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 چکیده

 تولید محصول در عيشا های‌الشچ، از Colletotrichum gloeosporioidesاز قارچ  یناش یپس از گلده وهیم زشيها و ر سرشاخه یدگیخشک
تواند ناشی از تغییرپذيری ژنتیکی  های اخیر که می به علت افزايش آسیب و زيان بیماری در سال. ندهستشمال کشور  ۀدرختان مرکبات منطق

 ،گیلان آباد میرح ۀمنظور از چهارباغ در چهار منطق دينببررسی شد.  شمال کشور یها تیقارچ در جمع نيا یکیساختار ژنتبیمارگر باشد، 
 ینگار انگشت ها، هيجدا يیشد. پس از شناسا یآور درختان مرکبات گرد یآلودگ یها نشانه یدارا یها و نمونه ديو گرگان بازد یسار امسر،ر

DNA قارچ با استفاده از هفت نشانگر  يۀجدا 144 یبراISSR  به روشPCR  يۀتجزند. های مربوط به تنوع ژنتیکی محاسبه شد و شاخصانجام 
به  ها تیکل جمع یپیو ژنوت یتنوع ژن نیانگی. مدادگروه قرار  زدهیدر س را ها هيجدا UPGMAجاکارد و روش  همسانی بيضر پايۀبر  ای خوشه

ها حاصل از نشانگرزياد  یژن انيجر زانیم (، توسط121/0) ها تیجمع نیبکم  یکیژنت زيتما نیانگیمحاسبه شد. م 42/0و  33/0 برابر بیترت
 بنابراين مشاهده شد. یو سار رامسر تیدو جمع نیآن ب نيو گرگان و کمتر لانیگ  تیدو جمع نیب یکیژنت همانندی نيشتریشد. ب ديیتأ( 431/3)

به  تا رامسر نسبت آباد میبا توجه به مسافت کمتر رح یرامسر و سار یها ونهنم نیو رامسر و ب آباد میمرکبات رح یها نمونه نیب یکیژنت ۀفاصل
 یها تیجمع ق،یتحق نيبرابناداشتند.  رمعمولیرابطه روند غ نيو گرگان در ا لانیگ یها نمونه یبود ول یمنطق یرامسر تا سار ۀفاصل

C. gloeosporioides وجود  ديمؤ ها تیجمع نیب یکیژنت ۀو فاصل یکیژنت زيتما زانیبودن م نيیند و پای دارکیمرکبات شمال کشور تنوع ژنت
 .است ها تیجمع نيا نیبالا ب یژن انيجر
 

 ای، تنوع ژنی، جريان ژنی. ، تجزيۀ خوشهDNAی نگار انگشت ی:دیکل یها واژه
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ABSTRACT  
Citrus dieback and postbloom fruit drop caused by Colletotrichum gloeosporioides are common diseases of citrus 
trees in North of Iran. According to increasing of disease damage in recent years, which can be due to the genetical 
alteration of pathogen, genetic structure of the fungus population in North of Iran was studied. So, four citrus 
orchards in Rahim Abad (Guilan), Ramsar, Sari and Gorgan were surveyed and. symptomatic tissues were sampled. 
After identification of fungal Isolates, DNA fingerprinting for144 Isolates were done by seven ISSR markers and 
PCR method. Acording to cluster analyses by UPGMA method and Jacard coeficient, thirteen groups were found. 
The mean of gene and genotype diversities across all populations were 0.33 and 0.49 respectively. There were low 
genetic differentiation (0.127) among populations and high gene flow (3.437) proved the low genetic differentiation. 
Maximum genetic identity observed between Guilan and Gorgan and the minimum observed between Ramsar and 
Sari populations. Distance between Rahim Abad and Ramsar is less than between Ramsar and Sari. So, genetic 
distance between Guilan and Ramsar and between Ramsar and Sari populations correlated to their geographical 
distance, but it was irregular for Guilan and Gorgan isolates. According to this study C. gloeosporioides populations 
derived from citrus orchards in North of Iran have genetic diversity and low genetic differentiation and Genetic 
distance among populations confirm the high gene flow among them. 
 
Keywords: cluster analysis, DNA fingerprinting, gene diversity, gene flow.  
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 مقدمه

 کشت زیر سطح هکتار 241222 داشتن با ایران

از جمله  میوه، نت 7213222 سالانه تولید و مرکبات

 های استان .ستا مرکبات تولید درجهان  برتر کشور ده

 1114 ،112113 ترتیب به گلستان و گیلان مازندران،

 111122، 1117222هکتار سطح زیر کشت و  1712و 

اند  تن تولید میوه را به خود اختصاص داده 41222و 

(Anonymous, 2014خشکیدگی سرشاخه .)  های

 Colletotrichumی از قارچ )آنتراکنوز( ناش

gloeosporioides (Penz.) Penz & Sacc. s.l. از یکی 

 است ایران وجهان  در مرکبات های بیماری نیتر عیشا

(Whiteside et al., 2000; Jiang et al., 2012; 

Elahinia, 2007.) شاخه خشکیدگی آلوده درختان در 

 و دنش زرد و پژمردگی باعث و یافته گسترشی آرام به

 برگ، روی (.Benyahia, 2003) شود یم ها برگ ریزش

 و رنگسیاه نقاط با همراه( نکروزهی بافت مرده )ها لکه

 ,.Whiteside et al) شود می تشکیل )آسروول( منظم

 رنگ به سطحی های لکه ها میوه روی (.2000

 به مایل ای قهوه انتها در و ای نقره به مایل خاکستری

 باعث نیز انبار در و شود می مشاهده خاکستری

 ;Whiteside et al., 2000) شود می میوه پوسیدگی

Agrios, 2005.) توسط 1گلدهی از پس میوه ریزش 

 که شود یم محصولة بازد کاهش باعث بیماری عامل

 McGovern et) است مهم بسیار اقتصادی لحاظ از

al., 2012; Lima et al., 2011.) 

 توسط بار نخستین .C. gloeosporioides s. l قارچ

 روی از  Vermicularia gloeosporioidesعنوان به پنزیک

 سال در و (Penzig, 1882) شد توصیف ایتالیا در مرکبات

 ,Burger) یافت نام تغییر C. gloeosporioides به 1114

 114 شامل نهاندانگان از بسیاری روی از قارچ این (.1921

 مختلف های رقم و رزه هایعلف و زراعی و باغی گونۀ

 ,Farr et al., 1989; Ershad) است شده گزارش مرکبات

2009; Davarian et al., 2006.)  

های جنس  سنتی شناسایی گونه طور به

Colletotrichum شناختی  های ریخت بر پایۀ ویژگی

 دیتأکهاست و  )مورفولوژیکی( و دامنۀ میزبانی آن

                                                                               
1. Postbloom fruit drop 

ها باعث ایجاد  نها و شمار زیاد آبیشتر روی میزبان

 (.Freeman et al., 1998های اضافی شده است )نام

 رگونهیزگونه و یک  22ی، چندژنهای امروزه با بررسی

مشخص شده  C. gloeosporioidesدر گونۀ کمپلکس 

 C. gloeosporioides s.s. ،C. musaeهای  گونه است.

موجود در این کمپلکس از روی  C. fructicola و

(. Weir et al., 2012اند ) ازی شدهمرکبات جداس

، RAPD ،RFLPنشانگرهای مولکولی مختلف مانند 

RFLP-PCR ،AP-PCR  وAFLP  برای بررسی گونۀ

شده است  کاربرده به C. gloeosporioides کمپلکس

 Hyde etها متفاوت بوده است ) که میزان موفقیت آن

al., 2009; Freeman et al., 1993 .) بررسی تنوع

های مکانی و کی و ساختار جمعیت در مقیاسژنتی

تحقیقات،  نیتر مهمترین و  زمانی، از جمله اساسی

برای شناخت توانایی انتشار بیمارگر و شکست مقاومت 

 ;McDonald & Linde, 2002) استمیزبان 

Ranathunge et al., 2009).  بهترین روش برای

لی بررسی تنوع ژنتیکی، استفاده از نشانگرهای مولکو

یک روش  ISSR-PCR(. نشانگر Watt, 1994است )

است که در آن ناحیۀ بین دو  DNAنگاری انگشت

ریزماهواره، که یکی توالی عادی و دیگری توالی 

(. از Brown, 1996شود ) معکوس دارد، افزایش می

، هزینۀ کم، سادگی، ISSR-PCRهای عمدة  سودمندی

 ,Wolfe & Listonثبات بالا و تکرارپذیری آن است )

برای تمایز  ISSR-PCRگرهای  (. از نشان1998

کنندة بادام استرالیا از  آلوده C. acutatum های جدایه

 Milgroom, 1996; McKayبادام کالیفرنیا و اسراییل )

et al., 2009 ی بین ا گونه درون( و بررسی تنوع

 Lu etگویان و برزیل ) Colletotrichumهای  جدایه

al., 2004; Nascimento et al., 2010 استفاده شده )

 .C. gloeosporioides s. l است. ساختار جمعیت قارچ

جداشده از خربزة درختی )پاپایا( توسط پنج نشانگر 

ISSR  بررسی و سه زیرجمعیت بیمارگر با تنوع

های خربزة درختی ترینیداد ژنتیکی بالا در باغ

 .Ciampi et al(. Rampersad, 2013تشخیص داده شد )

جفت آغازگر برای  24با بررسی کتابخانۀ ژنی،  (2011)

، عامل C. acutatum هایهای مجاور ریزماهوارهتوالی

 .دهی مرکبات طراحی کردند ریزش میوه پس از گل
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های  در ایران عامل بیماری خشکیدگی سرشاخه

از سواحل دریای خزر  1322مرکبات در آغاز در سال 

 1347سپس در سال توسط پتراک و اسفندیاری و 

توسط ارشاد از فارس، خوزستان و میناب گزارش شد 

(Ershad, 2009)های این قارچ در ایران شامل  . میزبان

خونی، دارابی، تامسون ناول، لیمو و ... هستند و  پرتقال

های مختلف مرکبات به سرشاخه، برگ، گل و  در رقم

. در شمال (Elahinia, 2007)زند  میوه آسیب می

شناسی )اتیولوژی( و پراکنش عامل این  ، سببکشور

(، شدت Babri et al., 2008بیماری در مرکبات )

 C. gloeosporioidesهای قارچ  بیماریزایی جدایه

(Babri et al., 2009حساسیت رقم ،)  های مختلف

(، Babri et al., 2007مرکبات نسبت به عامل بیماری )

های  جدایهشناختی و بیماریزایی  های ریخت ویژگی

های مرکبات استان  قارچ عامل خشکیدگی سرشاخه

باروری جنسی و ( Davarian et al., 2006گلستان )

 Glomerella cingulataهای  سازگاری رویشی جدایه

 Khansariحاصل از درختان مرکبات استان مازندران )

Atigh et al., 2010اند ( بررسی شده . 

تنش حمله   این بیماری به درختان ضعیف و تحت

های اخیر، افزایش آسیب حتی در  کند. ولی در سال می

هایی با مدیریت مناسب دیده شده است. این امر  باغ

زا و یا تغییر  تواند ناشی از تغییر محیطی تنش می

ژنتیکی بیمارگر باشد. لذا بررسی ساختار ژنتیکی عامل 

بیماری برای تدوین راهکارهای مناسب رویارویی و 

یماری اهمیت دارد. این پژوهش با هدف مدیریت ب

 C. gloeosporioidesهای بررسی تنوع ژنتیکی جمعیت
شمال ایران و  مناطق مختلف کشت مرکبات در در

ها با استفاده از نشانگر  وجود جریان ژنی بین جمعیت

ISSR .انجام یافته است 

 

 ها مواد و روش
های ‌‌سازی جدایه‌ی، جداسازی و خالصبردار نمونه

 رچیقا

از چهار باغ مرکبات در  1313و  1312های  در سال

های شمالی کشور از چهار منطقه شامل  استان

هکتاری در استان گیلان(، مؤسسۀ  7آباد )باغ  رحیم

هکتاری در غرب  12تحقیقات مرکبات رامسر )باغ 

هکتاری در شرق استان  7استان مازندران(، ساری )باغ 

اری در استان گلستان( هکت 1مازندران( و گرگان )باغ 

بازدید و از برگ، شاخه و میوة درختان مرکبات دارای 

برداری  ها نمونه های بیماری خشکیدگی سرشاخه نشانه

در  یک جمعیت عنوان بهبرداری  هر منطقۀ نمونهشد. 

تصادفی و  صورت بهبرداری در باغ  نظر گرفته شد. نمونه

ماری های بی از چهار سمت هر درخت بر پایۀ نشانه

های پلاستیکی قرار  درون کیسهها  نمونهصورت گرفت. 

به آزمایشگاه  درنگ یبگرفتند و پس از ثبت مشخصات 

ها. پس از سترون شدن با  سدیم،  نمونه ند.منتقل شد

 غذایی محیطدرصد به مدت یک دقیقه روی  1/2

PDA  تک های  روشاولیه، با رشد کشت شدند. پس از

به دست   خالصهای  جدایهکردن و نوک ریسه،  اسپور

 مدت کوتاهشده برای استفاده  های خالص آمدند. جدایه

درون لوله در یخچال با دمای  PDAروی محیط کشت 

 صافی روی کاغذ درازمدتدرجۀ سلسیوس و در  7

 درجۀ سلسیوس نگهداری شدند. -22سترون در دمای 

 

 شناسایی قارچ

شامل  شناسی های ریخت شناسایی قارچ بر پایۀ ویژگی

شکل و اندازة کنیدیوم، شکل آپرسوریوم، رنگ پرگنه و 

شناسی صورت  بود یا نبود خار با استفاده از منابع قارچ

(. پس از Sutton, 1980; Weir et al., 2012گرفت )

، ISSR3ها با پنج نشانگر  انتخاب نشانگرها، همۀ نمونه
ISSR4 ،ISSR5 ،ISSR7 و ISSR9  بررسی شدند و

با استفاده از  ها آن یکیصل از تنوع ژنتحا وارةدرخت

( رسم و بر Rohlf, 1998) ver2.02  NTSYSافزار  نرم

شناسی، توالی  شناسایی ریخت دییتأپایۀ آن، برای 

ها با ارسال به  توبولین شماری از جدایه بخشی از ژن بتا

کرة  Bioneerشرکت تکاپوزیست، توسط شرکت 

 جنوبی تعیین شد.

 

  DNAاستخراج 

 rapidبر پایۀ روش   های قارچ جدایه DNAخراج است

mini preparation  بنابر توصیف لیو و همکاران صورت

 DNA( و کیفیت Liu et al., 2000گرفت )

 ND-1000شده با استفاده از دستگاه نانودراپ  استخراج

 درصد ارزیابی شد.1و الکتروفورز با ژل آگارز 
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  DNA افزایش و ISSR-PCR نشانگر انتخاب

شدة  استخراج DNAبا استفاده از  ISSRبیست آغازگر 

 هفت جدایۀ قارچ از لحاظ شمار و تنوع باندی آزمایش و

 

، ISSR2 ISSR3 ،ISSR4 ،ISSR5 ،ISSR7آغازگرهای 
ISSR9 و ISSR12 به دلیل تولید باندهای DNA پرشمار 

  (.1برای آزمایش انتخاب شدند )جدول ، یچندشکل و

 .Colletotrichum gloeosporioides s. l قارچ های جدایه برای شده انتخاب ISSR آغازگرهای های ویژگی .1 جدول
Table 1. Characteristics of ISSR primers for Colletotrichum gloeosporioides s. l. isolates 

Reference Sequence (5′-3′)* Primers 
Fang.and Roose, 1997 HVHCACACACACACACAT ISSR2 
Fang.and Roose, 1997 HVHTGTGTGTGTGTGTGT ISSR3 
Noorolahi and Shahbazi, 2015 ACACACACACACACACYA ISSR4 
Malekzadeh et al., 2011 GAGAGAGAGAGAGAGAYG ISSR5 
Wang et al., 2005 AGAGAGAGAGAGAGAGYC ISSR7 
Bagherabadi et al., 2015 AGAGAGAGAGAGAGAGC ISSR9 
Malekzadeh et al., 2011 AGAGAGAGAGAGAGAGYA ISSR12 

* Y= pyrimidine, H= non-G, V= non-T  

 

 صورت بهبا استفاده از آغازگرهای بالا  PCRواکنش 

 Master mixمیکرولیتر  1زیر انجام شد. برای افزایش، 

 12میکرولیتر نشانگر  1/2شرکت توپاز ژن کاوش، 

نانوگرم( الگو و  21) DNAمیکرولیتر  3پیکومولار، 

 12میکرولیتر آب مقطر سترون با حجم نهایی  2/1

 PCRزایش به کمک دستگاه میکرولیتر استفاده شد. اف

Research) (MJ  مدلPTC-200  و بر پایۀ برنامۀ

سازی اولیه در دمای گرمایی زیر انجام شد، واسرشت

C◦17 سازی ثانویه در پنج دقیقه، واسرشت به مدت

به مدت سی ثانیه، اتصال آغازگرها در  C◦17دمای 

 C◦42ثانیه، افزایش در دمای  71به مدت  C◦1دمای 

دو دقیقه در چهل چرخه؛ افزایش نهایی در به مدت 

 DNAبه مدت هفت دقیقه، باندهای  C◦42دمای 

 122درصد با ولتاژ 1حاصل در الکتروفورز با ژل آگاروز 

ونیم ساعت از هم جداسازی شد.  و مدت یک تا یک

( UVP, USAی )بردار عکسسپس از ژل با دستگاه 

 ی شد.بردار عکس

  

 ها داده لیوتحل هیتجز

 افزار نرمدر  DNAهای  ی باندده نمرهها با  داده جدول

اکسل تشکیل شد. برای وجود باند عدد یک و نبود آن 

جدول همسانی بر پایۀ  .عدد صفر در نظر گرفته شد

 لیوتحل هیتجزضریب تشابه جاکارد تشکیل شد و 

افزار  با استفاده نرم (UPGMAای با الگوریتم ) خوشه

ver2.02  NTSYS (Rohlf, 1998)  .صورت گرفت

 Fi = Pi/Nیۀ رابطۀ بر پاشده  های افزایش فراوانی جایگاه

 های فراوانی جایگاه Fiدر این رابطه  محاسبه شد.

و  iشمار افراد دارای نوار  Piدر همۀ افراد،  iشده  افزایش

N .شمار کل افراد است 

به  PIC = 2piqiۀ رابط با چندشکلی محتوای میزان

 فراوانی qi و نوار وجود فراوانی pi آن در که آمد دست

ژنی  های شمار همردیف .است جایگاه هر در نوارنبود 

 پایۀ بر ژنی تنوع نیز و شده مشاهده و مؤثر (الل)

 پایۀ بر ژنوتیپی میزان تنوع (،Nei, 1973) نی شاخص

 شانون، جریان ژنی بر پایۀ رابطۀ اطلاعاتی شاخص

Nm = 0.5 (1-Gst) / Gst آن در که Gst تمایز یزانم 

 بین ژنتیکی ۀفاصل و همانندی ژنی، تنوع است، ژنی

 نظر در با و (Nei, 1973) نی روش پایۀ بر ها، جمعیت

 OPGENE افزار نرم توسط اریبی بدون و اریبی گرفتن

 بین ژنتیکی تنوع (.Yeh et al. 1999) آمدند به دست

 GenALEX ver 6.5 افزار نرم با ها جمعیت میان و

(Peakall and Smouse, 2012) واریانسۀ تجزی و 

 و GenALEXی افزارها نرم با (AMOVA) مولکولی

Multilocus ver.1.3 (Agapow & Burt, 2001) انجام 

 .شدند
 

 جینتا
 قارچ شناسایی

 رنگ است. متنوع قارچ های جدایهۀ پرگن شکل و رنگ

 خاکستری از بعد سفید،در آغاز  ها جدایه بعضیۀ پرگن

 دیگر برخی در است. متغیر تیره ریخاکست تا روشن

 با و کرده رشد قارچ سفید های( هیفدر آغاز ریسه )

 در نارنجی رنگ به پرگنه نارنجی، اسپورهای تولید

ۀ پرگن با های جدایه از بعضی در (.1 )شکل آید می



 Colletotrichum gloeosporioides s. l. ... 111 قارچ های جمعیت ژنتیکی ساختارطاهری و همکاران:  

 

 های (اسکلرتسختینه ) مدتی ازپس  خاکستری،

 اسپورهای گاهی که شود یم مشاهده رنگ رهیت

 صورت به  آسروول شود. می دیده ها آن روی رنگ ینارنج

 که شود یم تشکیل پتری تشتکون در فشرده بافتی

 ای استوانه و رنگ بیی ا اختهی تک اسپورهای حامل

-1 کنیدیوم ابعاد است. ستا و گرد انتهای دو با شکل

 مختلفۀ نمون 111 از است. میکرومتر 3-1/1×1/7

 آباد رحیمۀ جدای 32 شامل، جدایه 177 درمجموع

ۀ پژوهشکدة جدای 72 (،X30 الی X1 های )نمونه

 های )نمونه رامسر در گرمسیر نیمه ایه میوهو  مرکبات

W1 الی W40،) 32 های )نمونه ساریۀ جدای Z1 الی 

Z30) نمونه گرگانۀ جدای 77 و( های Y1 الی Y44) 

 .C. gloeosporioides s.lقارچ  عنوان به( 3 )شکل

یک  عنوان بهبرداری  منطقۀ نمونه شناسایی شدند. هر

 گرفته شد. در نظری بعدی ها لیوتحل هیتجزجمعیت در 

 

 ISSR نشانگرهای

 11 درمجموع ISSR آغازگر هفت از استفاده با

 باند 12 که شد افزایش DNA ژنی های همردیف

 در 2شکلی تک باند 7 و درصد(31/11) 1چندشکلی

 (.2 )شکل بودند باز جفت 1112 تا 112 محدودة

 و کمترین باند 1 با ISSR12 و ISSR2 هاینشانگر
ISSR5 میانگین کردند. تولید را باند بیشترین باند 14 با 

 نشانگرهای بود. باند 3/12 نشانگرها برای باند ایجاد

ISSR4 و 342/2 با ISSR7 بیشترین ترتیب به 321/2 با 

 (.2 جدول) داشتند را یچندشکل محتوای کمترین و

 

  
 Colletotrichum gloeosporioides قارچ روزة ده های پرگنه .1 شکل

Figure 1. Ten-day colonies of Colletotrichum gloeosporioides 

 

 
ISSR2 

 ،.Colletotrichum gloeosporioides s. l های جدایه از شماری در ISSR نشانگرهای با افزایش از حاصل DNA باندهای .2 شکل
L:DNA ladder 100bp 

Figure 2. Amplified DNA bands by ISSR primers in some Colletotrichum gloeosporioides s. l. isolates. L= DNA 
ladder 100bp 

 

1. Polymorphic 

2. Monomorphic 
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 از آمده دست به های داده ای خوشه تجزیۀ بنابر

 ضریب و UPGMA وشر از استفاده با آغازگرها

 به ها جدایه درصد 42 همانندی سطح در جاکارد

 اول گروه (.3 )شکل شدند تقسیم جداگانه گروه سیزده

 بود. گیلان مرکبات های باغ از جدایه دوازده شامل

  گروه بودند، عضو تک سیزدهم و سوم دوم، گروه

 مرکبات های باغ های جمعیت از جدایه 77 چهارم

  های گروه از کدام هر گرفت. بر در را گرگان، و گیلان

 اولی که داشتند عضو 21 نهم و هشتم پنجم،

 و گیلان های جدایه دومی ساری، و گرگان های جدایه

 را ساری های جدایه مورد، یک از غیر سومی و گرگان

 شامل تنها عضو، چهار با ششم گروه شدند. می شامل

 مربوط جدایه 12 هفتم گروه در بود. گیلان های جدایه

 های گروه داشت. وجود گرگان و گیلان های جمعیت به

دو عضو داشتند. دو گروه  هرکدامدهم، دوازدهم و یازدهم 

های ساری و گروه آخر شامل یک  اول مشتمل بر جدایه

 (.3جدایۀ ساری و یک جدایۀ گیلان بود )شکل
 

 استفاده با شده افزایش DNA باندهای های ویژگی .2 جدول

  جمعیت چهار از جدایه 177 برای ISSR گرآغاز هفت از
Colletotrichum gloeosporioides s. l. 

Table 2. Characteristics of amplified DNA by seven 

ISSR primers for 144 isolates from populations of 

Colletotrichum gloeosporioides s. l. 
Primer PIC Band (frequency) Number of bands 
ISSR2 0.327 0.584 9 
ISSR3 0.317 0.539 10 
ISSR4 0.372 0.435 11 
ISSR5 0.338 0.42 17 
ISSR7 0.305 0.362 14 
ISSR9 0.316 0.427 16 
ISSR12 0.347 0.653 9 

 

 ها جمعیت بندی گروه
 ها جمعیت نمودار رسم و اصلی مختصات به تجزیه

 (AMOVA) 1مولکولی واریانس تجزیۀ

 واریانس درصد 13 که داد نشان مولکولی ریانسوا تجزیۀ

 درون تنوع به آن درصد 14 و ها جمعیت بین تفاوت به

 بین از بیشتر ها جمعیت درون تنوع و بود مربوط جمعیتی

 افراد واریانس بودن پایین (.7 )شکل بود ها جمعیت

 های جمعیت افراد که است این بیانگر ها گروه بین موجود

 .هستند نزدیک هم به تیکیژن لحاظ از مختلف
 

                                                                               
1. Analysis of Molecular Variance  

 تنوع ژنی و ژنوتیپی

بیشترین تنوع ژنی و تنوع ژنوتیپی )شاخص شانون( به 

های  مربوط به جمعیت 71/2و  32/2ترتیب با میزان 

و  21/2با مقادیر  ها آنگیلان و گرگان و کمترین 

، مربوط به جمعیت پژوهشکدة مرکبات است. 31/2

 همردیف ژنی شده و بیشینه همردیف ژنی مشاهده

. ولی استهای گیلان و گرگان  نیز در جمعیت مؤثر

شده و همردیف ژنی  کمترین همردیف ژنی مشاهده

به ترتیب مربوط به جمعیت ساری و پژوهشکدة  مؤثر

درصد و  22/13مرکبات است. جمعیت گیلان با 

درصد به ترتیب بیشترین و  11/12جمعیت ساری با 

 (.3)جدول  ی را داردچندشکلکمترین میزان 

میانگین تنوع ژنی کل، میانگین تنوع ژنی درون 

در  ها تیجمعژنی  جریان جمعیتی و میانگین میزان

ژنتیکی  تمایز بیشتر و میانگین میزان ISSR4نشانگر 

آن کمتر از دیگران بود. کمینه میانگین تنوع ژنی کل 

و کمینه میانگین تنوع ژنی  ISSR9مربوط به نشانگر 

 ها تیجمعژنی  جریان میانگین میزان درون جمعیتی و

(. میانگین تمایز 7جدولبود ) ISSR2 مربوط به نشانگر

ها  ة حاصل از نشانگرها، در جمعیتآمد دست بهژنتیکی 

 ها آناست که بیانگر تمایز ژنتیکی کم بین  124/2

 . است

های گیلان و  بیشترین جریان ژنی بین جمعیت

پژوهشکدة های  گرگان و کمترین آن بین جمعیت

مرکبات و ساری بود. عکس این حالت در رابطه با 

 (.1تمایز ژنتیکی صادق بود )جدول 

های گیلان  بیشترین شباهت ژنتیکی بین جمعیت

و گرگان و کمترین آن بین جمعیت پژوهشکدة 

، فاصلۀ ژنتیکی بین نیبنابرامرکبات و ساری بود. 

گیلان و پژوهشکدة  آباد حیمرهای مرکبات  نمونه

های پژوهشکدة مرکبات و  رکبات رامسر و بین نمونهم

تا  آباد میرحساری با توجه به مسافت جغرافیایی کمتر 

رامسر نسبت به فاصلۀ رامسر تا ساری منطقی بود ولی 

های گیلان و گرگان در این رابطه روند  نمونه

(. نمودار درختوارة تجزیۀ 1غیرمعمول داشتند. )جدول 

(، نیز 3از آغازگرها )شکل  های حاصل ای داده خوشه

 کرد. دییتأرا  مسئلهاین 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Colletotrichum gloeosporioides s. l. ... 121 قارچ های جمعیت ژنتیکی ساختارطاهری و همکاران:  

 

 

 

 

 

 

 

 
 .Colletotrichum gloeosporioides s. lجدایه  177و ضریب تشابه جاکارد برای  UPGMA. دندروگرام رسم شده به روش 3 شکل

 .ISSRبا استفاده از هفت آغازگر   DNAثیر به دست آمده از درختان مرکبات در شمال ایران براساس الگوی باندی حاصل از تک
Figure 3. Dendrogram for 144 Colletotrichum gloeosporioides s. l. isolates derived from citrus in North of Iran using 

seven ISSR primers data, by UPGMA method and Jaccard’ s coefficient. 
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   درون و بین در ژنتیکی تنوع به مربوط مولکولی واریانس تجزیۀ نمودار .7 شکل

 ایران شمال .Colletotrichum gloeosporioides s. lجمعیت چهار
Figure 4. AMOVA Chart of genetic diversity within and among four populations  

of Colletotrichum gloeosporioides s. l. in North of Iran  
 

  جمعیت چهار در چندشکلی درصد و شانون شاخص ژنی، تنوع ،مؤثر و شده مشاهده ژنی های همردیف مقادیر .3 جدول

Colletotrichum gloeosporioides s. l. ایران شمال در مرکبات درختان از آمده دست به 
Table 3. Number of observed and effective allels, gene diversity, Shannon's Information index and percentage of 

polymorphic loci among four populations of Colletotrichum gloeosporioides s. l. in North of Iran 

Population 
Number 

of Isolates 
Observed number 

of alleles 
Effective number 

of alleles 
Gene 

diversity 
Shannon's Information 

index 
percentage of 

polymorphic loci 
Guilan 30 1.93 1.55 0.32 0.48 93.02 
Citrus Institute 40 1.90 1.41 0.25 0.39 90.70 
Sari 30 1.82 1.44 0.26 0.40 82.56 
Gorgan 44 1.90 1.57 0.32 0.48 90.70 
Mean 36 1.88 1.49 0.28 0.44 89.25 
Total 144 1.98 1.56 0.33 0.49 97.67 

 

 مرکبات درختان از آمده دست به .Colletotrichum gloeosporioides s. l  جمعیت چهار در ژنی جریان و تنوع میانگین .7 جدول

 ISSR نشانگر نوع یۀپا بر ایران شمال در
Table 4. Mean of gene diversity and gene flow among four populations of Colletotrichum gloeosporioides s. l. in 

North of Iran by ISSR markers 
Primer 

Total gene  

diversity (Ht) 
Gene diversity within 

subpopulations (Hs) 
Mean of gene  

diffrentiation (Gst) 
Gene flow  

(Nm) 
ISSR2 0.332 0.254 0.187 4.725 
ISSR3 0.318 0.275 0.109 12.075 
ISSR4 0.373 0.350 0.057 18.091 
ISSR5 0.336 0.295 0.113 10.050 
ISSR7 0.306 0.297 0.092 10.952 
ISSR9 0.316 0.292 0.063 15.784 
ISSR12 0.350 0.299 0.215 6.112 
Total 0.331 0.289 0.127 3.437 

 

 Colletotrichum  جمعیت چهار بین  )بالا )ستون ژنی جریان و )پایین ستون (ژنتیکی تمایز شاخص مقادیر .1 جدول

gloeosporioides s. l. نشانگرهای پایۀ بر ایران شمال در مرکبات درختان از آمده دست به ISSR 
Table 5. Gene differentiation (column below) and gene flow (column above) among four populations of 

Colletotrichum gloeosporioides s. l. in North of Iran by ISSR markers 

Population Citrus Institute Guilan Gorgan Sari 
Citrus Institute **** 7.81 5.643 2.432 
Guilan 0.06 **** 14.89 4.12 
Gorgan 0.081 0.032 **** 5.73 

Sari 0.17 0.108 0.08 **** 
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 درختان از آمده دست به .Colletotrichum gloeosporioides s. l  جمعیت چهار شدة اصلاح ژنتیکی همسانی و فاصله .1 جدول

 ایران شمال در مرکبات
Table 6. Genetic distance and genetic identity among four populations of Colletotrichum gloeosporioides s. l. in 

North of Iran 
Population Citrus Institute Guilan Gorgan Sari 

Citrus Institute -- 0.955*
 0.934* 0.862* 

Guilan 0.045** -- 0.974* 0.907* 
Gorgan 0.068** 0.025** -- 0.934* 

Sari 0.148** 0.096** 0.068** -- 

* Genetic identity             ** Genetic distance 
 

 

 

 

 

 

 

 

 بحث

 ژنتیکی تنوع تعیین برای بارنخستین  برای تحقیق این

 C. gloeosporioides جمعیت چهار ژنتیکی ساختار و

s. l. ایران شمال در مرکبات درختان از آمده دست به 

 ساختاربررسی  برای روش بهترین است. شده انجام

 مولکولی هاینشانگر از استفاده ها، جمعیت ژنتیکی

 هفت تحقیق این در (.Watt, 1994) است مناسب

 با DNA باند 11 و ندشد استفاده ISSR-PCR نشانگر

 ISSR آغازگر هفت از استفاده با باند، 3/12 میانگین

 با C. gloeosporioides روی تحقیقی در شد. تشکیل

 چندشکلی باند ISSR، 121 آغازگر پنج از استفاده

 تنوع بررسی در (.Rampersad, 2013) شد ایجاد

 آغازگرهای با لگومینوز .Colletotrichum spp ژنتیکی

ISSR، 111 نشانگر هر برای باند 1/11 میانگین با باند 

 (.Mahmodi et al., 2014) شد تولید
میزان چندشکلی حاصل از این نشانگرها در 

درصد بود. هر چه میزان  14/14ی موردبررسهای  جمعیت

 چندشکلی ناشی از نشانگرها بیشتر باشد، در صورت

ها قدرت جداسازی و تمایز  وجود تنوع ژنتیکی بین جدایه

بنابراین این نشانگرها، شود.  از یکدیگر بیشتر می ها آن

 های جدایه در ژنتیکی تنوعهای  بررسی برای ابزار مناسبی

تجزیۀ هستند. با  .C. gloeosporioides s. lقارچ 

متعلق به چهار جمعیت در سیزده   جدایۀ177ای،  خوشه

گیرند. گروه چهارم دارای  نگاری قرار می انگشت گروه

های  ها شامل جدایه های سه جمعیت و دیگر گروه جدایه

های چهار  جدایهقارچ هستند. لذا  تیدو جمعیک یا 

 صورت بهمختلف از لحاظ منطقۀ جغرافیایی،   جمعیت

بسیار مشخص از یکدیگر جدا نشدند. با توجه به اینکه در 

کبات کاری در طول ساحل دریای شمال کشور مناطق مر

خزر قرار دارند و بازدارندة جغرافیایی مشخصی مانند کوه 

قرار ندارد و از سوی دیگر انتقال نهال و  ها آنیا غیره بین 

ی و به میزان زیادی سادگ بهپیوندک در کل این منطقه 

بالا است. بنابراین  ها آنگیرد، جریان ژنی بین  صورت می

ها قابل توجیه  های این جمعیت یهجداسازی نشدن جدا

جدایۀ قارچ  11تنوع ژنتیکی  . در بررسیاست

Glomerella cingulata فرم جنسی قارچ(  

C. gloeosporioidesسه مرکبات درختان ( حاصل از 

مولکولی  از نشانگر استفاده گرگان با و ساری رامسر، شهر

rep-PCR آغازگر  دو وREP  وBOX، بر قارچ های جدایه 

نشدند  جداسازی یکدیگر از مناطق جغرافیایی بنایم

(Behnia, 2011.که با آزمایش ما همخوانی داشت ) 

 ها جمعیت درون تنوع مولکولی، واریانس تجزیۀ بنابر

 تنوع که شد مشخص و بود ها جمعیت بین از بیشتر

 های جمعیت افراد ولی است زیاد ها جمعیت درون ژنتیکی

 بررسی در هستند. نزدیک هم به ژنتیکی لحاظ از مختلف

 بیمارگر C. gloeosporioides های جدایه ژنتیکی ساختار

 میانگین ISSR نشانگرهای از استفاده با درختی خربزة

 و جمعیتی درون ژنی تنوع میانگین کل، ژنی تنوع

 برابر ترتیب به ها جمعیت ژنی جریان میزان میانگین

 (.Rampersad, 2013) بود 221/2 و 2111/2 ،241/2

 شانون(، )شاخص ژنوتیپی و ژنی تنوع بیشترین

 در مؤثرهمردیف ژنی  و شده مشاهدههمردیف ژنی 

 تحقیقی در شد. مشاهده گرگان و گیلان های جمعیت

خربزة  گیاه C. gloeosporioides های جدایه روی

 جنوب و شمال های جدایه ژنتیکی تنوع میزاندرختی 

 ساختار بررسی در بود. 211/2 و 2/2 برابر ترتیب به

  Pyrenophora graminea قارچ یها تیجمع ژنتیکی

همردیف ژنی  بیشترین ISSR نشانگرهای از استفاده با

 یک به مربوط شانون شاخص و ژنتیکی تنوع ،مؤثر

 به مربوط ها آن میزان کمترین که یدرحال بود جمعیت
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 ,Noorolahi & Shahbazi) بود مختلف های جمعیت

 جنسی دمثلیتول آسکومیست های قارچبیشتر  (.2015

ة نحو (.Taylor et al., 1999) ندی داررجنسیغ و

 ژنتیکی ساختار و بقا انتشار،ة شیو در قارچ، تولیدمثل

 ,Milgroom) است مؤثر مکان و زمان طول در آن

1996; Taylor et al., 1999.) یهای عامل ضمن، در 

 انتخاب و (genetic drift) ژنتیکی رانش جهش، مانند

  هستند. دخیل ژنتیکی تنوع چگونگی در نیز طبیعی

ۀ تجزیپایۀ  بر ها جمعیت بین واریانس بودن پایین

 دو های جدایه از برخی گرفتن قرار مولکولی، واریانس

ۀ تجزی  گروه یک دری موردبررس جمعیت سه یا

 ها، جمعیت بین ژنتیکی تمایز بودن کم و ای خوشه

 اثبات را مختلف های عیتجم بین در ژنی جریان وجود

 آن طی در که است فرآیندی ژنی جریان کند. می

 یابند. می تبادل ها جمعیت بین در ها ژنوتیپ و ها ژن

 تنوع میزان دارند بیشتری ژنی جریان که بیمارگرهایی

 ,McDonald & Linde) دارند هم بالاتری ژنتیکی

 بین بالایی نسبتبه  ژنی جریان تحقیق این در (.2002

 مشاهده ایران شمال C. gloeosporioides های جمعیت

 که بیماریزایی های عامل کلی حالت در .شود یم

 لحاظ از کنند، می تولید بالا انتشار قابلیت با هایی زادمایه

 گیرند می بر در را بیشتری گسترة ژنتیکی تنوع

(McDonald & Linde, 2002.) در کشور شمال در 

 موانع نبود و هستند ای لگهج مناطق خزر دریای حاشیۀ

 آسان انتشار باعث شهرها بین غیره یا کوه مانند طبیعی

 باعث تواند می امر این شود. می باد توسط قارچ اسپورهای

 شود. منطقه این در ژنی جریان افزایش

 و گیلان مرکبات های نمونه ژنتیکی ۀفاصل

 بین مسافت با هماهنگ ساری و مرکبات پژوهشکدة

 و گیلان های جدایه ولی بود ها آن غرافیاییج های مکان

 تنوع بهنیا، داشتند. را ژنتیکی فاصلۀ کمترین گرگان

 )فرم Glomerella cingulata قارچ جدایۀ 11 ژنتیکی

 درختان از حاصل (C. gloeosporioides قارچ جنسی

 استفاده با را گرگان و ساری رامسر، شهر سه مرکبات

 و REP آغازگر دو و rep-PCR مولکولی نشانگر از

BOX ،فاصلۀ کمترین بررسی کرد. و با توجه به نتایج 

 آن گرگان و بیشترین و رامسر های جمعیت بین ژنتیکی

شد. بنابراین  مشاهده گرگان و ساری های جمعیت بین

هماهنگ نبودن بین مسافت بین دو شهر و فاصلۀ ژنتیکی 

 (.Behnia, 2011در اینجا نیز مشهود است ) ها آن

 1321های تجاری امروزی مرکبات در سال  قمر

های بابلسر و رامسر  وارد ایران و در فضای سبز کاخ

اند  ها منتقل شده کشت شدند و از آنجا به دیگر قسمت

(Golein & Adoli, 2011.) های عمدة  یکی از چالش

صنعت مرکبات ایران نبود قرنطینه و قوانین لازم برای 

د نهال و پیوندک مرکبات انتقال منابع افزایشی مانن

در شمال کشور به علت نزدیکی  مسئلهو این  است

های  شهرها و زیادی ارتباطات، شدت بیشتری دارد. باغ

های  اولیۀ مرکبات استان گیلان اغلب توسط نهال

باغ  اند و در مورد  شهرستان رامسر احداث شده

اولیۀ درختان  منشأصادق بود.  مسئلهآباد نیز این  رحیم

های باغ گرگان از  ری نیز از همان شهر بود ولی نهالسا

ها را از  یک واسطه خریداری شده بود. این افراد نهال

کنند. در این  کاران مناطق مختلف خریداری می نهال

موارد اغلب، محل تولید نهال نامشخص است و امکان 

های تولیدشده در مناطق مختلف وجود  اختلاط نهال

های گیلان و گرگان  ژنتیکی جدایهدارد. نزدیکی فاصلۀ 

تواند به علت همانندی احتمالی منبع آلودگی اولیه  می

هایی که برای احداث باغ به کار  باشد. یعنی نهال

اند از آغاز آلودگی به قارچ را داشته و محل تولید  رفته

که قارچ عامل  هرچنددر یک منطقه بوده است.  ها آن

گیرد،  با باد صورت می بیماری هوازاد است و انتشار آن

بیشتری  ریتأثولی منبع ژنتیکی اولیۀ قارچ در اینجا 

 داشته است.

 تنوع که مناطقی در جدید های ژنوتیپ ظهور امکان

 در ژنتیکی تنوع وجود است. زیاد دارند بالایی زیستی

 کشور شمال یها یکار مرکبات در قارچ این های جمعیت

 شرایط به نسبت ها آن سازگاری قابلیت افزایش باعث

 مختلف دلایل به که هایی کش قارچ به مقاومت و محیطی

 آسیب افزایش باعث امر این شود. می شوند، می استفاده

  .شود یم زمان طول در قارچ این

C. gloeosporioides های عمدة قارچی  یکی از عامل

ریزش میوه پس از گلدهی مرکبات است و در چند سال 

های  توجهی در باغ ن شایاناخیر باعث آسیب و زیا

مرکبات شمال کشور شده است. مشاهده شده است که 

ها استفاده  کش باغداران برای مبارزه با این بیماری از قارچ
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های  کنند. با توجه به تنوع ژنتیکی قارچ در جمعیت می

های  این منطقه، برای جلوگیری از ایجاد رقم )واریته(

زة شیمیایی با آن باید با ها، مبار کش مقاوم قارچ به قارچ

کش صورت گیرد و  احتیاط و رعایت تناوب در نوع قارچ

های مرکبات  هایی برای یافتن رقم همچنین تدوین پروژه

رسد. این تحقیق  مقاوم به این عامل ضروری به نظر می

 C. gloeosporioidesنخستین پژوهش ساختار ژنتیکی 

ه از نشانگر های مرکبات شمال ایران با استفاد در باغ

ISSR شود. این کار در دیگر مناطق  ، توصیه میاست

 کاری ایران نیز انجام شود. مرکبات
 

 سپاسگزاری

گرمسیری  های نیمه از ریاست پژوهشکدة مرکبات و میوه

پزشکی آن به خاطر فراهم کردن  و اعضای گروه گیاه

امکانات آزمایشگاهی اجرای تحقیق، تشکر و قدردانی 

 گردد. می
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