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 چکیده
مناطق  رانواع گیاهان اهلی و وحشی د برگی رویعلایم لکهاز بدست آمده  Colletotrichum fructicola جدایه 70تنوع ژنتیکی در این پژوهش 

ای نتایج یل خوشهتجزیه و تحل. بررسی شد ISSRبا استفاده از نشانگر مولکولی  مختلف سه استان شمالی ایران شامل گیلان، مازندران و گلستان
ها را نشان یهجدابه خوبی توانست روابط ژنتیکی بین  C. fructicola جدایه 70برای  ISSRبا استفاده از پنج آغازگر  DNAنگاری حاصل از انگشت

های بین جدایه یادیزاز هم تفکیک شدند. این نتایج نشان داد تنوع ژنتیکی  ایهمسانهجدایه در قالب هشت دودمان  70دهد. بر این اساس تعداد 
به منظور مشاهده نشد. ها جغرافیایی و میزبانی جدایه ءاو منش DNAنگاری های انگشتبین گروه مستقیمی این گونه قارچی وجود دارد. هیچ ارتباط

جنس ب و غالنزدیک های گونهبرخی  ،هایجدایه از C. fructicola هایتمایز و تفکیک جدایهدر  ISSRارزیابی کارآمدی نشانگر مولکولی 
Colletotrichum ،نگاری انگشتDNA  جدایه  85جدایه شامل  89با استفاده از این نشانگر مولکولی برایC. fructicola ،جدایه  دوC. 

gloeosporioides ،جدایه  یکC. aenigma  جدایه  کیوC. karstii .نگاری انگشتبر اساس مقایسه الگوی  انجام شدDNA ترسیم شده  و فنوگرام
به  A-Dای های همسانههای دودمانبه طوری که جدایه قرار گرفتند.( A-Dگروه اصلی )درصد در چهار  70جدایه در سطح تشابه ژنتیکی  89تعداد 

جدایه  28تعداد برای اطمینان از صحت شناسایی،  تعلق داشتند. C. aenigma و C. karstii ،C. fructicola ،C. gloeosporioidesهای ترتیب به گونه
 بین ژنی هفاصل و (TUB2بتاتوبولین ) ناحیه ژنیتوالی به عنوان نماینده برای شناسایی مولکولی بر اساس تعیین  مختلفکلونی  هایاز دودمان

APN2/MAT1 (ApMAT)  .کارآمدی نشانگر مولکولی  صحت شناسایی و نیز تجزیه و تحلیل تبارزاییانتخاب شدندISSR زار مفید در به عنوان یک اب
 .نشان دادرا  Colletotrichumجنس  غالبهای گونهبرخی تفکیک بندی و گروه

 مرازای پلیواکنش زنجیره، نشانگر مولکولییابی ژنومی، ، توالیبندیآرایه، DNAنگاری انگشت کلیدی: کلمات
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Abstract 

In this study, genetic diversity of 70 isolates of Colletotrichum fructicola obtained from the leaf spot symptoms on a 

variety of cultivated and wild plants in different regions of three northern provinces of Iran, including Guilan, Mazandaran 

and Golestan, was investigated using the ISSR molecular marker. Cluster analysis of the results of DNA fingerprinting 

using five ISSR primers for 70 isolates of C. fructicola cleraly reverlaed genetic diversity among the isolates. Based on 

this, 70 isolates were differentiated into eight colonal lineages. These results showed that there is a high level of genetic 

diversity among isolates of this fungal species. No direct correlation between DNA fingerprinting groups and 

geographical origin and host of the isolates was observed. In order to evaluate the efficiency of ISSR molecular marker 

in differentiating C. fructicola isolates from isolates of some close and dominant species of the genus Colletotrichum, 

DNA fingerprinting using this molecular marker for 89 isolates including 85 C. fructicola isolates, two C. gloeosporioides 

isolates, one isolate for each of C. aenigma and C. karstii was performed. Based on the comparison of the DNA 

fingerprinting pattern and the drawn phenogram, 89 isolates were placed in four main groups (A-D) at the genetic 

similarity level of 70%. So that the isolates of colonal lineages A-D belonged to C. karstii, C. fructicola, C. 

gloeosporioides and C. aenigma species, respectively. To ensure the accuracy of the identification, 28 isolates from 

different clonal lineages were selected as representatives for molecular identification based on the sequencing of the beta-

tubulin (TUB2) gene region and the APN2/MAT1 (ApMAT) intergenic space. Phylogenetic analysis showed the accuracy 

of identification and the efficiency of ISSR molecular marker as a useful tool in grouping and separating the dominant 

species of the genus Colletotrichum. 
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 مقدمه

های جنسیکی از  Colletotrichum Corda (1831)جنس 

آن روی انواع های مهم قارچی است که تعداد زیادی از گونه

 .Cannon et al) دنکنمیبیماری ایجاد  گیاهان چوبی و علفی

فراوان اقتصادی خسارت ایجاد اعضای این جنس باعث . (2012

، هامیوهانواع  و صادرات محصولات مختلف از قبیل در تولید

 ;Cannon et al. 2012)شوند میسبزیجات و گیاهان زینتی 

Alizadeh et al. 2015, 2022). طور معمول، هر محصول تولید ه ب

شده در هر نقطه از جهان حداقل به یک و یا بیش از یک گونه 

(. Hyde et al. 2009) استحساس  Colletotrichumاز جنس 

های برخی از گونه ،هاگلخانهدر باغ، مزرعه و زایی بیماریعلاوه بر 

پس از برداشت های بیماریاز عوامل مهم جنس قارچی این 

های زمینمحصولات کشاورزی و بیمارگرهای مخرب چمن 

محسوب شده و سالانه خسارت هنگفتی را  و فضای سبز ورزشی

 .Hyde et al)د نکنمیاز این بابت به جوامع بشری تحمیل 

(. این جنس به لحاظ اهمیت اقتصادی، هشتمین جنس 2009

 .Dean et al)شود میقارچی بیمارگر گیاهی در دنیا محسوب 

2012.)  

بیمارگر گیاهی اولین قدم اساسی در های قارچشناسایی 

های بیماریمدیریت در نهایت و  بیمارگر شناسییستزشناخت 

که بسیاری از (. از آنجاییShenoy et al. 2007گیاهی است )

 بارهای مهم و زیانبیمارگر Colletotrichumجنس های گونه

شناسایی  رواز این (،Cai et al. 2009)شوند میمحسوب  گیاهی

برای توسعه و فراهم کردن راهکارهای مناسب  هاصحیح گونه

 های بیشترانجام پژوهشو ایجاد شده های بیماریمدیریت 

  .استضروری 

گونه در این جنس توصیف و پذیرفته  280تاکنون بیش از 

شوند. شده است که اکثر آنها بیمارگرهای مهم گیاهی تلقی می

مهم جنس های گونهیکی از  C. fructicola هگون

Colletotrichum  این از  ترین گونهزاخسارتبه عنوان و بوده

 .Fu et al)معرفی شده است  درختان میوهها و میوه رویجنس 

2014; Velho et al. 2016; Han et al. 2016.) یقارچ هوناین گ 

که از مناطق جغرافیایی است میزبانی وسیع  ههمه جازی با دامن

 گزارش شده استدر سطح جهان مختلف و از گیاهان مختلف 

(Weir et al. 2012; Arzanlou et al. 2015; Atghia et al. 

2015; Niu et al. 2016; Shi et al. 2017; Wang et al. 2017.) 

های دیگر نظیر در کنار برخی آرایهاین آرایه  اخیر طبق مطالعات

C. gloeosporioides  غالب جنس های گونهیکی از عنوان به

Colletotrichum  شمالی کشور شناخته شده استهای استاندر 

(Alizadeh 2015).  های جنبهدر رابطه با جامعی  همطالعتاکنون

تنوع ژنتیکی و پتانسیل مختلف این بیمارگر گیاهی نظیر 

صورت نگرفته و تنها مطالعات در ایران  آنزایی خسارت

 این آرایههای قدیمی از که اغلب محدود به گزارش ایپراکنده

 ;Ershad 2009) روی برخی گیاهان است، انجام شده است

Arzanlou et al. 2015; Atghia et al. 2015; Taheri et al. 

2016.)  

صفات قارچی با استفاده از های گونهشناسایی  از دیرباز

است مشخص شده  امروزه ولی پذیرفتمیصورت شناسی ریخت

بسیاری  در روابط تکاملی بازتابصفات به تنهایی قادر به این که 

علاوه بر اینکه  .(Hyde et al. 2009) نیستند هاقارچهای گونهاز 

 ،است محدودها قارچبرای مقایسه و شناسایی این صفات  تعداد

محیط کشت،  در اثر تغییر نوعها ویژگیاین تغییرات قابل توجه 

 نور محیط وشدت شرایط دمایی و محیطی، سن رشد، میزان و 

های ویژگیاستفاده از  هدودکنندنیز از دیگر موارد مح غیره

ه بقارچی های آرایهبرای درک روابط تکاملی  شناختیریخت

بدلیل همپوشانی در صفات . (Cai et al. 2009) روندشمار می

 .Cهای متعلق به آرایه جدایهشناختی، شناسایی و تفکیک ریخت

fructicola های نزدیک مثل از سایر گونهC. aenigma  و نیز

شوند های دیگر که با فراوانی زیاد از گیاهان جداسازی میگونه

طی در باشد. مشکل می C. karstiiو  C. gloeosporioidesنظیر 

شناسی زیست هزمینبا پیشرفت علوم در  گذشته چند سال

یابی نواحی ژنومی حفاظت توالی هایاستفاده از روش ،مولکولی

که مبتنی بر ای مرحله چنداز طریق یک راهبرد شناسایی شده 

نتایج  و ژنومی نواحی یابیتوالیحاصل از های دادهادغام 

برای شناسایی و ، استزایی بیماریو شناسی های ریختآزمون

فراگیر شده است قارچی های آرایهشناخت روابط تکاملی 

(Cannon et al. 2012).  شگرف های پیشرفتاین راهبرد باعث

در علم بندی آرایهو حل بسیاری از مشکلات بندی ردهدر علم 

 .Damm et al. 2012a, b; Tao et al) شناسی شده استقارچ

2013; Liu et al. 2015; Marin-Felix et al. 2017). با وجود 

بسیار  هنیهزصرف  ،یابی ژنومیتوالیحاصل از های دادهکارا بودن 

، صدها و هادهکه در آن شناسی قارچمطالعات کلان زیاد برای 

از گیرند، قارچی مورد مطالعه قرار می هیجداهزاران 

. بنابراین رودشمار میه باستفاده از این روش های محدودیت

بزارهایی ا ها وروش و استفاده از توسعهبه سمت ها نگاههمواره 

افراد بر  و شناسایی بندیگروه درکه  معطوف بوده است کارآمد

 مفید باشند.اساس روابط تکاملی 

زای قارچی بیماری ایهگونهدر  تیجمع کیژنت همطالع
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 مدیریت یبرا مناسب هایروشگیاهی جهت دستیابی به 

 .Alizadeh et al) استمهم و ضروری امری  ،یاهیگ یهابیماری

 که یراتییتغ مقابل در دیبا ءبقا یبرا یاهیگ یمارگرهایب. (2017

 در. شوند سازگار دهدیم رخ هاآن ستیز طیمح در

 کشت رینظ راتییتغ یبرخ است ممکن یکشاورز یهابومزیست

 ،ییایمیش یکودها و هاکشقارچارقام مقاوم، استفاده از 

 که است واضح پر. دهد رخ یزراع تناوب و یاریآب یهاروش

 یهاتیجمع به را یدیشد یانتخاب فشار یکشاورز یهاستمیس

 نکهیا یبرا تیریمد و کنترل یهاروش .سازندیم وارد مارگرهایب

 مارگریب کی تیجمع فرد، کی یجا به دیبا باشند کارآمد و موفق

 موفق تیریمد کی اعمال یبرا نیبنابرا. دهند قرار هدف مورد را

 مختلف یراهکارها مقابل در هاتیجمع چگونه نکهیا درک یبرا و

 یهاتیجمع کیژنت آگاهی از ،شوندیم راتییدچار تغ یکنترل

در . (McDonald & Linde 2002) ضرورت دارد مارگریب کی

 عیمقدار و توز ی بیمارگرها،هاتیجمع کیژنت ساختارمطالعات 

 .شودبررسی می هاتیجمع نیدر داخل و ب یکیژنت راتییتغ

در  یقدم منطق نیاول تیجمع یکیژنت ساختار درک نیبنابرا

 کی یکیژنت ساختار رایز ،است هاقارچ تیجمع کیمطالعات ژنت

 و تکامل یبرا مارگریب لیپتانس و یتکامل هخچیتار تیجمع

  .McDonald 1997)) کندیم منعکس را راتییتغ

 مهاجرت، ،یعیطب انتخاب جهش، لیقب از یمتعدد عوامل

 راتییتغ بروز در یزشیآم ستمیس و یژن انیجر ،یژن زشیر

 از این مطالعات یاصل هدف. هستند لیدخ هاتیجمع در یکیژنت

 مذکور یروهاین از کی کدام که است موضوع نیا به بردن یپ

 فایا مارگریب یهاتیجمع یکیژنت ساختار در را ریتاث نیشتریب

 با طی چند سال گذشته در (.McDonald 1997)کند یم

 استفاده ژنتیک، و مولکولی شناسیزیست هزمین در علوم پیشرفت

 ،زنده موجودات در ژنتیکی تنوع بررسی برای مختلف یهاروش از

 ییابزارها ،یمولکول فنون هتوسعرواج یافته است.  هاقارچ ویژه به

 و نیب شناختیتبار روابط ،یکیژنت تنوع همطالع شرفتیپ یبرا را

 هاقارچ یهاپیپاتوت و نژادها صیتشخ نیهمچن و یاگونه درون

 .Mulliis & Faloona 1987; Bruns et alاست ) هکرد فراهم

1991; Batista 1993.)  بیمارگر گیاهی های قارچتنوع ژنتیکی

 DNAمولکولی مبتنی بر مختلف استفاده از نشانگرهای  باعمدتاً 

و غیره  ISSR, SSR, rep-PCR, RAPD, RFLP, AFLPنظیر 

 Moretti et al. 2005; Ratanacherdchai et) استبررسی شده 

al. 2010 ی نشانگرهاآنها، (. در میانISSR  به دلیل تکثیر تعداد

، تکرارپذیری، در دسترس و کم هزینه بودن DNAزیاد باندهای 

های و تفکیک قارچبرای ارزیابی تنوع ژنتیکی ای فزایندهطور ه ب

 & Srisuttee)  گرفته استمورد استفاده قرار بیمارگر گیاهی 

Nalumpang 2007; Ratanacherdchai et al. 2010; Atghia 

et al. 2015.)  

زایی از نظر خسارت C. fructicolaبا توجه به اهمیت آرایه 

ر ها، ارزیابی ساختاروی انواع محصولات کشاورزی بخصوص میوه

تنوع های این گونه به منظور درک صحیح از ژنتیکی جدایه

رگر زایی این آرایه بیماخسارتپتانسیل ژنتیکی که مستقیما با 

باشد. همچنین با توجه به در ارتباط است، حایز اهمیت می

های دیگر که در شناختی زیاد برخی گونهریخت های شباهت

 Colletotrichumهای غالب جنس کنار این گونه به عنوان آرایه

زارهایی توسعه و استفاده از اب، شونداز انواع گیاهان جداسازی می

از هم  به طور موفقیت آمیزهای مختلف را کارآمد که بتواند آرایه

 فبا هد مطالعهین باشد. لذا اتفکیک نماید بسیار پراهمیت می

به دست  C. fructicolaقارچی های جدایهارزیابی تنوع ژنتیکی 

ن استا ختلف سهمناطق ماز آمده از انواع گیاهان چوبی و علفی 

 همچنین و لان، مازندران و گلستانشمالی کشور شامل گی

 .Cهای جدایهدر تفکیک  ISSRکارایی نشانگر مولکولی  بررسی

fructicola  جنس غالب نزدیک و یا های گونهبرخی از از

Colletotrichum  نظیرC. karstii, C. gloeosporioides  وC. 

aenigma است انجام شده. 

 

 هامواد و روش

 های قارچینمونه
 .Cجدایه  70 برای ارزیابی تنوع ژنتیکی، از در این پژوهش

fructicola  ( 2015)توسط کهAlizadeh های در طی سال

گیاهان  انواع گیاهی شامل هگون 50 بیش از از روی 1393-1391

در مناطق مختلف سه استان گیلان، چوبی و علفی اهلی و وحشی 

شناسی و در کلکسیون قارچ جداسازی مازندران و گلستان

 استفاده شد اند،دانشگاه شهید مدنی آذربایجان نگهداری شده

همچنین برای بررسی کارآمدی نشانگر مولکولی  (.1)جدول 

ISSR های در تفکیک جدایهC. fructicola های از برخی از گونه

جدایه  یکبه ترتیب از  Colletotrichumنزدیک و یا غالب جنس 

جدایه  یکو  C. gloeosporioides، دو جدایه از C. aenigmaاز 

از روی گیاهان  Alizadeh (2015) توسط که C. karstiiاز 

جداسازی و شناسایی برگی مختلف دارای علایم آنتراکنوز و لکه

 (. 1)جدول  شده بودند، استفاده گردید
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 .پژوهشدر این  شدهاستفاده  Colletotrichum هایجدایهاطلاعات مربوط به  .1جدول 
Table 1. Information of Colletotrichum isolates used in this study. 

 ردیف
نام 

 جدایه

کد 

 کلکسیون
 نام میزبان نام گونه

اندام 

 گیاهی
 تاریخ جمعآوری محل جمعآوری

1 10 C AZFC 1 C. fructicola 1391شهریور  رشت –گیلان  برگ خرزهره 

2 14 C AZFC 2 C. fructicola 1391تیر  چالوس – مازندران برگ انجیلی 

3 16 C AZFC 3 C. fructicola 1391مهر  نوشهر – مازندران برگ انجیر 

4 19 C AZFC 4 C. fructicola 1391شهریور  گرگان - گلستان برگ آقطی 

5 28 C AZFC 5 C. fructicola 1391شهریور  گرگان – گلستان برگ جل 

6 32 C AZFC 6 C. fructicola 1391تیر  چالوس – مازندران برگ انجیلی 

7 34 C AZFC 7 C. fructicola 1391مرداد  لاهیجان –گیلان  برگ نارنج 

8 46 C AZFC 9 C. fructicola 1391شهریور  آمل –مازندران  برگ پرنده بهشتی 

9 50 C AZFC 10 C. fructicola 1390مهر  گرگان –گلستان  برگ توت سفید 

10 55 C AZFC 11 C. fructicola 1391مهر  نوشهر –مازندران  برگ توسکا ییلاقی 

11 56 C AZFC 12 C. fructicola 1391مهر  نوشهر –مازندران  برگ نمدار برگ درشت 

12 58 C AZFC 13 C. fructicola 1391مرداد  گرگان –گلستان  برگ هلو 

13 62 C AZFC 14 C. fructicola 1391مرداد  لاهیجان –گیلان  برگ ازملک 

14 78 C AZFC 15 C. fructicola 1391شهریور  انزلی –گیلان  برگ زرشک 

15 83 C AZFC 16 C. fructicola 1391مرداد  آستارا –گیلان  برگ صنوبر شرقی 

16 102 C AZFC 18 C. fructicola 1391مرداد  لاهیجان –گیلان  برگ اختهزغال 

17 104 C AZFC 19 C. fructicola 1391شهریور  رشت –گیلان  برگ گیاه ناشناخته 

18 106 C AZFC 20 C. fructicola 1391شهریور  رشت –گیلان  برگ گیاه ناشناخته 

19 109 C AZFC 21 C. fructicola 1391شهریور  رشت –گیلان  برگ خرزهره 

20 111 C AZFC 22 C. fructicola 1391شهریور  رشت –گیلان  برگ خرزهره 

21 112 C AZFC 23 C. fructicola 1391شهریور  گرگان –گلستان  برگ گزنه 

22 115 C AZFC 24 C. fructicola 1391مرداد  لاهیجان –گیلان  برگ نارنج 

23 121 C AZFC 26 C. fructicola 1391مرداد  انزلی –گیلان  برگ شمشاد ژاپنی 

24 122 C AZFC 27 C. fructicola 1391شهریور  گرگان –گلستان  برگ گزنه 

25 125 C AZFC 28 C. fructicola 1391مرداد  گرگان –گلستان  برگ فیلوماسپاتی 

26 153 C AZFC 30 C. fructicola 1390مهر  رامسر –مازندران  برگ کیوی کرکی 

27 159 C AZFC 31 C. fructicola 1390مهر  گرگان –گلستان  برگ توسکای سیاه اروپایی 

28 160 C AZFC 32 C. fructicola 1390مهر  ساری –مازندران  برگ ازگیل ژاپنی 

29 170 C AZFC 34 C. fructicola 1391مهر  نوشهر –مازندران  برگ گنجشکزبان 

30 173 C AZFC 35 C. fructicola 1391شهریور  گرگان –گلستان  برگ درختچه فردوسی 

31 175 C AZFC 36 C. fructicola 1392اردیبهشت  کردکوی –مازندران  برگ لرگ 

32 177 C AZFC 37 C. fructicola 1391شهریور  لاهیجان –گیلان  برگ بیدمشک 

33 191 C AZFC 38 C. fructicola 1392اردیبهشت  رشت –گیلان  برگ توت سفید 

34 195 C AZFC 39 C. fructicola 1392اردیبهشت  رشت –گیلان  برگ انار 

35 200 C AZFC 40 C. fructicola 1392اردیبهشت  دیلمان –گیلان  برگ علف چای 

36 204 C AZFC 41 C. fructicola 1392آبان  نور –مازندران  برگ ارغوان 

37 205 C AZFC 42 C. fructicola 1392آبان  ساری –مازندران  برگ گنجشکزبان 

38 210 C AZFC 43 C. fructicola 1392آبان  آمل –مازندران  برگ برگ نو 
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 .1ادامه جدول 
Con. Table 1. 

 ردیف
نام 

 جدایه

کد 

 کلکسیون
 تاریخ جمعآوری محل جمعآوری اندام گیاهی نام میزبان نام گونه

39 220 C AZFC 44 C. fructicola 1392آبان  آمل –مازندران  برگ افرای سیاه 

40 223 C AZFC 45 C. fructicola 1392آبان  متل قو –مازندران  برگ انگور 

41 230 C AZFC 46 C. fructicola 1392آبان  آمل –مازندران  برگ سنجد آلبالویی 

42 243 C AZFC 47 C. fructicola 1392آبان  آمل –مازندران  برگ افرا پلت 

43 253 C AZFC 48 C. fructicola 1392آبان  نکا –مازندران  برگ تمشک کبود 

44 254 C AZFC 49 C. fructicola 1392آبان  آمل –مازندران  برگ برگ نو 

45 263 C AZFC 50 C. fructicola 1392آبان  رامسر –مازندران  برگ اختهزغال 

46 266 C AZFC 52 C. fructicola 1392آبان  رامسر –مازندران  برگ گل برجینا 

47 270 C AZFC 54 C. fructicola 1392آبان  رامسر –مازندران  برگ انجیر 

48 274 C AZFC 55 C. fructicola 1392آبان  رامسر –مازندران  برگ گل صدتومانی 

49 275 C AZFC 56 C. fructicola 1393مهر  رامسر –مازندران  برگ شمشاد ژاپنی 

50 277 C AZFC 57 C. fructicola 1392آبان  کردکوی –گلستان  برگ انجیلی 

51 282 C AZFC 59 C. fructicola 1392مهر  کردکوی –گلستان  برگ توسکای ییلاقی 

52 283 C AZFC 60 C. fructicola 1392مهر  کردکوی –گلستان  برگ توسکای ییلاقی 

53 284 C AZFC 61 C. fructicola 1392مهر  کردکوی –گلستان  برگ توسکای ییلاقی 

54 286 C AZFC 62 C. fructicola 1392مهر  رامسر –مازندران  برگ کیوی کرکی 

55 287 C AZFC 63 C. fructicola 1392مهر  رامسر –مازندران  برگ ازمک 

56 288 C AZFC 64 C. fructicola 1392مهر  کردکوی –گلستان  برگ بند زمینیعلف هفت 

57 290 C AZFC 65 C. fructicola 1392مهر  کردکوی –گلستان  برگ بند زمینیعلف هفت 

58 294 C AZFC 67 C. fructicola 1392مهر  کردکوی –گلستان  برگ توسکای ییلاقی 

59 295 C AZFC 68 C. fructicola 1392مهر  کردکوی –گلستان  برگ انجیر 

60 296 C AZFC 69 C. fructicola 1392آبان  کردکوی –گلستان  برگ راش شرقی 

61 316 C AZFC 72 C. fructicola 1392آبان  کردکوی –گلستان  برگ انگور وحشی سیاه 

62 346 C AZFC 73 C. fructicola 1392آبان  کوچصفهان –گیلان  برگ بادنجان 

63 353 C AZFC 74 C. fructicola 1392آبان  آزادشهر –گلستان  برگ بلوط 

64 376 C AZFC 76 C. fructicola 1392آبان  گرگان –گلستان  برگ ارزن باتلاقی 

65 381 C AZFC 77 C. fructicola 1392آبان  آمل –مازندران  برگ افرای سیاه 

66 407 C AZFC 78 C. fructicola 1393دی  تنکابن –مازندران  برگ فندق استرالیایی 

67 417 C AZFC 79 C. fructicola 1393دی  نمک آبرود –مازندران  برگ زیتون روسی 

68 419 C AZFC 80 C. fructicola 1393دی  تنکابن –مازندران  برگ دراسنا 

69 431 C AZFC 82 C. fructicola 1393دی  نمک آبرود –مازندران  برگ شمشاد ژاپنی 

70 441 C AZFC 83 C. fructicola 1392آبان  گرگان –گلستان  برگ سویا 

71 451 C AZFC 84 C. fructicola 1392آبان  گرگان –گلستان  برگ باقلا 

72 452 C AZFC 85 C. fructicola 1393مهر  گرگان –گلستان  برگ باقلا 

73 454 C AZFC 87 C. fructicola 1392تیر  لنگرود –گیلان  برگ بلبلیلوبیا چشم 

74 455 C AZFC 88 C. fructicola 1392تیر  لنگرود –گیلان  برگ بلبلیلوبیا چشم 

75 456 C AZFC 89 C. fructicola 1392تیر  لنگرود –گیلان  برگ لوبیا سبز 

76 458 C AZFC 90 C. fructicola 1392تیر  لنگرود –گیلان  برگ لوبیا سبز 
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 .1ادامه جدول 
Con. Table 1. 

 ردیف
نام 

 جدایه

کد 

 کلکسیون
 نام میزبان نام گونه

اندام 

 گیاهی
 تاریخ جمعآوری محل جمعآوری

77 459 C AZFC 91 C. fructicola 1392تیر  لنگرود –گیلان  برگ لوبیا سبز 

78 461 C AZFC 93 C. fructicola 1392آبان  آستانه اشرفیه –گیلان  برگ بلبلیلوبیا چشم 

79 505 C AZFC 97 C. fructicola 1392آبان  رودسر -گیلان برگ لوبیا سبز 

80 509 C AZFC 98 C. fructicola 1392آبان  رودسر -گیلان برگ لوبیا سبز 

81 533 C AZFC 99 C. fructicola 1392آبان  زنجان –زنجان  برگ لوبیا سبز 

82 534 C AZFC 100 C. fructicola 1392تیر  رشت –گیلان  برگ بلبلیلوبیا چشم 

83 535 C AZFC 101 C. fructicola 1392تیر  رشت –گیلان  برگ بلبلیلوبیا چشم 

84 536 C AZFC 102 C. fructicola 1392تیر  رشت –گیلان  برگ سبز لوبیا 

85 540 C AZFC 106 C. fructicola 1392تیر  رشت –گیلان  برگ بلبلیلوبیا چشم 

86 421 C AZFC 81 C. aenigma 1393دی  تنکابن –مازندران  برگ ساعتیگل 

87 39 C AZFC 8 C. gloeosporioides 1391شهریور  رشت –گیلان  برگ توسکا ییلاقی 

88 293 C AZFC 66 C. gloeosporioides 1392مهر  کردکوی –گلستان  برگ انجیر 

89 77 C AZFC 82.4 C. karstii 1396مهر  رشت –گیلان  برگ ازملک 

 
 ISSR نشانگر مولکولیبا استفاده از  DNAنگاری انگشت

 Zhong & Steffenson روش ژنومی به DNAاستخراج 

با  C. fructicolaجدایه  70ژنتیکی  تنوع .شدانجام  (2001)

بدست آمده از  DNAنگاری مقایسه الگوی انگشتاستفاده از 

قرار  ارزیابیمورد  ISSRپنج آغازگر و  ISSRنشانگر مولکولی 

( 2استفاده شده در جدول ) ISSRمشخصات پنج آغازگر گرفت. 

در  ISSRکارآمدی نشانگر مولکولی بررسی به منظور آمده است. 

از یکدیگر،  Colletotrichumجنس های گونهبرخی تفکیک 

 شامل از این جنسجدایه  89 برای DNAالگوی انگشت نگاری 

، دو C. aenigmaجدایه از  یک، C. fructicolaجدایه از  85

با  C. karstiiجدایه از  یکو  C. gloeosporioidesجدایه از 

 شد.  مقایسه( 2)جدول  5YC(GA)آغازگر  ازاستفاده 

 

 .ISSR مولکولی نشانگراز  استفاده با C. fructicolaهای جدایه برای بررسی تنوع ژنتیکیاستفاده شده  یآغازگرها .2 جدول
Table 2. The primers used to assess the genetic diversity of C. fructicola isolates using the ISSR molecular marker. 

Source 

Number of 

amplified 

bands 
Sequence (5′→ 3′) 

Annealing 

temperature 

(° C) 
Primer  

2018 et al.Nabi  14 AGAGAGAGAGYC 40 (AG)5YC 

2018 et al.Nabi  26 GAGAGAGAGAYC 40 (GA)5YC 

Michailides 2005 &Ma  26 AACAACAACAACAACAACAACAAC 51 (AAC)8 

Michailides 2005 &Ma  15 AGAGAGAGAGAGAGAGC 49 (AG)8C 

Michailides 2005 &Ma  11 GACAGACAGACAGACA 42 (GACA)4 

 

مخلوط  هتهیغلظت و مقادیر حجمی مواد به کار رفته برای 

PCR  با استفاده از آغازگرهایISSR  شامل چهار میکرولیتر آب

 PCR (Master مخلوط آماده سترون، چهار میکرولیتر هدیونیز

Mix 2X، )میکرولیتر آغازگر با غلظت  8/0،  شرکت پیشگام، ایران

 50ژنومی با غلظت  DNAمیکرولیتر از  2/1پیکومولار و  10

پس از . استمیکرولیتر  10نانوگرم در میکرولیتر در حجم نهائی 

درون دستگاه ترموسایکلر  هامیکروتیوب PCRمخلوط  هیته

(TProfessional Thermocycler, Biometra, Germany قرار )

با استفاده از  DNAجهت تکثیر  PCRحرارتی  هبرنامداده شدند. 

 شد. تنظیم (3طبق جدول ) ISSRآغازگرهای 
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از الکتروفورز ژل آگارز یک  PCRبه منظور مشاهده محصول 

پنج میکرولیتر از محصول درصد استفاده شد. برای این منظور 

PCR با یک میکرولیتر بافر نمونه (Safe Stain)  جهت رنگ

ها بارگذاری شد. به مخلوط و در چاهک DNAآمیزی قطعات 

تکثیر شده، سه میکرولیتر از نشانگر منظور تعیین وزن قطعات 

DNA ladder mix TM Ruler Geneبا نام تجاری  DNAای اندازه

(Fermentas, Germany)  در دو چاهک ابتدا و انتهای ژل ریخته

دقیقه به منبع جریان  90شد. در ادامه، تانک الکتروفورز به مدت 

آمپر میلی 15-30ولت و شدت جریان  70-80الکتریکی با ولتاژ 

 متصل شد.

 
 .ISSRبا استفاده از آغازگرهای  DNAجهت تکثیر  PCRحرارتی  هبرنام .3جدول 

Table 3. PCR program for DNA amplification using ISSR primers. 

(GACA)4 (AG)8C (AAC)8 (GA)5YC (AG)5YC Stage 
Number of 

cycles 

95 °C 

45 sec. 

95 °C 

5 min. 
95 °C 

5 min. 
95 °C 

5 min. 
95 °C 

5 min. 
Denaturation 1 

95 °C 

45 sec. 

95 °C 

45 sec. 

95 °C 

45 sec. 

95 °C 

30 sec. 

95 °C 

45 sec. 
Denaturation 

35 
42 °C 

45 sec. 

49 °C 

45 sec. 

51 °C 

45 sec. 

40 °C 

45 sec. 

40 °C 

45 sec. 
 

Annealing 

72 °C 

80 sec. 
72 °C 

80 sec. 
72 °C 

80 sec. 
72 °C 

45 sec. 
72 °C 

80 sec. 
Extension 

72 °C 

5 min. 
72 °C 

10 min. 
72 °C 

5 min. 
72 °C 

10 min. 
72 °C 

5 min. 
Final Extension 1 

 

با نشانگر  DNAنگاری های حاصل از انگشتتجزیه و تحلیل داده
ISSR 

تکثیر یافته  DNAشدن باندهای مرئیپس از  :باندهاامتیازدهی 

دهی باندها نسبت به نمره ،برای هر آغازگر هاشکلیچندو تعیین 

برای )صفر دوگانه براساس سیستم  DNAو یا قطعات تکثیر یافته 

افزار ( با استفاده از نرمبرای وجود آن باند و یکعدم وجود 

Adobe Photoshop CS4 افزار انجام و سپس اعداد در نرم

Microsoft Excel 2003  ندشدوارد . 
 

 ایماتریس تشابه و تجزیه و تحلیل خوشه همحاسب

 similarityجهت ایجاد جدول تشابه )ها داده از ماتریس

matrixمبنای ضریب تشابه دایس ) بر ها( بین جدایهDice’s 

coefficient ول ضریب تشابه دایس عبارت . فرمشد( استفاده

𝑑𝑖𝑗است از  =
2a+(b+c)

b+c
دو فردی هستند که  jو  iکه در آن : 

تعداد  هدهندنشان  a، شودمیمحاسبه ها آنشباهت میان 

تعداد باندهای  هدهندنشان  bباندهای مشترک در هر دو فرد، 

نشانگر تعداد باندهای موجود فقط در  cو  iموجود فقط در فرد 

ای بر اساس جدول تشابه، تجزیه و تحلیل خوشه است. بر jفرد 

 UPGMA (unweighted pair group methodاساس الگوریتم 

with arithmatic average افزار کامپیوتری نرم( وNTSYSpc-

2.02e انجام و فنوگرام رسم گردید (Vallarino et al. 2012.) 

 فیلوژنتیکی همطالع
توسط  Colletotrichumجدایه  89 بندیپس از انجام گروه

، هاگروه شناساییو  5YC(GA)آغازگر  و ISSRنشانگر مولکولی 

برای شناسایی مولکولی بر اساس تعیین هایی نماینده گروهاز هر 

 بین ژنی هفاصل و( TUB2) بتاتوبولین توالی نواحی ژنومی

APN2/MAT1 (ApMAT )28تعداد در مجموع . ندانتخاب شد 

جهت تکثیر قسمتی از ژن های نماینده عنوان جدایهبه جدایه 

TUB2 ژنومی  هو ناحیApMAT  توالی آنها پس برای انتخاب و

 .تعیین توالی ارسال شدنداز تکثیر برای 

T1 (AACATGCGTGAGATTGTAAGT ) آغازگرهای از

(O’Donnell & Cigelnik 1997) و Bt-2b 

(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC )(Glass & 

Donaldson 1995 ) و آغازگرهایAM-F 

(TCATTCTACGTATGTGCCCG )(Silva et al. 2012 )و 

AM-R (CCAGAAATACACCGAACTTGC) (Silva et 

al. 2012 )شداستفاده  فوقبرای تکثیر نواحی ژنومی  به ترتیب. 

 PCRکار رفته در مخلوط غلظت و مقادیر حجمی مواد به

 Taqمیکرولیتر  12استریل،  همیکرولیتر آب دیونیز 14شامل 

DNA Polymerase 2X Master Mix RED (Ampliqon co., 

South Korea)، 10غلظت  از هر آغازگر بامیکرولیتر  یک 

 50 حدود ژنومی با غلظت DNAمیکرولیتر  سهپیکومولار و 
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. میکرولیتر تهیه شد 30در حجم نهائی  ونانوگرم بر میکرولیتر 

های دمایی جفت آغازگر طی چرخهبرای هر دو  PCR واکنش

 سلسیوس درجه 94 دمای در اولیه سازیواسرشتمشابه شامل 

 دمای در سازیواسرشت چرخه شامل 35 دقیقه، پنج مدت به

 در( annealing) اتصال دقیقه، یک مدت به سلسیوس درجه 94

 درجه 72 دمای در بسط ثانیه، 60 مدت به سلسیوس درجه 60

 سلسیوس درجه 72 در نهایی بسط و ثانیه 90 مدت به سلسیوس

 غلظت تعیین از پس هانمونه. گردید انجام دقیقه هفت مدت به

 Bio Magic) ژن بیومجیک شرکت به توالی تعیین انجام برای

Gene Co., Iran )ندشد ارسال. 

 
 و ترسیم تبارنماها دادهتجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی 

 ژنومی، نواحی توالی تعیین نتایج حاصل از دریافت از بعد

 Chromas افزارنرم از استفاده با هاتوالی به مربوط کروماتوگرام

pro 1.7.6 افزارو نرمEditseq 5.01  به  مشاهده و در صورت لزوم

 ها دریابی توالیشدند. آزمون مشابهت ویرایش صورت دستی

 (/http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)های ژنومی داده بانک

GenBank ( وQ-bank (http://www.q-bank.eu  صورت

ی دارای بیشترین هاتوالی (.Altschul et al. 1990پذیرفت )

اخذ و در ژن از بانک  هاتیپ گونه هجدایتوالی همراه ه ب شباهت

مورد تجزیه و تحلیل پژوهش های مورد مطالعه در این توالیکنار 

 Monilochaetes هاز گون(. همچنین 4)جدول  ندقرار گرفت

infuscans استفاده شد نماتبارعنوان گروه خارجی در ه ب. 

 

  .شناختیدر تجزیه و تحلیل تبار استفاده شده هایتوالی ژنیهای دستیابی بانک و شماره Colletotrichumهای جنس گونه .4جدول 
Table 4. Colletotrichum species and the GenBank accession numbers of reference sequences used in phylogenetic 

analysis. 

GenBank accessions 
Locality Strain Species 

TUB2            ApMAT 
KM360143 JX010389 Israel ICMP 18608 C. aenigma 

- OP032233 Iran AZFC 81-421C  

KM360145 JX010392 USA ICMP 17673, ATCC 201874 C. aeschynomenes 

KC888932 JX010383 India CBS 304.67, ICMP 17919 C. alatae 

KM360144 JX010411 New Zealand ICMP 12071 C. alienum 

KC888930 JX010420 New Zealand ICMP 18537 C. aotearoa 

FR718814 JX010406 Thailand ICMP 18580, CBS 130418 C. asianum 

- MN435567 - MFLUCC 18-1167 C. artocarpicola 

- JQ005588 Japan CBS 123755, MAFF 305972 C. boninense 

KJ954497 KJ955230 China CGMCC 3.14925, LC1364 C. camellia 

KC888929 JX010438 USA ICMP 18658 C. clidemiae 

JQ899274 JX010440 Thailand LC0886, ICMP 18579 C. cordylinicola 

- KP890174 China CAUG17 C. conoides 

- KX094285 Brazil CMM 4268, URM 7362 C. chrysophilum 

MN741073 MN741066 Saluda/SC RR12-3  

- JQ005600 Australia IMI 347923 C. cymbidiicola 

- KC517254 Brazil CMM4083, MFLU 1300058 C. dianesei 

- KP145469 China CAUG28 C. endophyticum 

JQ807838 JX010405 Thailand ICMP 18581, CBS 130416* C. fructicola 

- JX010408 Panama CBS 125395, ICMP 18645  

- JX010400 Germany CBS 238.49, ICMP 17921  

ON972654 OP032210 Iran AZFC 1-10C  

- OP032219 Iran AZFC 46-230C  

- OP032220 Iran AZFC 47-243C  

- OP032221 Iran AZFC 54-270C  

- OP032222 Iran AZFC 64-288C  

ON972659 OP032224 Iran AZFC 68-295C  

- OP032225 Iran AZFC 72-316C  

ON972660 OP032226 Iran AZFC 79-417C  

- OP032227 Iran AZFC 82-431C  

ON972661 OP032228 Iran AZFC 90-458C  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.q-bank.eu/
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 .4ادامه جدول 
Con. Table 4. 

GenBank accessions 
Locality Strain Species 

TUB2            ApMAT 
- OP032211 Iran AZFC 6-32C C. fructicola 

ON972662 OP032229 Iran AZFC 98-509C  

- OP032230 Iran AZFC 100-534C  

- OP032231 Iran AZFC 30-153C  

- OP032232 Iran AZFC 41-204C  

- OP032213 Iran AZFC 11-55C  

- OP032214 Iran AZFC 13-58C  

- OP032215 Iran AZFC 14-62C  

ON972656 OP032216 Iran AZFC 15-78C  

- OP032217 Iran AZFC 16-83C  

ON972657 OP032218 Iran AZFC 43-210C  

JQ807843 JX010445 Italy IMI 356878, ICMP 17821, CBS 112999* C. gloeosporioides 

ON972655 OP032212 Iran AZFC 8-39C  

ON972658 OP032223 Iran AZFC 66-293C  

- KF288975 China MFLUCC13 0726, JZB330028 C. hebeiense 

- KY856528 Greece CBS 142418, CPC 26844 C. helleniense 

KJ954524 KJ955257 China LC3030, CGMCC 3.17354, LF238  C. henanense 

JQ807840 JX010450 Japan NBRC 7478, ICMP 10492, MTCC 10841 C. horii 

- KY856532 Italy CBS 142411, CPC 28153 C. hystricis 

KJ954607 KJ955348 China LC3463, CGMCC 3.17363, LF687 C. jiangxiense 

JQ894579 JX010444 Kenya IMI 319418, ICMP 17816 C. kahawae subsp. kahawae 

- JQ005636 New Zealand CBS 128500, ICMP 18585 C. karstii 

- OP032234a Iran AZFC 82.4-77C  

- HM585428 China CORCG6 (CGMCC3.14194) *  

MH728831 MH846563 Indonesia CBS 143664, CPC 28612 C. makassarense 

JX145313 JX145195 USA Coll131, BPI 884113, CBS 133251 C. melanocaulon 

KC888926 HQ596280 USA CBS 116870, ICMP 19119, MTCC 11349 C. musae 

MN640564 MN640569 Columbia/NY AFKH109 C. noveboracense 

JX145319 JX010398 USA CBS 470.96, ICMP 18187 C. nupharicola 

- JQ005603 Germany CBS 129828 C. oncidii 

- MG646926 - MFLUCC 17-0571 C. pandanicola 

KX620177 KX620341 Israel GA100 C. perseae 

- JQ005657 Italy CBS 378.94 C. petchii 

- JQ005655 India CBS 175.67, MACS 271 C. phyllanthi 

- KC297101 South Africa CBS 132882, CPC 14859 C. proteae 

- MG812559 - JZB330119 C. pseudotheobromicola 

KC888931 JX010443 Italy CBS 145.29, ICMP 19120 C. psidii 

KC888928 JX010414 Australia ICMP 1778 C. queenslandicum 

JX145290 JX145179 USA Coll1026, BPI 884112, CBS 133134 C. rhexiae 

KC888925 JX010403 Hungary ICMP 19051 C. salsolae 

JQ899289 JX010404 Thailand ICMP 18578, CBS 130417 C. siamense 

MH728836 MH846558 Taiwan CBS 143666, CPC 30245, UOM 1120, Coll 

1298 
C. tainanense 

JX145298 JX145211 USA Coll883, BPI 884100,  

CBS 133122 
C. temperatum 

KC790726 JX010447 Panama MTCC 11350, CBS 124945, ICMP 18649 C. theobromicola 

KM360146 JX010442 New Zealand ICMP 4832 C. ti 

- JQ005598 New Zealand CBS 128544, ICMP 18586 C. torulosum 

KC790728 JX010407 Panama CBS 124949, ICMP 18653, MTCC 11371 C. tropicale 

- JN412813 China GZAAS 5.08601, yg1 C. viniferum 

KU251722 KU252200 China CGMCC 3.17894 C. wuxiense 

KC790689 JX010448 Australia BRIP 45094, ICMP 17903, CBS 127831 C. xanthorrhoeae 
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 MEGA v.6افزار نرمبا استفاده از  هاسازی توالیردیفهم

(Tamura et al. 2013)  چندگانه سازی همردیفو روش

(Muscle( صورت پذیرفت )Edgar, 2004 .)همردیف هایتوالی 

با  تبارنما . ترسیمشدند نیاز اصلاحو در صورت  بررسی شده

 2013) شد انجام تحت ویندوز  MEGA v.6افزارنرم ازاستفاده 

Tamura et al. .)مناسب گروه خارجی هاتوالی ارزیابی برای 

 روش، و ترسیم تبارنماها دادهبرای تجزیه و تحلیل  و انتخاب

Maximmum-Likelihood (ML) (Nei & Kumar 2000 ) مورد

 تخمین ،ML روش به هاتوالی ارزیابی برای .قرار گرفت استفاده

 Kimura 2-parameter model روش  از هاتوالی بین فواصل

(Kimura et al. 1980) شده  تعیین پیش از الگوی و(Default )

 هایشاخه ثبات از اطمینان برای .شد استفاده MEGA6 افزارنرم

 اعتبارسنجی تحلیل و تجزیه حاصل، تبارنمای در موجود

(Bootstrap )گرفت انجام تکرار 1000 با (Felsenstein 1985). 

 شده یابییتوال یهاگونه مختلف یهاهیجدا به مربوط یهایتوال

 (.4)جدول  شد اخذ یابیدست شماره و ثبت ژن بانک در
 

 نتایج

با استفاده  Colletotrichum fructicolaهای تنوع ژنتیکی جدایه
  ISSR نشانگر مولکولیاز 

، ISSRبا استفاده از روش  DNAنگاری در طی آزمون انگشت

باند با استفاده از پنج آغازگر تولید شد که اندازه آنها بین  82

جفت باز متغیر بود. میانگین تعداد باندهای چند  5000تا  350

 رد شددرصد برآو 6/75شکل تکثیر شده به ازای هر جفت آغازگر 

. بر این اساس بیشترین تعداد باند و بیشترین تعداد (5)جدول 

اختصاص  8 (AAC)باندهای چند شکل تکثیر یافته به آغازگر 

داشت. همچنین کمترین تعداد باند و کمترین تعداد باندهای 

الگوی  1تولید شد. در شکل  8(GACA)چند شکل توسط آغازگر 

با  C. fructicolaهای هبرای برخی از جدای DNAانگشت نگاری 

 نشان داده شده است. ISSR آغازگراستفاده از پنج 

 
 .ISSRتعداد باندهای تکثیر شده و تعداد باندهای چندشکل تکثیر شده توسط آغازگرهای . 5جدول 

Table 5. Number of amplified bands and number of polymorphic bands generated by ISSR primers. 

 

 
 ISSR :A- (AG)5YC،Bبا استفاده از آغازگرهای  Colletotrichum fructicolaهای در تعدادی از جدایه DNAالگوی انگشت نگاری  .1شکل 

- (GA) 5YC، C- (AAC) 8، D- (GACA) 8، E- (AG)8C. 
Figure 1. DNA fingerprinting patterns of some Colletotrichum fructicola isolates using ISSR primers: A- (AG) 5YC, B- 

(GA) 5YC, C- (AAC) 8, D- (GACA) 8, E- (AG)8C. 
 

درصد در قالب هشت  80در سطح تشابه ژنتیکی  هاکه جدایهنشان داد  C. fructicola جدایه 70 ایتجزیه و تحلیل خوشه

Percentage of 

polymorphic bands 
Number of 

polymorphic bands 
Number of amplified 

bands 
Primer  No. 

78.57 11 14 (AG)5YC 1 
62.5 10 16 (GA)5YC 2 

96.15 25 26 (AAC)8 3 
45.45 5 11 (GACA)8 4 
73.33 11 15 (AG)8C 5 
75.6 62 82 Total  
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(. بر این اساس 2شوند )شکل می تفکیک ایدودمان همسانه

جدایه به عنوان دودمان غالب  59با داشتن تعداد  Bدودمان 

هر کدام با داشتن به ترتیب  Cو  Aهای شناخته شد. دودمان

ها جدا شدند. هر کدام از چهار جدایه و دو جدایه از سایر دودمان

ها با داشتن یک جدایه سایر دودمان Hو  D, E, F, Gهای دودمان

را تشکیل دادند. بیشترین میزان از تنوع ژنتیکی در داخل دودمان 

ر داخل هاپلوتایپ د 53مشاهده شد به طوری که تعداد  Bکلونی 

این دودمان شناسایی شد. بر اساس فنوگرام ترسیم شده مشخص 

ها و مناطق جغرافیایی ای بین تنوع ژنتیکی جدایهشد هیچ رابطه

ها وجود ندارد. به طوری که هر دو دودمان و منشأ میزبانی جدایه

هایی را شامل جدایه (Bو  Aای غالب در این مطالعه )همسانه

مختلف هر سه استان شمالی کشور و از شوند که از مناطق می

اند. همچنین دو جدایه های گیاهی متفاوت به دست آمدهمیزبان

از دو استان گلستان و گیلان از  Cقرار گرفته در دودمان کلونی 

 اند. روی دو میزبان گیاهی متفاوت جداسازی شده

 

 
تشابه  و با استفاده از ضریب UPGMAبر اساس روش  Colletotrichum fructicolaجدایه  70فنوگرام تنوع ژنتیکی ترسیم شده برای . 2شکل 

(. 8C(AG)و  5YC- (GA)5YC- (AAC)8- (GACA)8(AG)) ISSR گرنگاری توسط پنج آغازهای حاصل از انگشتجاکارد پس از ادغام داده

مشخص  A-Hسی های کلونی با حروف انگلیدهد. دودماندرصد نشان می 80های کلونی را در سطح تشابه ژنتیکی عمود آبی رنگ تعداد دودمان خط

رصد نشان د 99های کلونی را در سطح تشابه ژنتیکی های مشخص شده در داخل هر یک از دودماناند. خط عمود صورتی تعداد هاپلوتایپشده

 دهد.می
Figure 2. Phenogram of genetic diversity for 70 Colletotrichum fructicola isolates based on UPGMA method and using 

Jaccard similarity coefficient after integration of fingerprint data generated by five ISSR primers ((AG)5YC- (GA)5YC- 

(AAC)8- (GACA)8 and (AG)8C). The blue vertical line shows the number of colonal lineages at the level of genetic 

similarity of 80%. Colonal lineages are marked with the English letters A-H. The pink vertical line shows the number of 

haplotypes identified within each of the clonal lineages at the 99% genetic similarity level. 
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 برخی در تفکیک ISSRارزیابی کارآمدی نشانگر مولکولی 
  Colletotrichumهای جنس گونه

جنس از جدایه  89تنوع ژنتیکی دندروگرام  3شکل 

Colletotrichum  که با استفاده از ضریب تشابه دایس، روش

UPGMA  افزار کامپیوتری نرموNTSYSpc-2.02e  ترسیم شده

جدایه  89. بر اساس این دندروگرام تعداد دهدمیاست را نشان 

( A-Dگروه مجزا )در چهار  درصد 70در سطح تشابه ژنتیکی 

 به عنوان دودمان Aبر اساس این دندروگرام دودمان . گرفتندقرار 

 85همگی این  .باشدمیجدایه  85 شامل غالب شناخته شد که

 .Cاز دو جدایه  تعلق داشتند. C. fructicolaجدایه به آرایه 

gloeosporioides ان کلونیدر دودم C  های دودمانو هر یک از

B  وD  های از گونهحاوی یک جدایه به ترتیبC. karstii  وC. 

aenigma اطمینان از صحت شناسایی . به منظور (3)شکل  بودند

، Aاز دودمان  جدایه 24جدایه نماینده شامل  28تعداد ، هاآرایه

های دودمانهر کدام از  هایجدایهتکو  Cدو جدایه از دودمان 

B  وD  نواحی توالی برای شناسایی مولکولی بر اساس تعیین

 انتخاب شدند.  ApMATو  TUB2ژنومی 

 

 
نس ججدایه از  89و ضریب تشایه دایس برای  UPGMAالگوریتم ، 5YC(GA)با استفاده از آغازگر  ISSRروش فنوگرام حاصل از  .3 شکل

Colletotrichum حروف انگلیسی .A-D  دهدمیرا نشان درصد  70به ترتیب چهار دودمان کلونی در سطح تشابه ژنتیکی. 
Figure 3. Phenogram from ISSR test using (GA)5YC primer, UPGMA algorithm and Dice coefficient for 89 isolates of 

Colletotrichum. The letters A-D represent four colony lineages at the level of 70% genetic similarity, respectively. 

 
 تبارشناختی مطالعات

انتخاب شده بر نماینده جدایه  28تجزیه و تحلیل تبارزایی 

چهار به  هااین جدایهنشان داد  DNAنگاری انگشت الگویاساس 

 .Cو  C. aenigma، C. fructicola، C. gloeosporioides گونه
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karstii تبارنمای ترسیم شده در . (5و  4های )شکل تعلق دارند

 24( همه 4)شکل  TUB2ژنی  هبر اساس توالی نوکلئوتیدی ناحی

 .Cتیپ  هجدایبه همراه  Aدودمان کلونی  نماینده از هجدای

fructicola CBS 130416  در درصد  71اعتبارسنجی  هدرجبا

نیز  Bاز دودمان کلونی  AZFC 81 هجداییک کلاد قرار گرفتند. 

 C. aenigmaتیپ  هجدایبا درصد  77اعتبارسنجی  هدرجبا 

ICMP 18608  هجدایدر یک کلاد قرار گرفتند. دو AZFC 8  و

AZFC 66   که در دندروگرام تنوع ژنتیکی از دودمان کلونیC 

 هجدایبا درصد  99اعتبارسنجی  هبا درج ،دادندمیرا تشکیل 

یک گروه را تشکیل  C. gloeosporioides CBS 112999 تیپ

نیز که در دندروگرام تنوع ژنتیکی  AZFC 82.4 هجدایدادند. 

 99اعتبارسنجی  هبا درج را تشکیل داده بود Dدودمان کلونی 

یک کلاد در  C. karstii CORCG6تیپ  هجدایبه همراه  درصد

جدایه منتخب از  28مطالعات تبارزایی در  قرار گرفت.

بر اساس توالی ناحیه ژنومی  ای مختلفهای همسانهدودمان

ApMAT جدایه قادر به  15، پس از سه بار تکرار آزمایش تعداد

این بر با کیفیت و کمیت مطلوب نبودند.  DNA محصولتشکیل 

ناحیه ژنومی های توالی تجزیه و تحلیل تبارزایی بر اساس اساس

ApMAT تجزیه و تحلیل نتایج منتخب انجام شد.  نه جدایه  برای

 TUB2ژنی  هناحی حاصل از نتایج ApMATناحیه ژنومی ایی تبارز

تبارنمای ترسیم شده به روش  (.5شکل ) را تایید کرد

Maximum Liklihood  نماینده جدایههفت دهد تعداد مینشان 

همچنین  و C. fructicolaبر تعم هایهجدایبا  Aاز دودمان کلونی 

در یک  C. gloeosporioidesتیپ  هجدایبا تعداد دو جدایه نیز 

این نتایج در تایید نتایج حاصل از مطالعات  .گیرندمیگروه قرار 

 .باشدمی TUB2تبارزایی ناحیه ژنی 
 

 بحث

با پیشرفت علوم در زمینه  های اخیردر طی سال

مختلف های شناسی مولکولی و ژنتیک، استفاده از روشزیست

ها و به ویژه قارچبرای بررسی تنوع ژنتیکی در موجودات زنده 

 ,Alizadeh et al. 2010; Pirondi et al. 2015رواج یافته است )

2016; Salimi et al. 2019 .)های مولکولی، توسعه تکنیک

ابزارهایی را برای پیشرفت مطالعه تنوع ژنتیکی، روابط 

ای و همچنین تشخیص نژادها و فیلوژنتیکی بین و درون گونه

 Mulliis & Faloona)ها را فراهم کرده است های قارچپاتوتیپ

1987; Bruns et al. 1991; Batista 1993;) امروزه برای مطالعه .

های گیاهی و مطالعات های بیمارگرکی جمعیتتنوع ژنتی

استفاده PCR های مولکولی مبتنی بر فیلوژنتیکی از نشانگر

 Nazari et al. 2015; Behnia et al. 2016; Alizadehشود )می

et al. 2017) .های مولکولی نشانگرISSR  ،به دلیل سهولت

سرعت، کارایی و تکرارپذیری بالا به عنوان یک ابزار مفید و 

ها کارآمد در ارزیابی تنوع ژنتیکی و درک ارتباط فیلوژنتیک قارچ

 Zhou et al. 2001; Grünigاند )بسیار مورد استفاده قرار گرفته

et al. 2001; Ratanacherdchai et al. 2010; Arade et al. 

2014; Bhatt et al. 2020; Longya et al. 2020 .) 

به منظور ارزیابی تنوع  ISSRدر این مطالعه از پنج آغازگر 

به دست آمده از انواع گیاهان  C. fructicolaهای ژنتیکی جدایه

چوبی، علفی، اهلی و وحشی درمناطق مختلف سه استان شمالی 

ن نشانگر ایران شامل گیلان، مازندران و گلستان استفاده شد. ای

ها را نشان مولکولی به خوبی توانست روابط ژنتیکی بین گونه

نگاری توسط پنج آغازگر تعداد های انگشتدهد. پس از ادغام داده

(. 2شکل جدایه در قالب هشت دودمان کلونی قرار گرفتند ) 70

( کمترین میزان از تشابه 2طبق فنوگرام ترسیم شده )شکل 

درصد و بیشترین میزان تشابه ژنتیکی بین  55ژنتیکی 

درصد برآورد شد. این نتایج نشان داد  100های این گونه جدایه

های این گونه وجود دارد. با توجه تنوع ژنتیکی زیادی بین جدایه

ها از مناطق مختلف در سه استان شمالی کشور و به اینکه جدایه

اند، این مقدار از تنوع های گیاهی متفاوتی به دست آمدهناز میزبا

 DNAنگاری ژنتیکی قابل توجیه است. مقایسه نتایج انگشت

نگاری های انگشتها نشان داد هیچ ارتباطی بین گروهجدایه

DNA ها وجود ندارد. به و منشأ جغرافیایی و میزبانی جدایه

هایی را شامل های کلونی چند عضوی جدایهطوری که دودمان

بودند که منشأ میزبانی و جغرافیایی متفاوتی دارند. این نتایج 

های جغرافیایی و میزبانی وجود جریان ژنی بالا بین جمعیت

دهد. با کسب این نتایج این سوال مطرح متفاوت را نشان می

 DNAنگاری های انگشتشود که آیا ارتباطی بین گروهمی

ها وجود دارد؟ بنابراین انجام جدایه میزبانی تخصص ها و جدایه

 زایی به منظور بررسی دامنه میزبانی و ارزیابی مطالعات بیماری

تواند اطلاعات های این گونه قارچی میمیزبانی جدایه تخصص

 DNAنگاری های انگشتمفیدی را در زمینه ارتباط بین گروه

 . ها را فراهم نمایدزایی جدایهها و قدرت بیماریجدایه

در تفکیک  ISSRبه منظور ارزیابی کارایی نشانگر مولکولی 

های نزدیک و یا غالب از برخی گونه C. fructicolaهای جدایه

 DNA 89نگاری ، الگوی انگشتColletotrichumاین جنس 

با استفاده از آغازگر  Colletotrichumقارچی متعلق به  جدایه

(GA)5YC  جهت مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد این

از  C. fructicolaهای نشانگر با کارایی بالا قادر به تفکیک جدایه
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 .C. karstii ،Cهای سه گونه دیگر شامل جدایه

gloeosporioides و C. aenigma باشد. کارایی نشانگر می

 در Colletotrichumهای جنس در تفکیک گونه ISSRمولکولی 

ترین مطالعات، مطالعات مختلفی تایید شده است. در یکی از مهم

 Colletotrichumهای چهار گونه از جنس جدایهارتباط ژنتیکی 

(C. gloeosporioides, C. acutatum, C. musae  وC. capsici )

و شش آغازگر مورد بررسی  ISSRبا استفاده از نشانگر مولکولی 

 قرار گرفت.

 

 
ی اعداد بالا. Maximum Likelihoodبه روش   Colletotrichumجنسهای برای گونه TUB2بر اساس ژن  م شدهیتبارنمای ترس .4 شکل

 تبارنمار دبه عنوان گروه خارجی  Monilochaetes infuscans CBS 869.96استرین دهد. نشان میرا تکرار  1000اعتبارسنجی با مقدار ها، شاخه

 .اندنشان داده شده  تبارنمادر  (…AZFC)های مورد استفاده در این مطالعه با نام استرین استفاده شده است. جدایه

Figure 4. Phylogram of Colletotrichum species based on the TUB2 gene and Maximum Likelihood method. The numbers 

above the branches represent the bootstrap values with 1000 replications. Monilochaetes infuscans CBS 869.96 was used 

as out group in the phylogram. The isolates used in this study are shown with strain code (AZFC…) in the progeny tree. 
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بالای  اعداد. Maximum Liklihoodبه روش  Colletotrichumهای جنس در گونه ApMAT ناحیهم شده بر اساس یتبارنمای ترس .5 شکل

ارزایی در درخت تب (...AZFC)های مورد استفاده در این مطالعه با نام استرین دهد. جدایهتکرار نشان می 1000ها، نتایج اعتبارسنجی را با چاهک

 نشان داده شده است.
Figure 5. Phylogenetic tree based on ApMAT region sequences in Colletotrichum species using Maximum Likelihood 

method. The numbers above the branches represent the bootstrap values with 1000 replications. The isolates used in this 

study are shown with strain code (AZFC…) in the progeny tree. 

 

 DNAنگاری انگشتدر چهار گروه ها گونهنتایج نشان داد این 

در (. Srisuttee & Nalumpang 2007) گیرندمیقرار از هم مجزا 

های گونهجدایه از  34 نگاریالگوی انگشت دیگری همطالع

فلفل با  هواریتآمده از سه  به دست Colletotrichumمختلف 

 ارزیابیو شش آغازگر مورد  ISSRاستفاده از نشانگر مولکولی 

مجزا دودمان به دو ها جدایهو بر این اساس این  گرفتقرار 

 دو دودمانتبارزایی نشان داد اعضای بندی شدند. مطالعات گروه

 دارندتعلق  C. capsiciو  C. gloeosporioidesونه به دو گمجزا 

(Ratanacherdchai et al. 2010 .)که به  دیگری هدر مطالع

با  C. gloeosporioidesهای جدایهتنوع ژنتیکی بررسی  منظور

انجام شد، علاوه بر کسب نتایج  ISSRاستفاده از نشانگر مولکولی 

های جدایه تواندبه خوبی میمطلوب، مشخص گردید این نشانگر 

C. gloeosporioides  های جدایهرا ازC. acutatum و 

C. sublineolum تفکیک نماید (Medeiros et al. 2010) . در

به منظور بررسی تنوع  ISSRنشانگر مولکولی مشابهی  همطالع

آنتراکنوز در برخی از  عاملبیمارگر  هایگونهژنتیکی و تفکیک 
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. شدشمالی ایران استفاده های استانگیاهان تیره حبوبات در 

در نه  بدست آمده از انواع حبوبات هایجدایهنتایج نشان داد 

ها نتایج شناسایی گونه. گیرندمیقرار  DNAنگاری انگشتگروه 

نواحی ژنومی  یتوال ی وشناسختیر هایویژگی قیتلف بر اساس

از جنس  گونه به نهها جدایهاین کرد که مشخص  مختلف

Colletotrichum شاملC. lindemuthianum, C. fructicola, 

C. glycines, C. gloeosporioides, C. aenigma, C. alienum, 

C. truncatum, C. cliviae و C. coccodes  این دارندتعلق .

در  رآمدکارا به عنوان یک ابزار  ISSRنشانگر مولکولی  پژوهش

که از گیاهان تیره  Colletotrichumجنس های گونهتفکیک 

 .Atghia et al) نمودحبوبات جداسازی شده بودند، معرفی 

جنس های گونهدقیق شناسایی . با توجه به اینکه (2015

Colletotrichum  ًامکانپذیر شناسی ریختبر اساس صفات  صرفا

طی چند سال نیست، مطالعات تاکسونومیکی این جنس در 

است  بودهاستوار بر تجزیه و تحلیل تبارزایی چندژنی گذشته 

(Tao et al. 2013; Yan et al. 2015; Marin-Felix et al. 

2017; Lee & Jung 2018; Damm et al. 2019; Fu et al. 

شناسی قارچفراوان در علم های پیشرفتوقوع با وجود . (2019

چندژنی، تلاش های تحلیلپس از استفاده از راهبرد تجزیه و 

-گروهبرای تر هزینهبرای دستیابی به ابزارهای آسان، سریع و کم 

قارچی در های گونه های قارچی بر اساس ماهیتبندی جدایه

حال انجام بوده است. در نهایت نتایج این مطالعه و نیز نتایج 

تواند به می ISSRهای پیشین نشان داد نشانگر مولکولی پژوهش

جنس های گونه گروه بندیبسیار مفید در عنوان یک ابزار 

Colletotrichum .مورد استفاده قرار گیرد 

جنس های جدایهبه منظور شناسایی در این پژوهش 

Colletotrichum ، از دو ناحیه ژنیTUB2  وAPN2/MAT1 

با استفاده از نشانگر مولکولی بندی گروهاستفاده شد. پس از انجام 

ISSR  جدایه به عنوان نماینده برای شناسایی انتخاب  28تعداد

برای تجزیه و تحلیل  TUB2ژنی  هناحیاول از  همرحلشدند. در 

بر اساس مطالعات  .استفاده شدها جدایهفیلوژنتیکی و شناسایی 

ژنی برای تفکیک  هتوالی نوکلئوتیدی این ناحیمتعدد پیشین 

کارآمد بسیار  Colletotrichumهم در جنس ه نزدیک بهای گونه

و این ناحیه ژنی یکی از پرکاربردترین و  رودشمار میه ب و مفید

 شودکارآمدترین نواحی ژنومی در مطالعات تبارزایی محسوب می

(Weir et al. 2012; Alizadeh et al. 2015, 2022) تجزیه و .

ژنی به  هتحلیل تبارزایی بر اساس توالی نوکلئوتیدی این ناحی

شناسایی کند.  را از هم های قارچی متفاوتگونهخوبی توانست 

 APN2/MAT1های گذشته ناحیه ژنومی همچنین طبق پژوهش

های جنس به عنوان کارآمدترین ناحیه در تفکیک گونه

Colletotrichum  در داخل کمپلکسGraminicola  معرفی شده

نتایج تجزیه و تحلیل تأیید به منظور (. لذا Liu et al. 2015است )

 ژنی هاز تعیین توالی ناحی، TUB2ژنی  هناحیتبارزایی 

APN2/MAT1  استفاده شد. نتایج این آزمون نیز نتایج حاصل از

و نتایج تحقیقات  TUB2ژنی  هناحیمطالعات تبارزایی بر اساس 

 Colletotrichumهای مختلف پیشین مبنی بر قدرت تمایز گونه

 . کردرا تایید از هم 

بر اساس اطلاعات موجود این اولین مطالعه جامع در مورد 

از انواع  C. fructicolaهای ارزیابی تنوع ژنتیکی جدایه

های اهلی و وحش، چوبی و علفی در مناطق جغرافیایی میزبان

شود. با توجه به اینکه این قارچ مختلف در سطح دنیا محسوب می

کشاورزی به خصوص یک گونه بسیار مخرب روی محصولات 

 .Weir et al. 2012; Atghia et alشود )ها محسوب میمیوه

2015; Ma et al. 2020; Sun et al. 2020; Zhou et al. 2020 ،)

های ناشی از این گونه نتایج این پژوهش برای مدیریت بیماری

 قارچی بسیار مفید و ارزشمند خواهد بود.
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