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 آلترناریا آلترناتا تعیین فراوانی آلل های تیپ های آمیزشی در جمعیت های 
 مرکبات جنوب کشور با روش واکنش زنجیره ای پلی مراز

 7، شهاب حاج منصور5*علیرضا نیازمند
 کارشناس ارشد، گروه بیماری شناسی 2استادیار، گروه بیماری شناسی گیاهی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم،   1

  گیاهی، واحد علوم و تحقیقات تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران.

 چکیده

گزارش نشده است. اما سطوح بالایی از تنوع ژنتیکی و ریخت شناسیی آلترناریا آلترناتا  تاکنون فرم جنسی برای گونه سابقه و هدف:

مشاهده شده در بین جمعیت های این قارچ بیانگر وجود مکانیسم های ناشناخته و مرموز تولید مثل جنسی است. در قیارچ هیای 

 MAT1-1کنترل می شود که دارای  دو آلل  MAT1آسکومیستی مشابه با این قارچ، تولید مثل جنسی توسط یک ژن گاه منفرد به نام 

آلترناریا آلیتیرنیاتیا در جمعیت قارچ  MAT1می باشند. این مطالعه با هدف تعیین فراوانی و نحوه پراکنش آلل های ژن  MAT1-2و 
 مرکبات جنوب کشور انجام شد.

جدایه  54نمونه های برگی ، از ریسه های جوان CTABبا روش  DNAتوصیفی، استخراج  -در این مطالعه مقطعیمواد و روش ها: 

که قبلاً از گونه ها و ارقام مختلف باغات مرکبات جنوب کشور جمع آوری و خالص سازی شده بودند، انجیام آلترناریا آلترناتا قارچ 

در واکینیش    MAT1-2و  MAT1-1گردید. به منظور تعیین تیپ های آمیزشی، از آغازگرهای اختصاصی برای تکثیر ناحیه هیای 

 زنجیره ای پلی مراز استفاده شد. 

جفت بازی را داشتند. به طور کلی  882و  252به ترتیب تکثیر قطعات  MAT1-2و  MAT1-1جدایه های تیپ های آمیزشی یافته ها: 

 22و  MAT1-1جدایه دارای تیپ آمییزشیی  12تیپ های آمیزشی در این ناحیه از فراوانی مساوی برخوردار نبودند. در مجموع، 

بودند. فراوانی های تیپ های آمیزشی در شهرستان های مختلف و در گونه هیای میخیتیلیف  MAT1-2جدایه دارای تیپ آمیزشی 

 مرکبات متفاوت بود.

نتایج نشان داد که در برخی از مناطق جنوب کشور و در برخی از میزبان ها عوامل ناشناخته ای در القای مرحله جنسی نتیجه گیری: 

 دخالت دارند.آلترناریا آلترناتا قارچ 

 .MAT1-2، ژن MAT1-1تولید مثل جنسی، تیپ آمیزشی، واکنش زنجیره ای پلی مراز، ژن واژگان کلیدی: 

 24فروردین ماه پذیرش برای چاپ:   25بهمن ماه دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: جهرم، سایت دانشگاهی مهدی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جهرم، گیروه بیییمیاری 

 niazmand2003@yahoo.comپست الکترونیک:          021991058990شناسی گیاهی.        تلفن: 

 م دمه     

(            A        آلترناریا         بیماری لکه برگی مرکبات توسط قارچ                                        

به وجود می آید و یکی از بیماری های مهم مرکبات است کیه                                                      

 در بسیاری از نقا  جهان شیوع دارد. این قارچ عامیل تیولییید                                                       

بیماری های لکه قهوه ای آلترناریایی نارنیگیی، لیکیه بیرگیی                                                     

آلترناریایی راف لمون، پوسیدگی سیاه آلترناریایی پ  از برداشت                                                             

میوه و بیماری مان ای شاخساره ای در لیمو است. عیامیل سیه                                                      

 آلییتییرنییاریییا آلییتییرنییاتییا                    بیییییمییاری اول قییارچ                 
    A                    )                                     و عامل بیماری مان ای شیاخسیاره ای

 (.  1می باشد             (                   A  آلترناریا لیمی کولا                    در لیمو         

تولید مثل جنسی و تولید آسکوس ور در قارچ های آسکومیسیت                                                      

توسط یک ژن گاه مینیفیرد کیه                           آلترناریا آلترناتا                  رشته ای مانند               
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 AT                                                  نامیده می شود کنترل می گردد. اطلاعات موجیود نشیان

می دهد که سیستم تیپ های آمیزشی در این قارچ ها دو قطیبیی                                                       

 بوده و این ژن دارای دو آلل مختلف با توالی هیای میتیفیاوت                                                      

می باشد. به دلیل وجود تفاوت در توالی های این دو آلیل در                                                        

 (.    2( می گویند              idiomo  hاصطلاح به آن ها ایدیومورف                            

در قارچ های هتروتال آسکومیستی، تولید مثل جنسی توسط یک                                                       

دو       AT کنترل می شود. برای ژن گاه                              AT ژن گاه به نام               

  . (   9        شناختیه شیده اسیت                AT -2 و        - AT ایدیومورف           

 تعداد زیادی از قارچ های ناقص بیماری زای گیاهی هیمیانینید                                                      

هسیتینید و            AT حامل ژن           آلترناریا         گونه های مختلف جن                     

(. وجود این ژن بیانگر ایین                           5توانایی بیان شدن را دارا می باشند                                     

  آلیتیرنیارییا         امر است که امکان وجود تولید مثل جنسی در قارچ                                              

 هم نین وجود فرم جنسی در رابطه بیا بیرخیی از                                              وجود دارد.          

          A        آلترناریا ایینیفیکیتیورییا                    گونه های آلترناریا مانند                          

  آلیتیرنیارییا         ( بیانگر آن است که بسیاری از گونه های                                                 

 (.  4دارای اجدادی با فرم جنسی هستند                                  

از طریق تولید مثل غییر جینیسیی                              آلترناریا         بسیاری از گونه های                    

(. تا کنون فرم جنسی برای بسیییاری از                                    9و     2تکثیر می شوند                 

گونه های این قارچ گزارش نشده و هیمی ینییین در شیراییط                                                

آزمایشگاهی نیز امکان آمیزش و تولید مثل جنسی برای این قارچ                                                           

(. هر چند به  اهر تولید مثل جنسی                                  2و     8فراهم نگردیده است                     

در این قارچ ها مشاهده نشده است، اما وجود تفاوت های زییاد                                                         

ژنتیکی در جمعیت های این قارچ با استفاده از  نشیانیگیرهیای                                                       

(. از تحیقیییقیات               11و     10مختلف مولکولی گزارش شده است                               

جدید انجام گرفته در رابطه با مراحل جنسی قارچ هایی که قبیلاً                                                           

جزو قارچ های ناقص به حساب می آمیدنید، میانینید قیارچ                                                

( میی تیوان                               A         آس رژیلوس فومیگاتوس                   

چنین نتیجه گیری نمود که تفاوت های بسیار زیاد ژنتیکی که در                                                           

مشاهده می شود نیاشیی از                       آلترناریا آلترناتا                    جمعیت های قارچ                

 مکانیسم های ناشناخته و مرموز تیولییید میثیل جینیسیی ییا                                                

 مکانیسم های نوترکیبی میتوزی مانند سیکل شبه جنیسیی اسیت                                                     

(. چندین مطالعه در رابطه با نقش ژن های تییپ آمیییزشیی                                                   12    

) a in   y     n                                      در رابطه با گونه های مختیلیف جینی

  کییه گییونییه هییای غیییییر جیینییسییی فییر                              آلییتییرنییاریییا         

( و همکاران در سیال                     A iمی شوند( انجام گرفته است. آری                                 

را      آلترناریا آلتیرنیاتیا                  بیان ژن های تیپ آمیزشی در گونه                                  2000

 (. نتایج به دست آمده از تحقیییقیات نشیان                                      5گزارش نمودند                

می دهد که این نواحی ژنتیکی در این قارچ ها به طور طبییعیی                                                        

 در حال تکامل و انتخاب نیستند و این موضوع در رابیطیه بیا                                                      

 قارچ هایی که تولید مثل جنسی ندارند قابل انتظار است.                                                     

هم نین پیش بینی می شود که در این گونه از قارچ ها ژن های                                                         

تیپ آمیزشی غیر فعال باشند. وجود این نوع الگوهای انتخیابیی                                                         

برای چنین ژن هایی بیانگر وجود یک سیکل جنسی هم زمان و                                                      

مرموز در این قارچ ها است. هم نین وجود این میکیان هیای                                                    

ژنی در این قارچ ها بیانگر وجود سایر عملکردهای حیاتی ایین                                                         

 ژن ها درون سلول است.                      

   آلیتیرنیارییا آلیتیرنیاتیا                  تحقیقات انجام گرفته روی جدایه های                                   

جمع آوری شده از باغات مرکبات فلوریدا نشان می دهد که هر                                                        

 دو نوع آلل مربو  بیه ژن هیای تیییپ هیای آمیییزشیی                                           

    MAT1-1     وMAT1-2     )                      بیا نسیبیت هیای میخیتیلیف در 

(. مطالعات مربو                   15و     19جمعیت های این قارچ وجود دارد                                

مرکبات نشان می دهد                      آلترناریا آلترناتا                  به ساختار جمعیتی قارچ                       

و     14که جمعیت این قارچ یک جمعیت غیر جنسی می باشد                                               

(. اما تا کنون سیستم های مربو  به تیپ های آمیزشی ایین                                                      12

گونه قارچی مورد مطالعه جدی قرار نگرفته است. تحقیییقیات                                                     

شیامیل        آلترناریا         انجام شده بر روی اع ای اس ور کوچک قارچ                                        

جدایه هایی از عوامل ایجاد بیماری لکه قهوه ای مرکبات نشیان                                                          

داده است که نوترکیبی های ژنتیکی در نواحی به خصوصیی از                                                      

   . ( 19مرکبات اتفا  می افتد                          آلترناریا آلترناتا                  ژنوم قارچ           

مرکبات گونه هایی از گیاهان همیشه سبز هستند که در میدت                                                      

قرار گیرفیتیه انید و                    آلترناریا         چ   سالیان طولانی مورد حمله قار                          

واکنش های متقابلی میان این قارچ و میزبانش اتفا  افتیاده کیه                                                           

ی مرکبات را مدل خوبی برای انجیام                                 آلترناریا         این موضوع قارچ                

 تحقیقات مربو  به تیییپ هیای آمیییزشیی میی نیمیایید.                                         

تعیین تیپ های آمیزشی و فراوانی آلل های ایین ژن هیا در                                                       

مرکبات امکان فهیم نیحیوه                         آلترناریا آلترناتا                  جمعیت های قارچ                
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تکامل بیماری زایی و سازگاری جدایه های مختلف این قارچ بیا                                                         

محیط ها و میزبانان جدید را امکان پذیر می نماید و امکان مبارزه                                                               

بهتر با این قارچ را فراهم می آورد. تا کنون در رابطه با تیعییییین                                                              

تیپ های آمیزشی این قارچ در ایران تحقیقی انجام نگرفته اسیت.                                                           

هدف از این مطالعه تعیین فراوانی و نحوه پراکینیش آلیل هیای                                                       

MAT1-1     وMAT1-2                  در    آلترناریا آلیتیرنیاتیا                    جمعیت های قارچ

 استان های مختلف جنوبی کشور و بر حسب گونه میزبان بود.                                                    

 

 مواد و روش ها             

 در میجیمیوع از               در این مطالعیه             نمونه های مورد استفاده:                           الف(    

 موجود در کیلیکیسیییون                    آلترناریا آلترناتا                  برگی قارچ           نمونه         54

قارچ های دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم، که قبلاً از مینیاطیق                                                         

مختلف مرکبات کاری جنوب کشور و از گونه های میخیتیلیف                                                 

مرکبات جمع آوری و ا بات بیماری زایی شده بودند، اسیتیفیاده                                                        

 (.  1گردید  جدول             

 سیب زمینی دکستروز                        DA از محیط کشت                 ب( تکثیر جدایه ها:                  

به منظور تکثیر جدایه ها استفیاده گیردیید.                                          (     ، دیفکو آمریکا              آگار    

 قییطییعییه ای از مییحیییییط کشییت حییاوی قییارچ از                                  

  DA لوله های آزمایش برداشته شد و بر روی محیییط کشیت                                              

درون تشتک ها قرار داده شد. تشتک ها به مدت یک هیفیتیه در                                                      

 درجه سلیسییوس قیرار گیرفیتینید.                           24انکوباتور با دمای  ابت                        

از روش تک اس ور بیرای خیالیص                               خالص سازی جدایه ها:                     ج(  

سازی جدایه ها استفاده گردید. تشتک های حاوی جداییه هیای                                                      

خالص شده قارچ به مدت یک هفته درون گرمخیانیه در دمیای                                                   

درجه سلیسیوس قرار گرفتند. تمامی میراحیل در زییر                                                24 ابت      

 دستگاه هود لامینار و در کنار شعله چرا  الکلی انجام گرفت.                                                       

از ریسه های جیوان                    DNAبه منظور استخراج                    : A  استخراج           د(  

قارچ استفاده گردید. جدایه های خالص شده قیارچ در نیقیا                                                      

قرار داده  شیدنید.                    DA مختلف یک تشتک حاوی محیط کشت                             

ساعت قرار گیرفیتینید.                     58این تشتک ها درون گرمخانه به مدت                                 

س   ریسه های سفید قارچ قبل از ت ییر رن  توسط تی  جراحی                                                        

استریل از سط  محیط کشت خراش دهی شدند. به نحوی که تیا                                                     

حد امکان تنها ریسه های قارچ بدون محیط کشت برداشته شدند.                                                         

 ردیف
 نام 
 جدایه

  علامت اختصاری

 جدایه ها

 محل 
 جمع آوری

 خوزستان   Al تو سرخ  پرتقال( 5

 خوزستان Al 2 مینولا  نارنگی( 7

 خوزستان Al 3 نارنج 9

 خوزستان Al 4 پر  نارنگی( 4

 خوزستان Al 5 تانجلو  نارنگی( 1

 خوزستان Al 6 لی  بن  پرتقال( 6

 خوزستان Al 7 دبه  بالن  محلی( 2

 خوزستان Al 8 کینو  نارنگی( 1

 خوزستان Al 9 پارسون براون  پرتقال( 3

 خوزستان Al  0 مارس  پرتقال( 51

 جهرم    Al فراست والنسیا  پرتقال( 55

 جهرم Al  2 کم ل والنسیا  پرتقال( 57

 جهرم Al  3 پارسون براون  پرتقال( 59

 جهرم Al  4 سالوتسیا 54

 جهرم Al  5 پاین اپل 51

 جهرم Al  6 تامسون ناول  پرتقال( 56

 جهرم Al  7 هاملین  پرتقال( 52

 جهرم Al  8 مارس  پرتقال( 51

 جهرم Al  9 تاروسکو 53

 جهرم Al 20 اتودارالی ناول 71

 بندرعباس  Al 2 نارنگی کینو 75

 بندرعباس Al 22 لیمو ترش 77

 بندرعباس Al 23 ای­نارنج خوشه 79

 بندرعباس Al 24 پرتقال 74

 بندرعباس Al 25 پرتقال پرچال 71

 بندرعباس Al 26 گریپ فروت سفید 76

 بندرعباس Al 27 گریپ فروت قرمز 72

 بندرعباس Al 28 لیمو شیرین شیرازی 71

 بندرعباس Al 29 پرتقال والنسیا 73

 بندرعباس Al 30 پرتقال واشنگتن ناول 91

 بندرعباس  Al 3 پرتقال واشنگتن ناول 95

 جهرم Al 32 پیج  نارنگی( 97

 جهرم Al 33 پونکن  نارنگی( 99

 جهرم Al 34 لی  نارنگی( 94

 جهرم Al 35 کلمانتین  نارنگی( 91

 جهرم Al 36 کینو نارنگی( 96

 جهرم Al 37 اوسه اولا  نارنگی( 92

 جهرم Al 38 فورچون  نارنگی( 91

 جهرم Al 39 محلی  نارنگی( 93

 ممسنی Al 40 پرتقال نافی 41

 ممسنی  Al 4 لیموترش 45

 ممسنی Al 42 پرتقال قاشقی 47

 ممسنی Al 43 لیمو شیرین ویکوا 49

 ممسنی Al 44 لیمو شیرین معمولی 44

 ممسنی R8-2  Al 45(پرتقال والنسیا  41

جمع آوری شده از مناطیق آلترناریا آلترناتا لیست جدایه های قارچ :  5جدول

 مختلف جنوب کشور.
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س   ریسه ها درون یک هاون کوچک استریل قرار گرفتینید و                                                    

 انییجییام پییذیییرفییت                CTABبییا روش          DNAاسییتییخییراج         

(. به منظور کنترل کیفی و میزان خلو  نمونیه هیای                                               12و     18    

DNA                           .از الکتروفورز استفاده شد 

از آغیازگیرهیای اخیتیصیاصیی                          در این مطالعه                 :      ه( انجام          

A  AT-  AA- AT -867                    برای تکثیر ناحییه AT -      و

برای تکثییر              AA- AT2- 69  A   -8آغازگرهای اختصاصی                   

 (.      2استفاده گردید  جدول                       AT -2 ناحیه       

 میییکیرولیییتیر شیامیل                  24با حجم نهایی واکنش                      CR واکنش       

 ،     dNTمییکیرولیییتیر از                CR    ،1    میکرولیتر از بافر                   4 12

میکرولیتر از هر کدام از پرایمرهیا،                                       Cl ،    0 4  2میکرولیتر از                4 0

میکرولییتیر             1و       T   DNA  olym  aمیکرولیتر از آنزیم                      2 0

در دستگاه ترموساییکیلیر                        CR الگو انجام شد. واکنش                        DNAاز    

دقیقیه واسیرشیت                5، آمریکا( با شرایط دمایی                          Bio-Radبیوراد          

 درجه سیییلیییسیییوس و در ادامیه                            25شدن ابتدایی در دمای                     

درجه سیلیسییوس                 25چرخه شامل واسرشت شدن در دمای                                94

 درجه سیلییسیییوس                 48و     44دقیقه، اتصال در دمای                        1به مدت        

  انیه، گسیتیرش در دمیای                        90به مدت           بر حسب نوع آغازگر(                   

دقیقه و در نهیاییت گسیتیرش                          2درجه سیلیسیوس به مدت                        92

  دقیقه انجام شد.                 9درجه سیلیسیوس به مدت                        92نهایی در دمای               

درصد الیکیتیروفیورز                   2 1بر روی ژل آگارز                   CR محصولات        

تران   ایلیومییینیاتیور                         شدند. س   ژل ها در زیر دستگاه                               

 مورد مطالعه قرار گرفتند.                        

 یافته ها        

الف( انجام واکنش زنجیره ای پلیی میراز بیا آغیازگیر هیای                                                   
جدایه هیای             DNAنتایج حاصل از تکثیر                     :   MAT1-1ایدیومورف           

 و    -A  ATقییارچییی بییا اسییتییفییاده از آغییازگییرهییای                               

AA- AT  -867                                               نشان داد که این آغازگرها توانستند کیه در

جفت بازی را               252درجه سلیسیوس یک قطعه                        44دمای اتصال            

بودند را تکثیییر                  MAT1-1در جدایه هایی که دارای تیپ آمیزشی                                   

(. جدایه های نارنج خوزستان، نارنگیی رقیم پیر                                           1کنند  شکل           

خوزستان، پرتقال رقم لیسبون خوزستان، نارنگیی رقیم کییینیو                                                     

خوزستان، پرتقال رقم پارسون براون جهرم، پرتقال رقم سالوتسیا                                                            

جهرم، پرتقال رقم هاملین جهرم، پرتقال رقم تارسیکیو جیهیرم،                                                       

نارنگی رقم کینو بندرعباس، گریپ فروت تو سفید بندرعیبیاس،                                                       

نارنگی رقم پی  جهرم، نارنگی رقم پونکن جهرم، نارنگیی رقیم                                                        

کلمانتین جهرم، نارنگی رقم اوسه اولا جهیرم، نیارنیگیی رقیم                                                     

 فییورچییون جییهییرم و پییرتییقییال رقییم نییافییی مییمییسیینییی                                     

جدایه( جزو جدایه هایی بودند که دارای تیپ آمیزشی                                                   12 جمعاً        

 AT -           .بودند 
ب( انجام واکنش زنجیره ای پیلیی میراز بیا آغیازگیرهیای                                                

جداییه هیای              DNAنتایج حاصل ازتکثیر                      : MAT1-2ایدیومورف         

 و    AA- AT 2- 69قارچی با اسیتیفیاده از آغیازگیرهیای                               

A   -8                                                      نشان داد که این آغازگرها توانستند که در دمای اتصال

 جیفیت بیازی را در                  882درجه سلیسیوس یک قیطیعیه                        48

بودند را تیکیثیییر                  AT -2 جدایه هایی که دارای تیپ آمیزشی                                

(. جدایه های پرتقال رقم تو سیرخ خیوزسیتیان،                                         2کنند  شکل           

نارنگی رقم مینولا خوزستان، نارنگی رقم تانجلیو خیوزسیتیان،                                                      

بالن  خوزستان، پرتقال رقم پارسون براون خوزستان، پیرتیقیال                                                        

رقم مارس خوزستان، پرتقال رقم فراست والنسیا جهرم، پرتیقیال                                                         

رقم کم ل والنسیا جهرم، پرتقال رقم پاین اپل جهرم، پرتقال رقیم                                                             

تامسون ناول جهرم،  پرتقال رقم مارس جهرم، پیرتیقیال رقیم                                                     

اتودارلی ناول جهرم، لیمو ترش بندرعباس، نارنیج خیوشیه ای                                                      

بندرعباس، پرتقال بندرعباس، پرتقال رقم پرچال بینیدرعیبیاس،                                                       

گریپ فروت تو قرمز بندرعباس، لیمو شیرین بندر عباس، پرتقال                                                          

(5----3توالی ) اندازه قطعه )جفت باز(  ناحیه مورد تکثیر نام آغازگر 

642 
GCAAGATTCTAGGCCCAACG ALMAT-L 

MAT1-1-1 
TGCGGTGGGGAGTAGTGT AA-MAT1-867 

882 
CAGCACCCCGACTACAAGTAT AA-MAT2-1691 

MAT1-2-1 
GGTCGTGAGTCGTGATCG AsM1-8 

 (.AT -2  5 و   - AT توالی آغازگرهای مورد استفاده در پژوهش برای تکثیر نواحی : 7جدول 
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رقم والنسیا بندرعباس، پرتقال رقم واشنگتن ناول بندرعبیاس،                                                         

نارنگی رقم لی جهرم، نارنگی رقم کینو جهرم، نارنگیی رقیم                                                      

محلی جهرم، لیمو شیرین ممسنی، پرتقال رقم بر  قیاشیقیی                                                   

ممسنی، لیموشیرین رقم ویکوا ممسنی، لیموشیرین معیمیولیی                                                    

جدایه( جیزو              22ممسنی و پرتقال رقم والنسیا ممسنی  جمعاً                                         

 بیودنید.        AT -2 جدایه هایی بودند که دارای تیپ آمیزشی                                      

 در میجیمیوع از             ج(  بررسی توزیع تیپ هیای آمیییزشیی:                                 

درصد جدایه ها دارای تیپ                           92جدایه قارچی مورد بررسی                          54

درصد جدایه ها دارای تیپ آمیزشی                                  25و      - AT آمیزشی          

 AT -  F R الگوی باندهای تکثیر شده با استفاده از آغازگرهای :  5شکل 

(Bجیفیت بیازی،  100( مارکر   درجه سلیسیوس.  44در دمای اتصال 

، 99، 92، 22، 21، 12، 19، 15، 19، 8، 2، 5، 9چاهک خالی، ستون های 

 . - AT ( نمونه های با تیپ آمیزشی 50و  98، 99، 94

 AT -2 F R الگوی باندهای تکثیر شده با استفاده از آغازگرهیای :  7شکل 

( Bجیفیت بیازی،  100( مارکر   درجه سلیسیوس.  48در دمای اتصال 

، 22، 20، 18، 12، 14، 12، 11، 10، 2، 9، 4، 2، 1چاهک خالی، ستون های 

 ( 54و  55، 59، 52، 51، 92، 92، 95، 91، 90، 22، 28، 29، 24، 25، ، 29

 .AT -2 نمونه های با تیپ آمیزشی 
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 AT -2                                                    بودند. بنابراین توزیع تیپ های آمیزشی جدایه هیای

مرکبات جنوب کشور از توزیع یکیسیانیی                                  آلترناریا آلترناتا                    قارچ      

از      AT -2 برخوردار نبودند و جدایه های با تیپ آمییزشیی                                           

 فراوانی بیشتری داشتند.                      

د( فراوانی تیپ های آمیزشی جدایه های جمع آوری شیده از                                                     
و        - AT فراوانی آلیل هیای                 شهرستان ها و ارقام مرکبات :                             

 AT -2                                                جدایه های جمع آوری شده از شهرستان ها و ارقیام

نشان داده شده است. تیوزییع                            5و     9مختلف مرکبات در جداول                       

درصد فراوانی آلل های تیپ های آمیزشی در شهرسیتیان هیای                                                    

 مختلف مورد بررسی تنها در جدایه های جیمیع آوری شیده                                                 

 از شهرستان جهرم دارای توزیع یکسانی داشیت و در میورد                                                   

جدایه های سایر شهرستان ها توزیع یکسانی نداشتند. بیه طیور                                                        

به جز در شهرستان جهرم، در                               AT -2 کلی درصد فراوانی آلل                    

توزیع درصد فراوانیی                        سایر شهرستان ها فراوانی بیشتری داشت.                                    

آلل های تیپ های آمیزشی جدایه های جمع آوری شده از ارقام                                                        

   - AT مختلف مرکبات نشان داد که درصد فراوانی آلل های                                               

در رابطه با جدایه های جمع آوری شده از نارنج و                                                   AT -2 و     

گریپ فروت از توزیع یکسانی برخوردار بودند. جیداییه هیای                                                     

جمع آوری شده از ارقام مختلف لیموشیرین، لیموترش و بالنی                                                         

 بیودنید. در رابیطیه بیا                      AT -2 فقط دارای تیپ آمیزشیی                      

جدایه های جمع آوری شده از سایر ارقام مرکبات توزیع درصید                                                        

فراوانی آلل های تیپ های آمیزشی تفاوت بود. اما جدایه هیای                                                         

بیشتر بود، امیا                    AT -2 ارقام مختلف پرتقال درصد فراوانی آلل                                     

   - AT  در مورد ارقام مختلف نارنگی درصد فراوانیی آلیل                                             

 بیشتر بود.          

 ه( فییراوانییی تیییییپ هییای آمیییییزشییی جییدایییه هییای                                     
نتیاییج       جمع آوری شده از شهرستان ها به تفکیک ارقام مرکبات:                                                   

در پرتقال بیشتر                     AT -2 نشان داد که در خوزستان فراوانی آلل                                    

می باشد و فراوانی هر دو آلل روی نیارنیگیی                                           - AT از آلل        

یکسان است. در شهرستان جهرم نیییز در پیرتیقیال فیراوانیی                                                  

و در نارنگی  فراوانی آلل                                - AT بیشتر از آلل               AT -2 آلل   

 AT  -             بیشتر از AT -2                                     بود. در بندر عباس  فراوانی آلل

 AT  -2                      درصد و در نارنگی فیراوانیی                            100در پرتقال و لیمو

درصد بود. در شهرستان ممسنی نیییز آلیل                                      AT -     100 آلل     

 AT -2                                         در هر دو میییزبیان پیرتیقیال و لیییمیو فیراوانیی 

 (.  4درصد داشت  جییییدول                       100

 بح    

- A  AT-  AA- ATدر این مطالعه از جفت آغازگرهیای                                

به ترتیب برای تشیخیییص                       AA- AT2- 69  A   -8و       867

 آلل های مورد بررسی
 شهرستان

 MAT1-1درصد فراوانی  MAT1-2درصد فراوانی 

 خوزستان 50 20

 جهرم 40 40

 بندر عباس 18 82

 ممسنی 12 85

 آلل های مورد بررسی
 میزبان

  - AT درصد فراوانی  AT -2 درصد فراوانی 

 پرت ال 29 99

 نارنگی 21 92

 نارنج 40 40

 لیمو شیرین - 100

 لیمو ترش - 100

 گریپ فروت 40 40

 بالنگ - 100

 به تفکیک نوع محصول.تیپ های آمیزشی درصد فراوانی آلل های : 4جدول 

 به تفکیک شهرستان.تیپ های آمیزشی درصد فراوانی آلل ها : 9جدول 

نام 
 شهرستان

 درصد فراوانی
 MAT 1-1 

 درصد فراوانی
 MAT 1-2 

 نام 
 میزبان

 خوزستان
 پرتقال 94 14

 نارنگی 40 40

 جهرم
 پرتقال 60 50

 نارنگی 37/5 4 22

 بندر عباس

 پرتقال 100 -

 نارنگی - 100

 لیمو 100 -

 ممسنی
 پرتقال 100 -

 لیمو 100 -

درصد فراوانی تیپ های آمیزشی جدایه های جمع آوری شده از :  1جدول 

 شهرستان ها به تفکیک گونه مرکبات.
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جیداییه هیای قیارچ                    AT -2 و      - AT تیپ های آمیزشی                

استفاده گردید. سایر محققین نیز از این دو جفت                                              آلترناریا آلترناتا                    

آعازگر برای تشخیص تیپ های آمیزشی جیداییه هیای قیارچ                                                   

 ( اسیتیفیاده           20( و میرکیبیات              5گلابی ژاپنی              آلترناریا آلترناتا                    

 نموده اند. در تیحیقیییق انیجیام شیده تیوسیط اسیتیییوارت                                             

        a                      مشابه با نتایج حیاصیل از                          2019( و همکاران در سال ،

جفت بازی به ترتیییب بیرای                            882و     252این تحقیق یک قطعه                   

 تیکیثیییر گیردیید.                AT -2 و      - AT تیپ های آمیزشی                

( و همکاران در سال                     A iاما در تحقیق انجام گرفته توسط آری                                     

به ترتییب            AT -2 و      - AT ، برای تیپ های آمیزشی                       2000

 کیلو جفت باز تیکیثیییر شید.                          2 2و     2 1قطعاتی با اندازه های                      

 از آنیجیاییی کیه در هیر جیداییه میورد بیررسیی تینیهیا                                          

 یکی از ژن های تیپ آمیییزشیی میوجیود بیود، بینیابیرایین                                              

می توان چنین نتیجه گیری نمود که قارچ مورد بررسی یک قارچ                                                         

 هتروتال است.              

در این پژوهش پراکنش و فراوانی آلل های تیپ های آمیییزشیی                                                      

مرکبات جنوب کشیور میورد                       آلترناریا آلترناتا                    جدایه های قارچ                

 بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که هر دو تیییپ آمیییزشیی                                                   

 AT -         92      و )  AT  -2        25                      در جمعیت ایین گیونیه ) 

 قارچی از مرکبات جنوب کشیور وجیود دارنید و فیراوانیی                                              

 AT -2           نسیبییت بییه AT -                          بییییشیتییر بییود. اسییتییییوارت 

        a                      در تحقیق انجام گرفته بیر                           2019( و همکاران در سال

جمع آوری شده از باغات                       آلترناریا آلترناتا                    روی جدایه های قارچ                    

جیداییه جیمیع             104مرکبات فلوریدا مشاهده نمودند که تمامی                                       

 میی بیاشینید              AT -2 آوری شده از نوع تیییپ آمیییزشیی                            

(. در تحقیق دیگری جدایه های جمیع آوری شیده قیارچ                                                 20    

از باغات نارنگی مینولای قسمت های میرکیزی                                       آلترناریا آلترناتا                    

ایالت فلوریدای آمریکا که بر اساس توالی یابی های ژن داخیلیی                                                          

و        ( به دو زیر جمیعیییت                     ndo اندوپلی گالاکتوروناز                       

طبقه بندی شده بودند هر دو تیپ آمیزشی مشاهده گردیید.                                                      4  

 تیییپ آمیییزشیی               هر چند کیه در زییر جیمیعیییت                        

 AT -                     تییپ آمیییزشیی              4  و در زیر جمعیت AT -2   

 (.    19غالب بود            

فراوانی هر دو                 1:1نتایج تحقیق بیانگر وجود نسبت های یکسان                                        

تیپ آمیزشی در جمعیت جدایه هیای جیمیع آوری شیده از                                               

شهرستان جهرم بود. توزیع برابر تیپ هیای آمیییزشیی بیرای                                                   

( کیه                                    رینکوس وریوم سییکیالییی                     

 تاکنون فرم جنسی آن شناسایی نشده، گزارش گیردییده اسیت                                                   

(. توزیع برابر تیپ های آمیزشی در جمعیت های یک قیارچ                                                    11    

 بیانگر وجود تولید مثل جنسی داخل جمعیت آن قیارچ اسیت                                                   

(. فراوانی برابر تیپ های آمیزشی در جمعیت مزرعه ای یک                                                      21    

 قارچ، بیانگر کارا بودن ژن های تیپ هیای آمیییزشیی اسیت.                                                   

یا به عبارت دیگر بیانگر وقوع تولید مثل جنسی در جمعییت آن                                                         

 (.      22قارچ می باشد                

آلیتیرنیارییا           مطالعات انجام گرفته بر روی ساختار جمعیتی قارچ                                               

عامل بیماری لکه قهوه ای مرکبات نشان داده اسیت کیه                                                 آلترناتا          

 روش تولید مثل این قارچ به صورت غیرجنسیی ییا کیلیونیال                                                

 (.      12و     14است         

دلایل عدم وجود تولید مثل جنسی در این قارچ شیامیل وجیود                                                    

نداشتن فرم جنسی در طبیعت و تولید ناموفق مرحله جنسی ایین                                                        

(. فرضیه ای کیه در                   2و     8قارچ در شرایط آزمایشگاهی است                                

این خصو  مطرح می شود احتمال وجود تشکیییل میرحیلیه                                              

جنسی پنهان یا انجام نوترکیبی از طریق سیکل های شبه جنیسیی                                                        

 (.      5در این قارچ می باشد                       

همان گونه که در این تحقیق مشخص گردید به جز شهیرسیتیان                                                    

جهرم در سایر شهرستان های مورد مطالعه فراوانی برابیر تیییپ                                                        

های آمیزشی در جمعیت این قارچ مشاهده نشد. هیرچینید کیه                                                   

غالبیت تیپ های آمیزشی در شهرستان های مختلف میتیفیاوت                                                   

بود. این امر بیانگر وجود یک انتخاب طبیعی وابسته به تیپ های                                                            

 آمیزشی در شهرستان های مختلف است.                                  

، نشان دادند کیه                 2019( و همکاران در سال                      a    استیوارت            

این نوع از الگوهای انتخاب می تواند توسط وجود سیکل هیای                                                       

جنسی پنهانی که در سال های اخیر اتفا  افتاده، سیییکیل هیای                                                       

تولید مثل جنسی که احتمالاً در زمان های گذشته اتفا  افتاده و                                                            

یا درگیر بودن ژن های مربو  به تیپ های آمیزشیی در سیاییر                                                      

عملکرد های حیاتی سلول قابل توصیف باشد. عدم وجود چرخه                                                      
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تولید مثل جنسی و به دنبال آن انتخاب مربو  به تیپ آمیزشیی                                                         

 در طول زمان منجر به ت ییر فراوانی تیییپ هیای آمیییزشیی                                                  

در جمعیت های این گونه قارچی در شهرستان های مخیتیلیف                                                  

سرکوسی یورا           گردیده است. مشابه با این نتایج در رابطه با قارچ                                                 

( عامل بیمیاری لیکیه بیرگیی                                                 بتیکولا      

 سرکوس ورایی چ ندر قند دشیت می یان گیزارش گیردییده                                           

 (.  29است         

آلیتیرنیارییا           احتمال وقوع تولید مثل جنسی در جمعیت قیارچ                                          

 قابل ت مل و بیررسیی اسیت.                            فعال در شهرستان جهرم                    آلترناتا            

با توجه به کشفیات جدید در رابطه با شناسایی فرم جنسی برای                                                          

(                         A        آس رژیلوس فیومیییگیاتیوس                   قارچ      

چنین به نظر می رسد که شاید انجام تحقیقات بیشتر در رابطه با                                                            

این قارچ در شهرستان جهرم بتواند منجر به شینیاسیاییی فیرم                                                     

 (.      12جنسی این قارچ گردد                      

، نشیان        2008( و همکاران در سیال                    o n  ald  جرونوالد            

دادند که در رابطه با قارچ هایی که دارای توزییع تیییپ هیای                                                       

 آمیزشی برابر داخل جمعیت خود هستند اما فرم جنسیی بیرای                                                     

آن ها هنوز شناسایی نشده، احتمال تشکیل چرخه های جنیسیی                                                     

(. بر اساس ایین نیظیرییه                      25در میزبان های  انویه وجود دارد                                  

ممکن است با توجه به سابقه طولانیی کشیت میرکیبیات در                                               

شهرستان جهرم و تنوع گونه های گیاهی در این منطقه احتمیال                                                        

وقوع میزبان های  انویه ای که فرم جنسی این قارچ روی آن ها                                                          

       تشکیل می شود وجود دارد.                       

نتایج نشان داد که توزیع تیپ های جنسی روی گیونیه هیای                                                   

مختلف مرکبات دارای توزیع متفاوتی است. بیه نیحیوی کیه                                                  

فراوانی هر دو تیپ آمیزشی در رابطه با میزبانان نارنج و گرییپ                                                            

فروت از توزیع یکسانی برخوردار بود. این امر می توانید ایین                                                         

فرضیه را مطرح نماید که احتمال وقوع سیکل جنسی در رابطیه                                                       

با جدایه هایی که روی این دو میزبان فعالیت می کننید وجیود                                                        

دارد. باید توجه داشت که بر اساس اطلاعات ما تاکنیون وقیوع                                                       

 روی نارنج تا کینیون گیزارش نشیده اسیت.                                     آلترناریا         بیماری        

 شاید دلیل این امر آن باشد که مکانیسم های دفاعی این گیاه بیه                                                            

گونه ای است که مانع از فعالیت عوامل بیماری زا روی ایین                                                       

میزبان می شود. بنابراین عوامل بیماری زایی که توانایی تیولییید                                                            

بیماری روی گیاه نارنج را دارا باشند باید از نظر ژنتیکی نسبیت                                                             

به سایر جدایه ها متفاوت باشند. شاید وقوع تولید مثل جنیسیی                                                         

فعال روی نارنج بیتیوانید                         آلترناریای          در بین جدایه های قارچی                        

سبب تولید ژنوتیپ هایی از قارچ شود که توانایی تولید بیماری                                                           

را روی نارنج پیدا کرده باشند. وجود تفاوت های ژنتییکیی در                                                        

،   RA Dبا استفاده از مارکرهیای                        آلترناریا آلترناتا                    جمعیت قارچ            

AF     ،RF                                          و     24و ریزماهوار  ها در رابطه با مرکبات )

(   28( و کاج           29(، قهوه           22سایر میزبانانی مانند گوجه فرنگی                                 

گزارش شده است. با توجه به نتایج به دسیت آمیده در ایین                                                    

تحقیق روی میزبانان لیموترش، لیمو شیرین و بالن  فقط تییپ                                                        

مشاهده گردید. این موضوع نشان می دهید                                       AT -2 آمیزشی        

 که اولاً تکثیر جدایه های مربو  به این میزبانیان بیه صیورت                                                       

غیرجنسی است و دوم این که احتمالاً جدایه های فیعیال روی                                                     

این میزبانان از لحا  ژنتیکی از جدایه های سایر مرکبات متمایز                                                             

، قیبیلاً        1222( و همکیاران در سیال                          هستند. پیویر                

فعال روی لیمو                 آلترناریا آلترناتا                  اختصاصیت میزبانی جدایه های                            

 (.  12را گزارش نموده اند                      

 نتایج نشان داد که توزیع فراوانی تیپ هیای آمیییزشیی روی                                                    

گونه های مرکبات در شهرستان های مورد بررسی متفاوت بیود.                                                       

این امر نشان می دهد که احتمالاً برحسب شرایط محیطی و آب                                                       

و هوایی هر منطقه، نحوه تکثیر و انتخاب طبیعی تیییپ هیای                                                     

آمیزشی متفاوت است. جدایه های نارنگی خیوزسیتیان دارای                                                   

 توزیع تیپ آمیزشی برابر هستند.                               

این امر می تواند بیانگر امکان وقوع تولید مثل جنسی در بییین                                                          

جدایه های فعال نارنگی در این منطقه باشد. در شهرستان هیای                                                         

جهرم، بندرعباس و ممسنی فراوانی تیپ های آمیییزشیی روی                                                   

 پرتقال و نارنگی متفاوت است. به نحوی کیه در جیمیعیییت                                                 

فعال روی پرتقال تیپ غیالیب آمیییزشیی                                   آلترناریا         قارچ  های           

 AT -2                                            و در رابطه با نارنگی تیپ غالب آمیزشی AT -   

بود. این امر نشان می دهد که جدایه های نارنگی و پرتقیال از                                                          

لحا  نحوه تکثیر و احتمالاً از لحا  خصوصیات ژنتییکیی بیا                                                     

یکدیگر متفاوت هستند. اختصاصیت میزبیانیی جیداییه هیای                                                 
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ی نارنگی و سیب زمینی قبلاً توسط محققین گزارش شده                                                 آلترناریا         

 (.  22-91است       

هر چند ح ور ایدیومورف های تیپ های آمیزشی برای تیولییید                                                     

مثل جنسی در قارچ ها ضروری می باشد، اما برای تکمیل میوفیق                                                        

چرخه جنسی کافی نیست. چرخه تولید مثل جنسی چرخه بسییار                                                     

پی یده ای است که ژن های متعددی در آن مو ر هستند. هر گونه                                                          

نقصان در این ژن ها موجب اختلال در چرخه تولید مثل جنیسیی                                                      

 (.      92و     5می شود          

علاوه بر وجود تیپ های آمیزشی ح ور برخی از تیرکیییبیات                                                  

پی یده مولکولی مانند کارتن ها، استرو یدها و سیییگینیال هیای                                                        

مولکولی ناشناخته برای تکمیل چرخه تولید مثل جنسی یک قارچ                                                         

لازم هستند. نقصان در هر کدام مانع از انجام و تکمیل سیییکیل                                                        

(. تولید مثل در بسیاری از گونه های                                    99جنسی قارچ ها می شود                       

(. بسیاری از              95و     9به صورت غیر جنسی است                          آلترناریا         جن      

قارچ هایی که تولید مثل جنسی در آن ها ناشناخته اسیت دارای                                                         

جمعیت های نوترکیبی هستند که نشان دهنده احتمال وجود تولید                                                          

 مثل جنسی در این قارچ ها است و بیرخیی نیییز وجیود ایین                                               

جمعیت های نوترکیب را ناشی از نوترکیبی هایی می دانند که از                                                           

 (.  92و     94،   20طریق میتوزی ایجاد می شود                            

( و همکاران در تحقیقات خود به این نتییجیه                                           a    استیوارت            

آلترناریا آلیتیرنیاتیا                      رسیدند که بسیاری از زیر جمعیت های قارچ                                        

 مرکبات جمعیت های کلیونیال هسیتینید. امیا در بیرخیی از                                               

جمعیت های این قارچ یک سیکل پنهان جنسی و یا سیکل شیبیه                                                     

جنسی وجود دارد. آن ها هم نین به این نتیجیه رسیییدنید کیه                                                     

احتمال وجود نوترکیبی میتوزی در زیر جمعیت های ایین قیارچ                                                       

بسیار زیاد است. برخلاف بسیاری از تحقیقات انجام شیده روی                                                       

ی مرکبات که بیانگر عدم وجود تولید مثل جنیسیی                                            آلترناریا         قارچ      

در این قارچ است، نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که امکان                                                            

وقوع تولید مثل جنسی در برخی از مناطق جنوب کشیور و در                                                     

رابطه با جدایه های فعال روی برخی از مرکیبیات وجیود دارد.                                                       

  آلترناریا آلتیرنیاتیا                  تحقیقات انجام گرفته روی جمعیت های قارچ                                        

عامل بیماری بلایت زودرس سیب زمینی چین، بیانگر وجود ییک                                                      

سیکل جنسی مرموز در برخی از جمعیت های ایین قیارچ در                                                  

(. هر چند که در برخی از میوارد                               99برخی از مناطق چین است                         

تعداد نمونه های جمع آوری شده از حجم بیالاییی بیرخیوردار                                                    

نبودند و از این رو برای ا بات بیشتر این موضوع احتیاج به انجام                                                               

ی   آلیتیرنیارییا         تحقیقات بیشتر روی نمونه های بیشتری از قارچ                                            

 مرکبات است. در میجیمیوع چینییین بیه نیظیر میی رسید                                         

مرکبیات جینیوب کشیور                  آلترناریا آلترناتا                    که در جمعیت قارچ                  

 جمعیت هایی وجود دارند که تنها از طیرییق تیولییید میثیل                                                 

غیرجنسی تکثیر می یابند. اما وقوع تولید مثل جنسی در برخی از                                                            

 مناطق و در برخی از میزبانان نیز محتمل است.                                          

 نتیجه گیری          

نتایج این تحقیق نقطه آغازی بود برای فهم نحوه تولید مثل قارچ                                                             

مرکبات در مناطق مرکبات خیز جنیوب کشیور.                                       آلترناریا آلترناتا                    

 فهم دقیق از نحوه تولید مثل یک قیارچ کیمیک میهیمیی بیه                                                

اتخا  دستورالعمل های مناسب برای کنترل بیماری می نیمیایید.                                                        

بررسی های مربو  به پراکنش تیپ هیای آمیییزشیی در ییک                                                

جمعیت همگام با تجزیه و تحلیل های فیلوژنتیکی کمک م  یری                                                       

در یافتن تاری  تکاملی آن جمعیت است. با توجه به نقش عمیده                                                         

تولید مثل جنسی و نوترکیبی حاصل از آن در بروز تنوع ژنتیکیی                                                          

در جمعیت قارچ ها و با توجه به این امر که مناطق جنوب کشور                                                          

شرایط مساعدی برای تولید مرکبات را دارا هستنید، بینیابیرایین                                                        

پژوهش حاضر راهگشای فهم بهتر از وضعیت قارچ آلترنیارییای                                                        

مرکبات جنوب کشور می باشد. با این وجود انجام تحیقیییقیات                                                     

 بیشتر در رابطه با ارتبا  بین ژن های تیپ هیای آمیییزشیی بیا                                                       

 ژن های بیماری زایی این قارچ  ضروری به نظر می رسد.                                                 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از معاون پژوهشی به دلیل حمایت مالیی و                                                          

از مس ولین محترم دانشگاه آزاد اسلامی واحد جیهیرم و گیروه                                                      

بیماری شناسی گیاهی به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای ایین                                                        

 پژوهش کمال امتنان را دارند.                           
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Abstract 

Background & Objectives: Sexual stage of Alternaria alternata has not been discovered yet.  

However, high levels of phenotypic and genetic diversity have been reported in different  

populations of A. alternata. In other Ascomycetes similar to this species, sexual reproduction is  

controlled by a single locus, named MAT1, with two alleles MAT1-1 and MAT 1-2. The aims of 

this research were identification of frequency and distribution of both alleles of MAT1in  

A. alternata population of citrus collected from South of Iran. 

Materials & Methods: In this cross-sectional study, DNA was extracted from young mycelia of 45 

isolates of A. alternata that previously were collected and isolated directly from different species 

and cultivars of the citrus plants showing leaf spot disease symptoms in different orchards of 

Southern region of Iran using CTAB method. Mating types were determined using specific primer 

sets for MAT1-1 and MAT1-2 idiomorphs and PCR assay.  

Results: A 642 bp amplicon and a 882 bp amplicon were amplified pecificlly for Mat1-1Mat1-2 

isolates, respectively. No equal frequency of both mating type idiomorphs were observed in  

studied samples. Totally 16 and 29 isolates showed the presence of MAT1-1 and MAT1-2  

idiomorphs, respectively. Unequal frequency of both idiomorphs was observed in the citrus  

species and cultivars collected from different regions. 

Conclusion: It seems that unknown factors are involved in sexual induction of A. alternata in 

some regions and citrus hosts in South of Iran. 
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