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 عامل بیماری لکه برگی مرکبات به روش  آلترناريا بررسی تنوع ژنتیك جدايه های قارچ

IGS-RFLP 

 5، گیلدا نجفی پور 1، مريم رحمانی 5*علیرضا نیازمند 
 کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جهرم، 1استاديار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جهرم، گروه بیماری شناسی گیاهی،  5

 گروه بیماری شناسی گیاهی 

 چکیده

این   استفاده می شود.    IGSناحیه    RFLPامروزه به منظور بررسی تفاوت های درون گونه ای و نژادی از روش                   سابقه و هدف:  

عامل تولید لکه برگی مرکبات با استفاده از روش های مورفولوژیک و                آلترناریامطالعه با هدف شناسایی گونه های بیماری زای          

 IGSناحیه    RFLPدر شهرستان ممسنی و نیز بررسی تفاوت های ژنتیکی جدایه های این قارچ بر اساس                    ITS1توالی یابی ناحیه    

  انجام گردید.

برگی گونه ها و ارقام مختلف مرکبات دارای علایم            نمونه  07توصیفی بر روی    -این پژوهش به صورت مقطعی      مواد و روش ها:    

انجام شد. نمونه     0937ظاهری مانند لکه قهوه ای و لکه برگی جمع آوری شده از باغات مرکبات شهرستان ممسنی در پاییز سال                      

ها بر روی محیط سیب زمینی آگار کشت گردیدند. پس از خالص سازی قارچ به روش تک اسپور، شناسایی گونه ها با استفاده از                         

بررسی خصوصیات مورفولوژیک انجام گرفت. اثبات بیماری زایی جدایه ها با استفاده از اصول کخ روی برگ ها صورت گرفت.                     

 IGSجدایه ها توالی یابی شدند و ناحیه          ITS1با استفاده از آغازگرهای اختصاصی انجام پذیرفت. ناحیه           IGSو    ITS1تکثیر نواحی 

  ارزیابی شد. RFLPپس از برش با استفاده از آنزیم های برش دهنده با روش 

شناسایی   آلترناریا آلترناتا به عنوان گونه      ITS1تمامی جدایه های مورد بررسی از لحاظ مورفولوژیک و توالی یابی ناحیه                یافته ها: 

گروه متمایز قرار داد. جدایه هایی که         9شدند. دندروگرام ترسیمی برای الگوهای برشی آنزیم های مورد استفاده، جدایه ها را در                

از ارقام پرتقال جمع آوری شده بودند همگی در یک گروه و جدایه های لیمو در یک گروه متمایز دیگر قرار گرفتند. همچنین                           

  جدایه لیموشیرین ویکوا در یک گروه کاملاً مجزا از سایر جدایه ها قرار گرفت.

 می تواند مشکل مربوط به طبقه بندی جدایه های            IGSنتایج نشان داد که به کارگیری الگوهای برش آنزیمی ناحیه              نتیجه گیری: 

  مرکبات بر حسب نوع میزبان را که در حال حاضر مورد بحث بسیار زیادی می باشد تاحدودی حل نماید. آلترناریا آلترناتا

 .آلترناریا آلترناتا، ITS1،شیرینپرتقال، لیمو، لیمو  واژگان کلیدی:

 39 فروردین ماهپذیرش برای چاپ:     30بهمن ماه  دریافت مقاله:

 .*( آدرس برای مکاتبه: جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جهرم، گروه بیماری شناسی گیاهـی

  niazmand2003@yahoo.comپست الکترونیک:        73000077107تلفن:  

 م دمه     

مرکبات یکی از محصولات عمده بخش باغبانی ایران است که          

از نظر تغذیه و سلامت مردم اهمیت ویژه ای دارد. بر اساس              

، از میان کشورهای تولید     9700آخرین آمار منتشره فائو در سال       

کننده  مرکبات، ایران مقام پانزدهم را دارا است و مقدار تولید              

استان فارس از لحاظ      (.0هزار تن می باشد )      98711سالیانه آن   

(. شهرستان  9تولید مرکبات در ایران دارای مقام دوم است )            

 هکتار باغات دیم و آبی بوده کــه   97807ممسنی دارای حدود 

mailto:niazmand2003@yahoo.com
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تن محصولات باغی مختلف را به         000990همه ساله حدود    

بازارهای فروش عرضه می نماید. سطح زیر کشت مرکبات            

تن می    800هکتار و میزان تولید سالیانه         707این شهرستان   

باشد. بیماری لکه برگی مرکبات که توسط گونه های مختلف           

آید، یکی از بیماری      ( به وجود می   Alternaria)  آلترناریاجنس  

های مهم مرکبات است که در بسیاری از نقاط جهان شیوع               

این قارچ سبب تولید بیماری های مختلفی در مرکبات             .دارد

شامل بیماری لکه قهوه ای آلترناریایی نارنگی، لکه برگی               

آلترناریایی راف لمون، پوسیدگی سیاه آلترناریایی بعد از              

 برداشت میوه و بیماری مانچای شاخساره ای لیمو می شود             

 Alternaria)  آلترناریا آلترناتا (. عامل سه بیماری اول          9)

alternata         آلترناریا ( و عامل بیماری مانچای شاخساره ای لیمو

(. اولین گزارش   9( می باشد )  Alternaria limicola) لیمی کولا

بر روی    آلترناریا آلترناتا ناشی از قارچ      از وقوع لکه قهوه ای     

( و   Gol Mohammadiنارنگی پیج ایران توسط گل محمدی )      

 (.  7ارائه شده است ) 0919( در سال Rahimiianرحیمیان )

با گونه های مختلف        آلترناریا آلترناتا هر چند جدایه های       

مرکبات از لحاظ مورفولوژیکی مشابه با یکدیگر هستند اما از           

لحاظ ژنتیکی و بیماری زایی متفاوت بوده و چند جدی )پلی            

فایلتیک( می باشند. این موضوع کاربرد عملی گونه های               

مورفولوژیک و گونه هایی که از لحاظ ویژگی های فیلوژنتیک          

از هم متمایز شده اند را زیر سؤال می برد. وجود چندین گونه             

مورفولوژیک در چندین گروه فیلوژنتیک و داشتن چندین جد          

برای حداقل یک گونه مورفولوژیک، به وضوح نشان می دهد           

که گونه های مورفولوژیک نمی توانند بیانگر ارتباطات تکاملی         

  .(0در میان این قارچ ها باشند )

از   18Sو    28S( بین نواحی     Intergenic Spacer)  IGSناحیه  

rRNA    قرار دارد. نواحی  IGS    وITS   (Internal Transcribed 

Spacer)             به عنوان منبعی برای اطلاعات مربوط به شناسایی

(. 8های قارچی مورد استفاده قرار گرفته اند )         بسیاری از گونه  

درجه بالاتری از تنوع درون و        ITSنسبت به ناحیه    ،  IGSناحیه  

 IGSای را دارد و کاملًا اختصاصی می باشد. ناحیه             بین گونه 

 فاصله اندازی است که دارای سرعت تکاملی بسیار بالایی              

می باشد. گونه های بسیار نزدیک به یکدیگر می توانند تفاوت            

را نشان دهند. این تفاوت ها می           IGSهای زیادی در ناحیه      

تواند به صورت تفاوت های طولی و یا تفاوت هایی در توالی              

 (. 0های این ناحیه باشد )

به منظور بررسی تفاوت های درون گونه ای و همچنین تفاوت            

استفاده می    IGSهای نژادی درون یک گونه از توالی یابی ناحیه        

در رابطه با     RFLP-IGS(. اخیراً به کارگیری تکنیک      1-07شود ) 

 ساکارومیسس      (،Armillaria)آرمیلاریا     جنس های         

(Saccharomyces  ،)  لاکاریا(Laccaria)  هبلوما    و(Hebeloma )

 ITSو    IGS(. نواحی   00-07مورد استفاده قرار گرفته است )       

تکامل می یابند، از این روا          rRNAسریع تر از سایر نواحی        

استفاده از این نواحیبه منظور بررسی تفاوت های ژنتیکی در              

سطوح گونه، درون یک جنس و حتی نژاد های یک جنس مفید            

با ثبات هستند و     ،  ITSمی باشد. توالی های مربوط به ناحیه           

درون یک گونه تفاوت های اندکی را نشان می دهند و معمولاً             

از توالی های این ناحیه برای بررسی تفاوت های ژنتیکی گونه            

های یک جنس و طراحی آغازگرهای مخصوص گونه استفاده           

   (.00-00می گردد )

بر اساس اطلاعات موجود، تا کنون در ایران و جهان تحقیقی              

در رابطه با بررسی تفاوت های ژنتیکی جدایه های مرکبات این           

انجام نگرفته است. بنابراین مطالعه حاضر         IGSقارچ در ناحیه    

 آلترناریابرای اولین بار با هدف شناسایی گونه های بیماری زای           

عامل تولید لکه برگی مرکبات در شهرستان ممسنی با استفاده از           

و بررسی     ITS1روش های مورفولوژیک و توالی یابی ناحیه        

 RFLPتفاوت های ژنتیکی جدایه های این قارچ بر اساس               

 انجام گردید.  IGSناحیه 

 

 ها    مواد و روش          

 0937در پاییز سال      الف( جمع آوری نمونه ها و کشت قارچ:        

توصیفی از باغات مرکبات شهرستان            -به صورت مقطعی    

نمونه برگی از گونه  ها و ارقام مختلف               07ممسنی تعداد    

مرکبات شامل پرتقال ارقام نافی، قاشقی و والنسیا، لیمو ترش،            

لیمو شیرین ویکوا و لیمو شیرین معمولی که دارای علایم                
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ظاهری مانند لکه قهوه ای و لکه برگی جمع آوری گردید. در               

ابتدا سطح برگ های جمع آوری شده با آب شهر شستشو داده              

شدند و سپس قسمت های آلوده برگ ها همراه با قسمتی از                

بافت سالم قطعه قطعه و ضد عفونی سطحی شدند. سپس                 

قطعات برگی شستشو و به خوبی خشک گردیدند و در زیر هود            

 Potato Dextroseلامینارفلو به محیط کشت سیب زمینی آگار )        

Agar= PDA  )     منتقل شدند. تشتک هایPDA      حاوی نمونه ها به

درجه سانتی گراد گرمخانه        90روز در دمای ثابت         0مدت  

 گذاری گردید.

به منظور دست یابی به خلوص ژنتیکی،         ب( خالص سازی قارچ: 

 خالص سازی جدایه ها با استفاده از روش تک اسپور انجام  شد.

جدایه   ج( شناسایی گونه ها و آزمون بیماری زایی جدایه ها:             

های خالص شده از نظر ویژگی های مورفولوژیکی مورد بررسی          

قرار گرفتند و با استفاده ازویژگی های توصیف شده در کتاب              

(. 01، گونه قارچ شناسایی شد )     آلترناریاشناسایی گونه های قارچ     

 Koch’s)به منظور اثبات بیماری زایی جدایه ها از اصول کخ              

rules)              استفاده گردید. برگ های جوان مرکبات فاقد هر گونه

علایم بیماری و جمع آوری شده از باغات منطقه در تشتک های            

حاوی آب آگار قرار گرفتند و توسط یک قطعه از محیط کشت              

PDA      زنی   مایه  آلترناریامیلی متر، حاوی قارچ        9در    9به ابعاد

زنی هر رقم، روی برگ های همان رقم انجام           شدند. عملیات مایه  

بدون   PDAگرفت. برای نمونه شاهد یک قطعه از محیط کشت           

قارچ با همان ابعاد استفاده گردید. تیمارها به دو گروه طبقه بندی            

شدند: تیمارهایی که روی برگ های بدون خراش و تیمارهایی            

 0که روی برگ هایی که توسط نوک یک تیغ استریل در حدود               

 9میلی متر خراش دهی شده بودند، قرار گرفتند. برای هر تیمار             

تکرار در نظر گرفته شد و طرح آزمایشی مورد استفاده طرح                

درجه سانتی گراد     90کاملًا تصادفی بود. تیمارها درون گرمخانه        

قرار گرفتند و بیماری زایی و عدم بیماری زایی جدایه ها پس از              

 هفته مورد بررسی قرار گرفت.   0-9گذشت 

جدایه   0از    DNAبه منظور استخراج کل      :  DNAد( استخراج   

خالص شده قارچ از میزبانان پرتقال نافی، پرتقال قاشقی، پرتقال           

، لیمو ترش، لیمو شیرین معمولی، لیمو شیرین        9و0والنسیا جدایه   

روزه( قارچ در     9ویکوا استفاده گردید. از ریسه های جوان )         

انجام    CTABبا روش      DNA، استخراج    PDAمحیط کشت   

% با  0استخراج شده روی ژل آگاروز         DNA(. کیفیت   03شد ) 

استفاده از الکتروفورز و رنگ آمیزی توسط اتیدیوم بروماید             

 توسط دستگاه ژل داک مورد بررسی قرار گرفت.

و   ITS1پلیمراز و تکثیر ناحیه های          ه( انجام واکنش زنجیره ای    

IGS:          به منظور انجامPCR         برای تکثیر ناحیهITS1   از

از   IGSو برای تکثیر ناحیه         )ITS2 )97و    ITS1آغازگرهای

 (97استفاده گردید )       IGS27و      26S3111Fآغازگرهای   

(. مواد، مقادیر حجمی و چرخه های دمایی در               0)جدول  

از روش پیشنهاد شده        ITS1برای تکثیر ناحیه       PCRواکنش  

( و برای تکثیر     90)  0337( و همکاران در سال     Whiteوایت ) 

( و همکاران در    Hongاز روش توصیه شده هونگ )        IGSناحیه  

( استفاده شد. محصولات تکثیر شده نواحی          99)  9777سال  

ITS  وIGS     توسطPCR      الکتروفورز و پس    0روی ژل آگاروز %

از رنگ آمیزی با اتیدیوم بروماید توسط ژل داک مورد بررسی             

 قرار گرفتند.  

محصولات به  :  ITS1ناحیه    PCRو( توالی یابی محصولات       

جهت انجام توالی یابی مستقیماً     ITS1ناحیه  PCRدست آمده از 

به شرکت سیناژن ارسال گردید و توسط شرکت کره ای                  

توالی     ( توالی یابی جدایه ها انجام شد.       Macrogenماکروژن ) 

در بانک ژن به ثبت رسیدند و            Bankitها توسط نرم افزار       

الی   KF734427شماره دسترسی به آن ها دریافت شد )              

KF734432.) 

از آنزیم های برشی       RFLPبه منظور انجام     :  RFLPز( روش 

HinfI   ،BsnI   ،RsaI   ،BssmI   و  AluI       استفاده گردید. نیم

 PCRمیکرولیتر از آنزیم مورد نظر، پنج میکرولیتر از محصولات      

هر جدایه با مقادیر توصیه شده توسط شرکت سازنده از بافر              

و آب مقطر استریل درون          )  Reaction Bufferواکنشی )  

ساعت در    08میکروتیوب مخلوط گردیدند. تیوب ها به مدت         

گراد در گرمخانه نگهداری شدند.        درجه سانتی   90دمای ثابت   

سپس محصولات برشی حاصل از هر آنزیم روی ژل آگاروز             

 % مورد بررسی قرار گرفتند.0
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به منظور مقایسه توالی های تکثیر      ح( تجزیه و تحلیل داده ها:       

در جدایه های مورد بررسی با توالی های            ITS1شده ناحیه   

  NCBI Blast Searchموجود در بانک ژن از نرم افزار اینترنتی 

استفاده گردید. پس از آماده سازی توالی ها، هم ترازی آن ها             

انجام گرفت. به منظور بررسی         MEGA4با کمک نرم افزار       

 آلترناریاجدایه های     ITS1چگونگی ارتباط توالی های ناحیه       

مرکبات با یکدیگر، درخت شجره یابی با استفاده از نرم افزار             

MEGA4        ( و به روش پیوست همسایه هاNeighbor joining )

-NTSYSنرم افزار     e 2.02از نسخه     با استفاده   ترسیم گردید. 

PC          ( و با به کارگیری روش کلاسترUPGMA  دندروگرام ،)

مرکبات، بر اساس الگو      آلترناریایمربوط به تشابه جدایه های      

ترسیم گردید. گروه بندی        IGSهای برشی آنزیمی ناحیه        

جدایه ها بر اساس ترسیم خط برشی به صورت چشمی تعیین           

به منظور تجزیه و تحلیل آماری           SASاز نرم افزار     گردید.

میزان رشد جدایه ها استفاده گردید. مقایسه میانگین ها با               

درصد انجام    0استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمالی            

 پذیرفت.

 

 يا ته ها        

الف( شناسایی گونه بر اساس خصوصیات مورفولوژیک و            
ویژگی های مورفولوژیک جدایه ها با خصوصیات           ژنتیکی:

برای   آلترناریاتوصیف شده در کتاب شناسایی گونه های قارچ     

(. زنجیره کنیدیوم ها    01مطابقت داشت )    آلترناتا  آلترناریاگونه  

 آلترناریاکوتاه و دارای انشعابات زیادی بودند. اما در گونه              

( زنجیره کنیدیوم ها طویل و بدون       A. tenuissima)  تنوییسیما

جدایه ها با     ITS1انشعاب بودند. مقایسه توالی های ناحیه         

نشان داد که توالی جدایه     ،  NCBIتوالی های موجود در سایت      

 077الی    33های مورد بررسی دارای بیشترین میزان تشابه )         

می   آلترناریا تنویی سیما  و    آلترناریا آلترناتا درصد( با گونه های     

های مورفولوژیکی و      (. با توجه به ویژگی      9باشند )جدول    

 آلترناریا آلترناتا مقایسه توالی ها جدایه ها به عنوان گونه های           

 شناسایی شدند. 

تمامی جدایه های مورد     ب( آزمون بیماری زایی جدایه ها:          

بررسی هم روی برگ های بدون خراش و هم روی برگ های                  

خراش دهی شده تولید علایم بیماری نمودند. در رابطه با برگ           

روز سطح برگ نکروزه      97  های بدون خراش پس از گذشت      

 00گردید اما در رابطه با برگ خراش دهی شده پس از گذشت       

روز کل سطح برگ نکروزه گردید. بنابراین تمامی جدایه های           

مورد بررسی دارای توان بیماری زایی بودند و هیچکدام                

 ساپروفیت نبودند.

نتایج نشان داد که     ج( میزان رشد قارچ در محیط آزمایشگاه:          

میانگین میزان رشد قارچ در طی روزهای مختلف یادداشت             

برداری )روزهای دوم، چهارم و ششم( متفاوت و از نظر آماری           

 (.  c 050و a95709 ،b 7580معنی دار بود ) 

نتایج آماری همچنین نشان داد که از لحاظ میانگین رشد جدایه           

روز یادداشت برداری     8در طی     PDAها روی محیط کشت      

جدایه لیمو شیرین ویکوا دارای بیشترین مقدار رشد و جدایه            

و پرتقال قاشقی کمترین مقدار رشد را داشتند          های پرتقال نافی  

  (.9)جدول 

جدایه های    ITS1: تکثیر ناحیه     IGSو    ITS1د( تکثیر نواحی     

جفت بازی    987محصولاتی با اندازه      PCRمورد بررسی توسط    

تولید نمود که چند شکلی طولی در رابطه با آن ها مشاهده نشد       

 نام آغازگر توالی (bpاندازه )

987 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' ITS1 

987 5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3' ITS2 

9977-9777 5- AGGGAACGTGAGCTGGGTTTAG-3' 26S3111F 

9977-9777 5'-AATGAGCGATTCGCAGTTTC-3' IGS27 

 IGS و  ITS1توالی آغازگرهای مورد استفاده جهت تکثیر نواحی: 0جدول 
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جدایه های مورد بررسی توسط        IGS(. تکثیر ناحیه     0)شکل  

PCR         جفت بازی    9977و    9777محصولاتی با اندازه های

ایجاد نمود که چند شکلی طولی در رابطه با آن ها مشاهده شد              

جفت بازی و     9777اندازه باند جدایه پرتقال نافی         (.9)شکل  

جدایه های لیموترش، لیمو شیرین معمولی، لیموشیرین ویکوا،         

دارای اندازه    9و    0پرتقال قاشقی و پرتقال والنسیا جدایه           

 جفت بازی بودند. 9977باند

بر اساس  :  ITS1ه( درخت تکاملی مربوط به توالی های ناحیه          

نتایج به دست آمده از ترسیم درخت تکاملی بدون ریشه جدایه           

جدایه های مورد بررسی      ITS1ها بر اساس توالی های ناحیه        

گروه اول شامل جدایه پرتقال       ( قرار گرفتند. cladeدر دو گروه )

قاشقی بود که به طور کلی از سایر جدایه ها متمایز بود. گروه               

(. به طور   9دوم شامل سایر جدایه های مورد بررسی بود )شکل          

 ITS1کلی این نتایج نشان داد که تفاوت های ژنتیکی در ناحیه             

جدایه های مورد بررسی در سطوح درون گونه ای نیز بین                

جدایه های جمع آوری شده از میزبانان مختلف این قارچ در              

 این ناحیه ژنومی وجود دارد.

 جدایه های قارچی:  IGSناحیه  RFLPو(
در ،  AluI: الگوی باندهای برشی با به کارگیری آنزیم    AluIآنزیم 

الف، مشاهده می شود. دندروگرام ترسیم شده برای            7شکل  

در ناحیه     AluIالگوهای به وجود آمده حاصل از برش آنزیم         

IGS     9% در   077مرکبات را با تشابه       آلترناریا آلترناتا جدایه های 

 (.0 گروه متمایز قرار داد )شکل

الگوی باندهای برشی با به کارگیری آنزیم            :  BssmIآنزیم  

BssmI  ،   ب، نشان داده شده است. دندروگرام ترسیم         7در شکل

در   BssmIشده برای الگوهای برشی حاصل از برش آنزیم              

مرکبات مورد بررسی      آلترناریا آلترناتا جدایه های      IGSناحیه  

 (. 8گروه متمایز قرار داد )شکل  7جدایه ها را در 

تعداد الگوهایی برشی توسط به کارگیری         بیشترین:  RsaIآنزیم  

ج(. دندروگرام ترسیم شده برای       7این آنزیم حاصل شد )شکل      

در   RsaIالگوهای باندی بوجود آمده حاصل از برش آنزیم             

مرکبات را با تشابه        آلترناریا آلترناتا جدایه های      IGSناحیه  

 (.  0گروه متمایز قرار داد )شکل  0% در 077

د ،آورده    7در شکل     Bsn1الگوهای برشی آنزیم     :  BsnIآنزیم  

شده است. دندروگرام ترسیم شده برای الگوهای برشی حاصل          

 آلترناریا آلترناتا جدایه های      IGSناحیه     BsnIاز برش آنزیم   

 (. 1گروه متمایز قرار داد )شکل  9% در 077مرکبات را با تشابه 

 نام جدايه
 درصد تشابه

A. tenuissima A. alternate 

 %077 %077 پرت ال نا ی

 %33 %33 لیمو ترش

 %33 %33 لیمو شیرين معمولی

 %33 %33 لیمو شیرين ويکوا

 %33 %33 پرت ال قاش ی

 %077 %077 5پرت ال والنسیا جدايه 

 %077 %077 1پرت ال والنسیا جدايه 

جدایه های مورد بررسی با  ITS1میزان درصد تشابه توالی ناحیه : 9جدول

 NCBIتوالی های موجود در سایت 

 (cmمیانگین رشد قارچ ) نام جدایه

 E* 95101 پرت ال نا ی

 DE 95377 پرت ال تو سرخ

 E 95180 پرت ال قاش ی

 CDE 95377 پرت ال والنسیا

 B 75077 نارنگی خارو

 CD 7 نارنگی معمولی

 C 75799 نارنگی گلابی

 CDE 95377 لیمو شیرين معمولی

 A 75180 لیمو شیرين ويکوا

 B 75080 لیمو ترش

آلترناریا مقایسه میانگین میزان رشد جدایه های مختلف قارچ : 9جدول 

 روز 8پس از آلترناتا 

A-E*     گروه بندی میانگین ها بر اساس آزمون دانکن، میانگین هایی دارای حروف مشترک اختلاف مـعـنـی

 داری با هم ندارند.
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ه، آورده    7در شکل     HinfIالگوهای برشی آنزیم    :  HinfIآنزیم  

شده است. دندروگرام ترسیم شده برای الگوهای باندی ایجاد           

جدایه های    IGSدر ناحیه      HinfIشده حاصل از برش آنزیم     

گروه متمایز    9% در   077مرکبات را با تشابه        آلترناریا آلترناتا 

 (.  3قرار داد )شکل 

جدایه های مختلف      IGSآنزیم برشی بر ناحیه         0ز( تأثیر    

دندروگرام ترسیم شده برای الگوهای برشی حاصل از        مرکبات:  

در جدایه های مورد         IGSآنزیم مورد استفاده در ناحیه        0

گروه متمایز    9درصد جدایه ها را در        00بررسی در خط برشی     

گروه اول شامل جدایه های پرتقال نافی و          (.07قرار داد )شکل    

پرتقال والنسیا و لیمو شیرین          9و    0قاشقی، جدایه های      

معمولی بود. گروه دوم شامل جدایه لیمو شیرین ویکوا و گروه           

سوم شامل جدایه لیمو ترش بود. بر اساس دندروگرام ترسیمی           

 نتیجه گیری شد که جدایه هایی که از ارقام پرتقال جمع آوری

 شده بودند همگی در یک گروه قرار گرفتند و نسبت به جدایه  

 های لیمو )ترش و شیرین ویکوا( متمایز بودند. 

جدایه های  لیموشیرین  ویکوا و لیمو ترش در دو گروه کاملاً              

مجزا از یکدیگر و سایر جدایه ها قرار گرفتند. در میان جدایه              

های پرتقال نیز دو جدایه ای که از پرتقال والنسیا جمع آوری              

شده بودند در یک گروه قرار گرفتند. جدایه های پرتقال قاشقی           

 و پرتقال نافی کاملاً با یکدیگر مشابه بودند. 

به عنوان یک نتیجه گیری کلی چنین می توان گفت که هر چند             

بودند، اما از     آلترناریا آلترناتا همه جدایه های مورد بررسی گونه       

 بر حسب نوع       IGSآنزیمی ناحیه     نظر الگوهای برشی       

 میزبان از یکدیگر متمایز شدند. تفاوت های درون                     

 آلترناریاگونه ای )زیر گونه ای( در بین جدایه های قارچ                 

جدایه های مختلـف قـارچ       ITS1حاصل از تکثیر ناحیه  PCRمحصولات : 0شکل 

به تـرتـیـب       0تا  0درصد، ردیف های  0مرکبات روی ژل آگاروز  آلترناریا آلترناتا

جدایه های پرتقال نافی، لیمو ترش، لیمو شیرین معمولی، لیمو شیرین ویکوا، پرتقال 

 .9، پرتقال والنسیا 0قاشقی، پرتقال والنسیا 

جدایه های مـخـتـلـف         IGSحاصل از تکثیر ناحیه  PCRمحصولات : 9شکل 

بـه   0تا  0درصد، ردیف های  0مرکبات روی ژل آگاروز  آلترناریا آلترناتاقارچ 

ترتیب جدایه های پرتقال نافی، لیمو ترش، لیمو شیرین معمولی، لیمو شیـریـن   

 9، پرتقال والنسیا 0ویکوا، پرتقال قاشقی، پرتقال والنسیا 

 مرکبات آلترناریا آلترناتاجدایه های مختلف قارچ  ITS1درخت تکاملی توالی های ناحیه : 9شکل 
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 ب(  ،  AluIدرصـد. الـف(            0جدایه های مختلف مرکبات روی ژل آگاروز     IGSالگوهای برشی حاصل از به کارگیری آنزیم های مختلف ناحیه : 7شکل 

BssmI ،)ج RsaI ،)دBsnI  ،)هHinfI    به ترتیب جدایه های پرتقال نافی، لیمو ترش، لیمو شیرین معمولی، لیمو شیرین ویکـوا، پـرتـقـال        0تا  0.. ردیف های

 را نشان می دهد. 9، پرتقال والنسیا 0قاشقی، پرتقال والنسیا 

 ب الف

 ج

 ه

 د
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 بح    

نتایج به دست آمده در این تحقیق در رابطه با شناسایی گونه              

قارچ عامل بیماری لکه برگی مرکبات ممسنی نشان داد که               

می   آلترناریا آلترناتا تمامی جدایه های مورد بررسی گونه           

باشند. نتایج به دست آمده مشابه با نتایج سایر محققین ایرانی             

از انواع    آلترناریا آلترناتا و خارج از کشور بود. در ایران قارچ           

گونه های مرکبات از جمله نارنج، لیموشیرین و سایر مرکبات           

در خارج از کشور       (.99-90جداسازی و گزارش شده است )     

از مرکبات    آلترناریا لیمی کولا  و  آلترناریا آلترناتا   نیز گونه های    

(. شایان یادآوری است    98-91جداسازی و گزارش شده است )     

که این تحقیق اولین گزارش از جداسازی  این گونه قارچی از             

مرکبات منطقه ممسنی است. در تحقیق انجام گرفته جدایه های          

از ارقام مختلف پرتقال و لیمو جداسازی          آلترناریا آلترناتا قارچ  

و اثبات بیماری زایی شدند. در تحقیقات انجام گرفته در سایر             

نقاط دنیا، این بیماری بیشتر روی میزبانانی چون نارنگی و لیمو           

(، اما در تحقیق حاضر       93-97مورد بررسی قرار گرفته بود )       

  AluIدندروگرام حاصل از به کارگیری آنزیم : 0شکل 

 BssmIدندروگرام حاصل از به کارگیری آنزیم : 8شکل 
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وجود این بیماری روی ارقام مختلف پرتقال نیز گزارش               

گردید. نتایج نشان داد که تمامی جدایه های مورد بررسی در             

این نتایج با   اثر تلقیح روی برگ توانایی بیماری زایی داشتند.           

( Gol Mohammadiنتایج به دست آمده توسط گل محمدی )        

(. این محققین   90( مطابقت دارد )   9778و همکاران در سال )     

را از ارقام نارنگی مینولا تانجلو، دانسی،          آلترناریا آلترناتا قارچ  

فورچون، پونکن و پیچ جداسازی و گزارش نمودند که تمامی           

جدایه ها روی برگ های مینولا تانجلو و پیچ بیماری زا بودند.            

همچنین این محققین به بررسی حساسیت ارقام مختلف               

پرداختند. محققین یاد شده گزارش        آلترناریا آلترناتا   مرکبات به 

نمودند که در شرایط باغی ارقام مرکبات مجاور درختان آلوده            

نارنگی ، هیچ علایمی مشاهده نشد. اما از راه تلقیح  در شرایط              

آزمایشگاهی تعدادی واکنش مثبت به بیماری نشان داده شد. در           

در شرایط باغی      آلترناریا آلترناتا مطالعه حاضر وجود بیماری       

روی سایر ارقام مرکبات )پرتقال( علاوه بر نارنگی مشاهده              

در این پژوهش روابط تکاملی بین جدایه های قارچ             گردید.  

مورد   ITS1مرکبات از نظر توالی یابی ناحیه            آلترناریا آلترناتا 

 بررسی قرار گرفت.  

 RsaIدندروگرام حاصل از به کارگیری آنزیم : 0شکل 

 BsnIدندروگرام حاصل از به کارگیری آنزیم : 1شکل 
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 HinfIدندروگرام حاصل از به کارگیری آنزیم : 3شکل 

 مرکبات آلترناریا آلترناتاجدایه های  IGSآنزیم برش دهنده بر روی ناحیه  0ترسیم دندروگرام پس ازکاربرد :  07شکل 

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که تفاوت هائی ژنتیکی در              

این ناحیه ژنومی بین جدایه های مختلف قارچ های جداسازی             

شده از ارقام مختلف مرکبات وجود دارد. این امر بیانگر وجود              

تفاوت های درون گونه ای در جدایه های این قارچ می باشد.               

همان گونه که در نتایج نیز بیان شد جدایه پرتقال قاشقی از لحاظ             

توالی یابی این ناحیه ژنومی در یک گروه متمایز قرار گرفت.                

بنابراین چنین به نظر می رسد که تفاوت های ژنتیکی موجود در             

این ناحیه ژنومی تا حدودی به نوع میزبان نیز وابسته است و                 

شاید یک اختصاصیت میزبانی بین جدایه های مورد بررسی               

وجود داشته باشد. هر چند که در تحقیق حاضر ارتباط قوی بین             

ژنومی مشاهده نگردید.     ITS1نوع میزبان و توالی یابی ناحیه         

وجود تفاوت های ژنتیکی در این ناحیه بیانگر وجود موتاسیون           

در این ناحیه در بین جدایه های مختلف این قارچ می باشد.                

انجام موتاسیون در این ناحیه ژنومی توسط سایر محققین نیز             

 (.  99گزارش گردیده است )

 ITS1نتایج توالی یابی این ناحیه ژنومی نشان داد که ناحیه                

ناحیه مناسبی برای تایید کارهای مورفولوژیکی در رابطه با              

شناسایی گونه می باشد. اما براساس توالی یابی این ناحیه نمی             

توان مشکلات مربوطه به تفاوت های مورفولوژیکی در بین             

 جدایه های این قارچ را حل نمود. این مطلب قبلاً  هم  توسط 
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 (.  99سایر محققین گزارش شده است )

به منظور بررسی تفاوت های ژنتیکی گونه های بسیار مشابه بـه  

یکدیگر و همچنین تفاوت های ژنتیکی موجود در جمعیت یک 

و بـررسـی       IGSها از توالی یابی ناحیـه     گونه بسیاری از قارچ

الگوهای برشی حاصل از آنزیم های مختلف در ایـن نـاحـیـه       

 (. 97-90ژنتیکی استفاده گردیده است )

نتایج حاصله از این تحقیقات نشان داده که این ناحیه ژنـومـی     

ناحیه ای با تغییرات زیاد می باشد. در تحقیق انـجـام گـرفـتـه         

چندشکلی طولی زیادی بین جدایه های مورد بررسی مشـاهـده   

نگردید به جز جدایه پرتقال نافی که اندازه باند ناشی از تکثـیـر   

جفت بازی بود که نسبت به سایر جـدایـه    9777آن   IGSناحیه 

متفاوت بود. در دنیا تاکنون تحقیقی در رابطه با بررسی چنـد     ها

مرکبات  آلترناریا آلترناتاجدایه های   IGSشکلی طولی در ناحیه 

گزارش نشده است. از این رو تحقیق حاضر اولین گـزارش در     

رابطه با این موضوع می باشد. اما وجود چندشکلی طـولـی در      

 گزارش گـردیـده اسـت      آلترناریابین گونه های مختلف جنس 

همچنین وجود چندشکلی طولی بسیـار مـحـدودی در          (. 91) 

 آلترناریا آلترناتادر رابطه با جدایه های مختلف گونه   IGSناحیه 

 جداسازی شده از میزبانان مختلف غیر از مـرکـبـات گـزارش         

 (.  90گردیده است )

مربـوط بـه       IGSاز آنجایی که چند شکلی های طولی در ناحیه 

وجود پدیده حذف و اضافه شدن نوکلوتیدها و همچنین انجـام  

گیری نمـود   توان نتیجه موتاسیون در این ناحیه است، بنابراین می

مـرکـبـات     آلترناریا آلترناتاکه در بین جدایه های مختلف قارچ 

پدیده هایی مانند حذف و اضافه شدن نوکلوتیدها در این ناحیه 

صورت گرفته است. دندروگرام حاصل از الگوهای برشی آنزیم  

های مورد بررسی در این تحقیق نشان داد که یک ارتباط منطقی 

بین میزان رشد جدایه های مختلف و گروه بندی آنـهـا وجـود      

دارد. به طوری که جدایه لیموشیرین ویکوا که دارای بیشتـریـن    

میزان رشد در محیط کشت بود در دندروگرام حاصل در یـک      

گروه متمایز قرار گرفت و جدایه های پرتقال نافی و قاشقی کـه  

دارای کمترین میزان رشد در محیط کشت بودند نیـز در یـک       

گروه قرار گرفت و نسبت به سایر جدایه ها متـفـاوت بـودنـد.       

همچنین جدایه های پرتقال همگی در یک گروه متمایز و جدایه 

 های لیموشیرین ویکوا و لیموترش در دو گـروه مـتـمـایـز              

قرار گرفتند. به عبارت دیگر الگوهای آنزیم های برشی نـاحـیـه     

IGS           توانست جدایه ها را برحسب نوع میزبان از یـکـدیـگـر

 متمایز نماید.  

 

 نتیجه گیری          

نتایج این تحقیق نشان داد که به کارگیری الگوهای حـاصـل از     

 مـی تـوانـد تـا حـدودی مشـکـل                  IGSبرش آنزیمی ناحیه 

 آلـتـرنـاریـا     مربوط به طبقـه بـنـدی جـدایـه هـای قـارچ                  
مرکبات بر حسب نوع میزبان را که در حال حاضر مـورد   آلترناتا

بحث بسیار زیادی می باشد را تاحدودی حل نماید. هر چـنـد      

 تحقیقات بیشتری در رابطه با استفاده از تـعـداد زیـادتـری از         

 آنزیم های برشی و  همچنـیـن اسـتـفـاده از جـدایـه هـای                 

 بیشتری برای اثبات این موضوع لازم است.
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Ab t a t 

Background and Objectives:  Nowadays RFLP test from IGS region is a used for determination of 

interspecies diversities. The aim of this study was to determine pathogenic species of Alternaria 

from leaf spots of citrus in Mamasani region based on morphological and ITS1 sequencing and to 

determine genetic variation of isolates based on RFLP-IGS.  

Materials and Methods: This descriptive study was performed on 70 leaf spotted samples 

collected from different citruses species and cultivars of Mamasany orchards including orange 

(Valencia, Navel and leaf spoon Cv.), lime and sweet lemon (Wikova and local Cv.) during In  

autumn 2011. The isolates were cultured on PDA medium and purified by using single spore 

method and their species were identified based on morphological characters. The pathogenicity of 

the isolates was evaluated by based on Koch’s rules through exposure of isolates to leaf. DNA 

was extracted from mycelia by CTAB and the ITS1 and IGS regions were amplified by using  

specific primers. The ITS1 region was sequenced and the IGS region was digested by HinfI, BsnI, 

RsaI, BssmI and AluI restricted enzymes. 

Results: All isolates were identified as Alternaria alternata based on morphological characters 

and sequencing of ITS1 region. Constructed dendrogram based on RFLP patterns showed  

existence of three divergent groups in 51% similarity. Orange, lime and sweet lemon isolates 

grouped in divergent groups. Also Wikova isolates grouped in different clade.  

Conclusion: The obtained results clearly showed that the enzyme patterns of IGS can reveal the 

classification defects of Alternaria alternata form citrus hosts. 
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