازي در محيط کشت
Classical isolation by media  

 هاي اختصاصي رديابي مولکولي با آغازگر
Molecular detection with specific primers  

 ها جدايه
Isolates  

25% 25% F. mediterranea 
42.5% 82.5% Pa. chlamydospora 
22.5% 45% Phaeoacremonium spp 
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ــاربرد آغــازگر يمولکــول هــاي يامــا در بررســ  هــاي و ک
نمونه  ۴و از  Pa. chlamydospora چنمونه قار ۵از  ياختصاص

دنـد. بـا توجـه بـه     يگرد يابيرد .Phaeoacremonium spp قارچ
از  Pa. chlamydosporaج گرفتـه شـده در مجمـوع قـارچ     ينتـا 

 هـاي  %) و در اکثر نمونه۵/۸۲( برخوردار بوده يشتريب يفراوان
و  ير عوامـل جداسـاز  ينسبت به سا يموجود با درصد بالاتر

ــ .Phaeoacremonium sppد. قــارچ يــگرد يابيــرد ــا فراوان   يب
ــد يدر جا ۴۵% ــاه بع ــه  يگ ــپس در رتب ــارچ   ي و س ــوم ق   س

F. mediterranea قرار گرفت.۲۵يبا فراوان % 
Aroca and Rapose (2007)    ياريگـزارش کردنـد کـه بس ـ   

ــا روش مرفولوژ هــايي صياز تشــخ ــکــه ب ــه ي   ک انجــام گرفت
  . باشـد  مـي  يگـر يد ي اشتباه بـوده و عامـل مربـوط بـه گونـه     

Romanazzi et al. (2009) ــ ــه    يدر بررس ــتلا ب ــان مب  درخت
 ، Pa. chlamydospora ،Pm. aleophilumک ياسکا با روش کلاس

F. mediterranea  وBotryosphaeria  ــه ۶۸را در ــورد  ي نمون م
 ـبه ترت يبررس % از درختـان  ۸/۳۰% و ۸/۸%، ۳/۷%، ۲۵ب در ي
ــعلا يدارا ــازي ــ يم جداس ــد و ب ــولکردن ــن يا روش مولک   ز ي

 ـا   ب دريــبـه ترت  يمــورد بررس ـ ي نمونـه  ۲۷ن عوامـل را در  ي
ــه۴/۷% و %۴/۷، %۰، ۳/۵۸ ــا % از نمونـ ــرد هـ ــد.  يابيـ   کردنـ

Aroca and Rapose (2007) درخت انگور مبتلا به  ۹ يدر بررس
 ــ ــا روش کلاس ــکا ب ــنس ياس را در  Phaeoacremoniumک ج

ــه% ۵/۵۵ ــاي از نمون ــده رو ه ــت داده ش ــم يکش  MEAط يح
 ـا يبـا روش مولکـول   هـا  که آن يدر حال نمودند يجداساز ن ي

 .Romanazzi et alکردند.  يابي% از نمونه رد۸/۸۸جنس را در 

ا بـا کـاربرد   يتاليشرق ا يقسمت مرکز هاي از تاکستان (2009)
 هاي را در اکثر چوب F. mediterranea ياختصاص هاي آغازگر

 ـيسف يدگيم پوسيعلا يدارا  Pa. chlamydosporaن يد و همچن
که بـا روش  يکردند در صـورت  يابيرد ها % از نمونه۶/۸۴را در 
 و  هـا  نمونـه  ميرا از تمـا  F. mediterraneaک توانسـتند  يکلاس ـ

Pa. chlamydospora  يجداسـاز  هـا  % از نمونه۴/۳۸را تنها در 
ن دو ي ـک از ايچ يبا ه Pm. aleophilumن قارچ يند. همچنينما

ج يج مشابه نتاين نتايد که اينگرد يابيا رديو  يروش جداساز
 ـقطعات چـوب بـا علا   يبه دست آمده از بررس  يدگيم پوس ـي

 Zanzotto et al. (2007)باشـد.   مـي ق حاضـر  ي ـد در تحقيسـف 
 يا قهـوه  يدگيپوس ـ يگزارش کرد که از قطعـات چـوب دارا  

ــارچ ــاي ق    Pa. chlamydospora و .Phaeoacremonium spp ه
  شد. ي% جداساز۴۲% و ۷۸ ياوانب با فريترتکه به 

Peros et al. (2008) ـواجـد ا  هـاي  زاز چوبين  م ي ـن علاي
 هــا % از نمونــه۱/۳۷% و ۲/۳۰ب در يــعوامــل فــوق را بــه ترت

 ـ ،کردند يجداساز را در  F. mediterraneaن قـارچ  يآنها همچن
 ـنمودنـد.   يجداسـاز  ها ن نمونهي% از ا۳/۲ ن بـا روش  يهمچن

تنهـا   يا م نقـاط قهـوه  ي ـعلا ياک از قطعات چـوب دار يکلاس
 يجداسـاز  ها % از نمونه۱/۳۶در  را Pa. chlamydospora قارچ

م گزارش کـرده انـد. بـا    ين نوع علاين عامل را مرتبط با ايو ا
 ـواجـد علا  هـاي  ج بدست آمده از نمونهيتوجه به نتا م نقـاط  ي

 يباغـات انگـور آلـوده اسـتان خراسـان شـمال       تنه در يا قهوه
و  يجداسـاز Pa. chlamydospora عات قـارچ  % از قط۶۰حدود
% از قطعـات چـوب   ۵۰ز در ين spp. Phaeoacremonium قارچ

 يايگو يج حاصل از کاربرد دو روش به روشنيد. نتايجدا گرد
ار يت بس ـيحساس ـ يدارا ين مطلب است که روش مولکـول يا
ک بـوده و در مـدت زمـان    يسه با روش کلاسيدر مقا يشتريب

 يعوامل قارچ توان حضور ميساعت)  چند مدت(در  يکوتاه
کـه   يکرد. در حـال  يابياسکا را در درون تنه انگور رد يماريب

ازمند زمان يط کشت نيمح ين عوامل با روش سنتيا يجداساز
 ـباشد. با در نظر داشتن ا ميروز)  ۲۰ كمينه( يار طولانيبس ن ي

 ـاز طر يماريگسترش ب هاي از راه يکينکته که   هـاي  ق قلمـه ي
 ـبا انجام  يرين قبل از قلمه گيبنابرا .باشد ميآلوده  ک تسـت  ي
PCR يهـا  تـوان قـارچ   مي ياختصاص هاي با استفاده از آغازگر 

 ـمولد اسکا را در تنه پا  ـرد يه مـادر ي جـه بـا   يکـرد. در نت  يابي
و انتخاب  ياه مادرين عوامل در گيا ي نهفته يص آلودگيتشخ
 ـا يادي ـحـد ز توان تا  ياز پاتوژن م يسالم و عار هاي قلمه ن ي

  .ت کرديريرا مد يماريب
  

  سپاسگزاري
مرکــز  ياهپزشــکيقــات گيپرســنل بخــش تحق مي از تمــا

 تشـکر و  يخراسـان رضـو   يعيو منابع طب يقات کشاوريتحق
   .ميينما مي يقدردان
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