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چکیده
همراه علایم آنتراکنوز در برخی گیاهان در استان خوزستان، با استفاده Colletotrichumهاي به منظور شناسایی گونهحاضر تحقیق

و میوه داراي علایم نمونه برگ1395،40- 96هايسالطی.انجام شدتجزیه و تحلیل مولکولیوشناسیهاي مبتنی بر ریختاز روش
ها، جدایه آن12شناسی،ریختهايبررسیآوري شد که براساس جمعترش، موز، یونجه و نارنجفرنگی، پرتقال، لیموتوتآنتراکنوز از گیاهان 

DNAاستخراج. انجمادي انجام شدتهیه و خشکPDBتوده میسیلیومی در محیط ها، زیستجدایهاز این. بودندColletotrichumاز جنس 

با استفاده Tub2و28S-D1/D2ینواحهایی از و بخشITSبا استفاده از یک روش آلی مبتنی بر فنل و کلروفرم انجام شد و سپس، ناحیه 
هاي تیپ در بانک ژن با استفاده هاي مربوط به استرینبا توالیهاي حاصلهتوالی. شدندیابی از آغازگرهاي عمومی و اختصاصی تکثیر و توالی

يهاگونه. مورد مقایسه قرار گرفتند) نمایی بیشینهالگوریتم درست(و تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی BLASTnاز الگوریتم 
Colletotrichum gloeosporioides،C. karstii،C. musae ،C. nymphaeaeوC. truncatumبررسی شدهاشناسی آنشناسایی و ریخت.

هاي تحت مطالعه با استرینColletotrichumهاي ، جدایهTub2و ITSترکیبی، دو ناحیه ژنی هايدر درخت فیلوژنتیکی مبتنی بر توالی
.یجاد کردندادرصد 96-99استراپ بوتمعتبر با ارزشهایی بندي شدند و کلادگونه خوشهمعتبر از هر

شناسی، کلتوتریکومیابی، ریختایران، تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی، توالی:هاي کلیديواژه

Detection and molecular identification of Colletotricum species causing anthracnose disease of
some plants in Khuzestan province (Iran)
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Summary
Anthracnose is a general term for sunken lesions and blights on stems, leaves and fruits which causes economic damage to

agricultural products. This study, conducted to identify Colletotrichum species associated with anthracnose symptoms on some plants
in Khuzestan province (Iran) using morphological and molecular methods. During 2016–17, 40 leaf and fruit samples showing
anthracnose symptoms (from alfalfa, banana, sour lemon, orange and strawberry) were collected and surveyed for morphological
study. Accordingly, 12 isolates of the genus Colletotrichum were obtained. Mycelial biomass of the isolates were produced in PDB
and freeze-dried. DNA was extracted using an organic method based on phenol and chloroform. The ITS and partial regions of the
28S-D1/D2 and Tub2 were amplified using universal and specific primers and sequenced. Obtained sequences were compared with
index sequences belonging to the type strains in GenBank by BLASTn algorithm and phylogenetic analysis (maximum likelihood
algorithm). The species of Colletotrichum gloeosporioides, C. karstii, C. musae, C. nymphaeae, and C. truncatum were identified
along with their morphological study. In phylogenetic tree constructed based on the ITS and Tub2 combined dataset, Colletotrichum
isolates under study were clustered with type strain of each species and formed monophyletic clades with 96–99% bootstrap support.
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مقدمه
یاتنهبرگ،شاخه،بیماري،)تیره فرورفتهلکه(آنتراکنوز

سیاه وهايها و سوختگیلکهصورتاغلب بهکهبودهمیوه
که با توجه به این. کندمیبروزبرآمدههايلبهباگودهايزخم

بیشتر، شوندمیهاشاخهسرخشکیدگیموجببرخی آنتراکنوزها
اواخر دوره رویشی مخصوصا هنگام برداشت و عرضه به بازار در

دگی تا ظهور علایممرحله طولانی آلوشده و یکمیوهباعث فساد
وبرآمدهآنتراکنوزيهايلکهمیوه،درختانازتعداديدر.دارند
و ریزشبهاغلبهامیوهآنتراکنوز. استايپنبهچوبهاآنسطح

).Agrios(2005انجامد میهاآنپوسیدگی
Colletotrichumجنس Cordaتیرهمتعلق به

Glomerellaceae از راستهGlomerellales معرفی 1831در سال
Réblová(شد  et al. 2011, Maharachchikumbura et al. 2015,

هاي این جنس اغلب بیمارگر گیاهان و اندوفیت و یا گونه). 2016
Cannon(ساپروفیت هستند  et al. 2012, Hyde et al. 2014,

Jayawardena et al. 2016(.زمانی که فون آرکس
را Colletotrichumرسمی جنس براي نخستین بار مونوگراف

وجود داشت Colletotrichumگونه براي 750ارایه کرد، حدود 
)Cannon et al. 2012 .(هاي براساس ویژگیاین جنس راوي

1980ساتن در سال . آرایه کاهش داد11شناسی به ریخت
)Sutton 1980( ،22 در حالی کهپذیرفت از این جنس راگونه

هاید . (Sutton 1992)گونه افزایش داد39داد را به این تع، متعاقبا
Hyde)و همکاران  et al. 2009)مرور جامع جنس نخستین

Colletotrichumگونه19ومعتبرگونه66رفتنیپذبارا
بایست میجنسنیاکهداشتنداذعانوکردندهیارامشکوك
صلاح این مطالعه باعث ا. شوداصلاحیمولکولمطالعاتبراساس

جنس براساس توالی نوکلئوتیدي چندین ناحیه ژنومی شد و باعث 
هاي کمپلکس و معرفی تعدادي گونه جدید روشن شدن گونه

Damm(گردید  et al. 2009, 2012a, b, 2013, 2014, Crouch et

al. 2009, 2014, Cannon et al. 2012, Weir et al. 2012, Hyde
et al. 2014, Liu et al. 2015( .
گزارش Index Fungorum،820در پایگاه اطلاعاتی 

(;www.indexfungorum.orgثبت شدهColletotrichumاز 

(accesses 7th August 2016، 200اما در حال حاضر کمتر از
Hyde(است گونه پذیرفته شده et al. 2014 .( محققان در سال

تجزیه اي، شاملتوصیه کردند که یک رویکرد چند مرحله2009
شناسی و ژنتیکی هاي جغرافیایی، اکولوژیکی، ریختو تحلیل داده

بندي طبیعی براي این جنس ایجاد براي ایجاد یک سیستم طبقه
Cai).شود  et al. 2009)

که عامل ایجاد بیماري و Colletotrichumبرخلاف 
جنسی آن که خسارت روي میزبان زنده است، مرحله

Glomerellaگسترش و غیرزندهشتر روي میزبان بی،باشدمی
Sutton)کند فعالیت می ایناعضايکه آنجاییاز بنابراین، .(1992

شناساییشوند،میدیدهغیرجنسیفرمبه بیشترطبیعتدرجنس
.باشدمیبیشتري برخوردار از اهمیتآنغیرجنسیفرمعهمطالو

استونمنجنسی این قارچ نخستین بار توسط مرحله
(Stoneman 1898) مورد مطالعه قرار گرفت و تحت

براساس .گذاري گردیدنامGnomoniopsis stonemanعنوان 
Gnomoniopsis، جنس )2012(کانن و همکاران هاي بررسی

و به همین خاطر نامنداردبیماري آنتراکنوزبانزدیکیارتباط
Glomerellaکنندهایجادهايگونهبراي مرحله جنسیرا

.کردندپیشنهادراکنوزآنت
با توجه به عدم وجود مطالعه جامع در خصوص 

آنتراکنوز در استان خوزستان، این تحقیق به هايبیماري
شناسی و فیلوژنی مولکولی جداسازي و شناسایی مبتنی بر ریخت

از روي برخی گیاهان در استان Colletotrichumهاي گونه
.خوزستان پرداخته است

روش بررسی
یاهیگهاينمونهي و جداسازيآورجمع-

از که از مناطق مختلف استان خوزستانیدهاییدر بازد
هاي سالطول در و باغملکجمله اهواز، دزفول، شوش، رامهرمز 

از گیاهان علفی و چوبی داراي علایم به عمل آمد 1396و 1395
و محصولات عرضه شده) ینتیو زیرمثمراعم از مثمر، غ(آنتراکنوز 

هاي مختلف روي اندامم خاص آنتراکنوز یعلاداراي به بازار که
تا هاي گیاهینمونه). 1جدول (شدبردارينمونهگیاهی بودند 

قطعات .شدندينگهداریخچالیطدر شرايانجام مراحل جداساز
از متریسانت5/0-1به اندازه هاي مختلف آلوده گیاهی از اندام

با یسطحیعفونو بعد از ضدیهلم تهبافت آلوده و ساینبیهحاش
بار سهیقه،دقدوبه مدت درصد 2یمسدیپوکلریتاستفاده از ه

یکاغذ صافوسیلهخشک شدن بهشستشو با آب مقطر سترون و
) PDA(آگار - دکستروز- ینیزمیبسییغذایطمحيسترون رو

قرار گرم در لیتر سولفات استرپتومایسین میلی30- 50محتوي 
در يپتريهاتشتکيروز پس از نگهدارپنج تا ده. ندداده شد
هايمطلق، پرگنهیکیو تارلسیوسدرجه س28در دمايانکوباتور

و به محیط کشت جدید منتقل Colletotrichumظاهر شده 
هاي جدایه. سازي شدنداسپورکردن خالصها به روش تکجدایه

.پزشکی ذخیره شدندههاي زنده گروه گیامورد مطالعه در کلکسیون قارچ
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سنجیشناسی و ریختهاي ریختبررسی-
در هايپرگنهیهاز حاشمتریسانتیکبه قطر هایییسکد

یطمحيحاويپترهاي تشتکمرکز هر جدایه بهحال رشد فعال 
ردر سه تکرایماراز هر تیههر جدا. منتقل شدندPDAییغذا

28±5/0دماي بااهانکوباتورداخل به يپترهاي تشتک. شدکشت 
کشت روي اسلاید نیز . گردیدساعته منتقل12و تناوب نوري 

انجام ) Beneke & Rogers 1996(براساس روش بینک و روگرز 
ي، نحوه رشدهايیژگیپرگنه و رنگ آن، ويشکل ظاهر. گرفت

ویمثلیدتوليهااندامسنجی و ریختشناسییخترزایی، کنیدیوم
هایدیومکنهاي آسروول و یژگیویرازه و ساشکل، اندها، یدیومکن

يبرا. قرار گرفتیابیها مورد ارزه شرح گونهیو اراییجهت شناسا
از یکهرازهاحداقل و حداکثر اندازهیانگین،به دست آوردن م

. قرار گرفتندگیريمورد اندازهنمونه50،ذکر شدههاياندام
با قرار وسکوپی،یکرمیاسدر مقشناسییختمشخصات ریبررس

يلاکتوفنل رویاپنبه یقطره رنگ آبیکداخلدرهادادن نمونه
. صورت گرفتينورمیکروسکوپباهاو مشاهده آنلام

مدرج با سیمجهز به عدیتزلاينوریکروسکوپبا مهاگیرياندازه
براي شناسایی . انجام شدX1000و X100 ،X400نماییبزرگ

ها، ترجیحا ها با توصیف این گونهت جدایهاولیه و تطبیق خصوصیا
ها در محل انتشار و در صورت عدم از توصیف اصلی این گونه

.ها استفاده شدرسمی در بانک قارچدسترسی از توصیف غیر
Tub2وITSهایی از نواحی بخشیرتکثو DNAاستخراج -

توده میسیلیومی از هر جدایه در محیط مایع زیست
درایر -تهیه و در دستگاه فریز) PDB(تروز زمینی دکسسیب

)Freeze Dryer, Alpha 1-2 LDplus, Christ (انجمادي خشک
با استفاده از یک روش ارگانیک مبتنی بر DNAاستخراج . شد

Raeder(فنل و کلروفرم  & Broda 1985 ( با اندکی تغییرات انجام
Ahmadpour(شد  et al. 2017.(ت جف1200حدودیرتکثيبرا
مربوط به 28S-D1/D2و 18S ،ITS1،5.8S ،ITS2ی از نواحباز 

rDNAیآغازگر عموماز جفتي،اهستهITS1-F وNL4-R

)White et al. 1990, O’Donnell 1993 (حدودیرتکثيبراو
یآغازگر اختصاصاز جفتTub2از ژن باز جفت700و 450

BTub4Rd/BTub2Fd)Woudenberg et al. Bt-2b/T1و ) 2009

)Glass & Donaldson 1995, O’Donnell & Cigelnik 1997 (
هايمراز در حجماي پلیمخلوط واکنش زنجیره.استفاده شد

، x Taq buffer 10میکرولیتر بافر 5میکرولیتر با استفاده از 50
میکرولیتر از آغازگر مستقیم MgCl2،2مول از میلی3غلظت

،)میکرومول10(ر از آغازگر معکوس میکرولیت2،)میکرومول10(
میکرولیتر 5/0، )میکرومول5/2از هر یک (dNTPمیکرولیتر از 1

،Taq DNA Polymarase) واحد بر میکرولیتر5(آنزیم 
و آب مقطر دوبار ) نانوگرم200حدود (الگو DNAمیکرولیتر از 2

رنامه میکرولیتر تهیه و تکثیر با ب50کیور تا حجمتقطیر شده میلی
MJ MiniTMحرارتی زیر در دستگاه ترموسایکلر مدل  Gradient

Thermal Cyclerانجام شد:

)ثانیه(مدت زمان )°C(درجه حرارت تعداد چرخهنوع چرخه
194180سازي اولیهواسرشت
9430سازي، واسرشت35هاي اصلیچرخه

--

ITS1/NL4 ،52گرهاي آغازاتصال 
T1/Bt-2b ،50گرهاي آغازاتصال 

/BTub2Fdگرهايآغازاتصال 

BTub4Rd،56

30

7290گسترش آغازگرها، 
172300گسترش نهایی

یات انجام عملها باو تجزیه و تحلیل توالییابییتوال-
فیلوژنی مولکولیو BLASTnجستجوي

هاي قطعات تکثیري روي ژل آگاروز جداسازي و باند
ا استفاده از کیت استخراج از هدف جداسازي شد و سپس ب

سازيخالص) GF-1 AmbiClean Kit)Vivantis, Malaysiaژل 

Humanizing(شرکت ماکروژن توسط یابییتوال. گردید

Genomics, Macrogen, South Korea (هبيهایتوال. انجام شد
.BioEdit verافزاربا استفاده از نرمآمدهدست 4.0.6.2)1999

(Hallو معکوس هر ژن مستقیمهايخوانش. شدیراستاريو
DNABaserافزاربا استفاده از نرمیههر جدايبرا ver. 3.5.0

)www.dnabaser.com (و در بانک ژن ذخیره گردید تلفیق
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و ITSهاي به دست آمده از تکثیر نواحی توالی). 1جدول (
Tub2معتبر با هاي تیپ یاهاي مربوط به استرینبا توالی

و تجزیه و تحلیل BLASTnاستفاده از الگوریتم جستجوي 
تجزیه و تحلیل . فیلوژنتیکی مقایسه و مورد ارزیابی قرار گرفتند

با استفاده از Tub2و ITSفیلوژنتیکی مبتنی بر ترکیب دو ناحیه 
و با کمک ) maximum liklihood(نمایی بیشینه الگوریتم درست

MEGA ver6.0)Tamuraافزارنرم et al. 2013 (براي . شدانجام
دار کردن درخت فیلوژنتیک، یک استرین از گونهریشه

Monilochaetes infuscansعنوان آرایه خارج از گروه به
)outgroup(رسم درخت يمدل براینبهتریابیارز. استفاده شد

.افزار انجام شدفیلوژنتیکی با استفاده از همین نرم

هاي مطالعه شدهبرداري و میزبان جدایهمکان نمونه- 1جدول 
ها در بانک ژنشماره دسترسی توالی

مکان 
بردارينمونه

میزبان
نام جدایه

Tub228SITS1نام نام علمیاندام گیاهی
عمومی

MG846758-MG846732برگرامهرمزMedicago sativaیونجهColletotrichum trancatum SCUA-Hey-H

MG846753MG846742MG846724برگدزفولCitrus sinensisپرتقالC. karstii SCUA-Hey-2

MG846754MF171158MF171151برگباغملکC. sinensisپرتقالC. karstii SCUA-Hey-7

MG846759-MG846733برگدزفولC. sinensisپرتقالC. karstii SCUA-Hey-J

MG846750-MG846721میوهاهوازC. sinensisپرتقالC. gloeosporioides SCUA-Hey-1
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Fig. 6. Phylogenetic tree constructed from a maximum likelihood analysis based on a concatenated alignment from ITS
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هاي شناسایی شدهگونهیو مولکولشناسییختریبررس-
Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & W.D. 1 -

Moore, Phytopathology 25: 121 (1935) ( 2شکل  )

Medicago(یک جدایه از برگ یونجه : نمونه بررسی شده

sativa( جدایه ،C. trancatum SCUA-Hey-H، استان
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در محیط کشت یومپرسورآیکرومتر؛ تولیدم94/4-34/2)2/5(

 C. gloeosporioides CBS 112999
 C. gloeosporioides SCUA-Hey-1
 C. proteae CBS 132882

 C. siamense C1315.2
 C. fructicola C1315.3
 C. aeschynomenes 3-1-3
 C. nupharicola C1275.25

 C. alatae C1275.5
 C. asianum C1315.4

 C. viniferum yg1
 C. alienum C824
 C. salsolae C1314
 C. tropicale 5101

 C. queenslandicum ICMP 1778
 C. musae SCUA-Hey-9
 C. musae CBS 116870
 C. musae SCUA-Hey-12
 C. musae SCUA-Hey-8

 C. conoides CAUG17
 C. aenigma C1253.4

 C. euphorbiae CPC 21823
 C. curcumae IMI 288937

 C. truncatum CBS 151.35
 C. truncatum SCUA-Hey-H

 C. constrictum CBS 128504
 C. dacrycarpi CBS 130241

 C. brasiliense CBS 128501
 C. parsonsiae CBS 128525

 C. hippeastri CBS 125376
 C. beeveri CBS 128527
 C. colombiense CBS 129818

 C. brassicicola CBS 101059
 C. cymbidiicola IMI 347923
 C. boninense CBS 123755
 C. oncidii CBS 129828
 C. novae-zelandiae CBS 128505

 C. petchii CBS 378.94
 C. annellatum CBS 129826
 C. phyllanthi CBS 175.67
 C. karstii CBS 132134

 C. karstii SCUA-Hey-J
 C. karstii SCUA-Hey-O

 C. karstii SCUA-Hey-7
 C. karstii SCUA-Hey-2
 C. karstii SCUA-Hey-L

 C. sloanei IMI 364297
 C. cuscutae IMI 304802

 C. cairnsense BRIP 63642
 C. brisbanense CBS 292.67
 C. nymphaeae CBS 515.78

 C. nymphaeae SCUA-Hey-10
 C. nymphaeae SCUA-Hey-11

 C. spinosum CBS 515.97
 M. infuscans CBS 869.96
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بهو عمدتااز نوع آسروول نیز قابل مشاهده بود؛ کنیدیوماتا
صورتبهیامانند در سطح یرهزنجهايتجمعیاانفراديصورت

×6/4-8/7به ابعاد ) ستا(محیط، داراي خارهایی درفرورفته
و یفظریوارهديدارارنگ،یبهاکنیدیومیکرومتر؛ م308-130

)2/1(34/2- 6/2به ابعادیسلولو تکیوارهبدون دو داسی، صاف 
).2شکل (یکرومتر م)69/15(6/28-2/18× 

، جدایه)1شکل (ترسیمی یلوژنتیکیدر درخت ف
C. trancatum SCUA-Hey-H استرین شناخته شدهبا

C. trancatum CBS 151.35کلاد معتبر یکشد و بنديخوشه
در الگوریتم جستجوي .درصد ایجاد کرد99استراپ بوتبا ارزش 

BLASTnهاي ، توالیITS وTub2 و 100این جدایه به ترتیب

C. truncatumدرصد شباهت نوکلئوتیدي با استرین تیپ 97

CBS 151.35نشان دادند.
C. truncatumيااین بیمارگر که به کمپلکس گونه

Andrus & Moore(تعلق دارد، نخستین بار توسط آندرس و مور 

این . شدبنديطبقهGlomerellaتوصیف و در جنس ) 1935
،Rosaceaeهاي گیاهی از جمله گونه در طیف وسیعی از تیره

Poaceae،Fabaceae وSolanaceae ایجاد بیماري
Dammکندمی et al. 2009, De Silva et al. 2016, He et al.)

(2016, Wang et al. 2016.در استان زنجان ،این گونه در ایران
(-Zafari & Tarahو همدان روي یونجه گزارش شده است

(Hamadani 2007 و در این مطالعه براي نخستین بار از استان
.شودخوزستان گزارش می

SCUA-Hey-Hشناسی جدایهریخت- 2شکل  Colletotrichum trancatum :A وB .ییغذایطمحيروروزه 14پرگنهPDA،
C .طیمحيروشدهلیتشکهاخاروهاآسروولPDA ،D .ومیآپرسوروهاسهیر،E .هاکنیدیوم.

Fig. 2. Colletotrichum trancatum SCUA-Hey-H: A & B. 14-days colonies on PDA, C. Acervuli and seta formed on
PDA, D. Hyphae and appressoria, E. Conidia.

Colletotrichum musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx, 2-
Phytopathologische Zeitschrift 29 (4): 446 (1957) ( 3شکل  )

، )Musa sapientum(سه جدایه از میوه موز : بررسی شدهنمونه
C. musaeهايجدایه SCUA-Hey-8 ،C. musae SCUA-Hey-9

C. musaeو SCUA-Hey-12، ،استان خوزستان، شهرستان اهواز
6/10/96و 30/9/95،2/10/95

رنگ، نارنجی PDAپرگنه روي محیط کشت 
هاي تولید ها به صورت فرورفته رشد یافته و حلقهمیسیلیوم

آسروول در اطراف مرکز پرگنه به صورت دوایر متحدالمرکز و در
فرورفته در یاسطحیصورتبههاحاشیه به صورت پراکنده، ریسه

5/1-03/3به ابعاد روزه14هايدر پرگنهریسهقطر یط،مح

در محیط کشت نیز قابل مشاهده بود؛یومپرسورآیکرومتر، تولیدم
بدون سیلندري، وو صافیفظریوارهديدارارنگ،یبهاکنیدیوم

57/7- 09/16× ) 03/3(04/4-05/5به ابعاد یسلولو تکیوارهد
.یکرومترم

هاي، جدایه)1شکل (ترسیمی یلوژنتیکیدر درخت ف
C. musae SCUA-Hey-8،C. musae SCUA-Hey-9و
C. musae SCUA-Hey-12 یپتاسترین باC. musae CBS

کلاد معتبر با ارزش یکد و نشدبنديخوشه116870
در الگوریتم جستجوي .درصد ایجاد کرد99استراپبوت
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5/1-03/3به ابعاد روزه14هايدر پرگنهریسهقطر یط،مح
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بدون سیلندري، وو صافیفظریوارهديدارارنگ،یبهاکنیدیوم

57/7- 09/16× ) 03/3(04/4-05/5به ابعاد یسلولو تکیوارهد
.یکرومترم

هاي، جدایه)1شکل (ترسیمی یلوژنتیکیدر درخت ف
C. musae SCUA-Hey-8،C. musae SCUA-Hey-9و
C. musae SCUA-Hey-12 یپتاسترین باC. musae CBS
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BLASTnهاي ، توالیITS وTub2و 99به ترتیب هااین جدایه
C. musaeدرصد شباهت نوکلئوتیدي با استرین تیپ 100-99

CBS 116870نشان دادند.
C. gloeosporioidesاي که به کمپلکس گونهC. musaeگونه

تعلق دارد، نخستین بار از کارولیناي شمالی گزارش شده است 
(Berkeley 1874).ارگر موز در سراسر جهان این گونه بیم

,Sutton 1980)باشد می Su et al. 2011, Weir et al. 2012) و
در تایلند شناسایی شده Musa acuminataاندوفیتبه عنوان

Tao)است  et al. 2013). ویر و همکاران)Weir et al. 2012 (
تواند گونهمیITSتوالی گزارش کردند که 

C. musaeدر ایراناین گونه . ا جدا کندهرا از سایر گونه،
از (Amani 2010)، توسط امانی1380نخستین بار در سال 

. هاي موز در استان سیستان و بلوچستان گزارش شدمیوه
Alizadeh)علیزاده و همکاران  et al. 2015) این گونه را از روي

هاي گلستان، مازندران و گیلان گزارش موز و پرتقال در استان
.گزارش آن از روي پرتقال براي نخستین بار بودکردند که

ها ریسه. Dها، کنیدیوم. PDA ،Cروزه روي 14پرگنه . Bو SCUA-Hey-8Colletotrichum musae :Aشناسی جدایه ریخت-3شکل 
.و آپرسوریوم

Fig. 3. Morphology of the isolate Colletotrichum musae SCUA-Hey-8: A & B. 14-days colony on PDA,
C. Conidia, D. Hyphae and appressoria.

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., 3 -
Atti dell´Istituto Veneto Scienze 2: 670 (1884) )4شکل (

، )Citrus sinensis(یک جدایه از میوه پرتقال : نمونه بررسی شده
C. gloeosporioidesجدایه SCUA-Hey-1، ،استان خوزستان

26/11/95شهرستان اهواز، 
و مایل به خاکستريیدسفPDAپرگنه روي محیط کشت 

به هایسیلیوم، ميپترتشتک در مرکز یکنیدیوم نارنجودهتيدارا
هاي تولید آسروول در اطراف مرکز یافته و حلقهرشد کرکی صورت 

ه به صورت پراکنده، پرگنه به صورت دوایر متحدالمرکز و در حاشی
قطر یی،غذایطدر محکرکی صورتمنشعب و بهرنگ،ها بیریسه
تولیدیکرومتر،م34/2- 5/6به ابعادروزه14هايدر پرگنههاریسه

از نوع کنیدیوماتادر محیط کشت نیز قابل مشاهده بود؛یومپرسورآ

در مانند یرهزنجهايتجمعیاانفراديصورتبهعمدتاوآسروول
هایی به ابعاد محیط و داراي خاردرفرورفتهصورتبهیاسطح 

يدارارنگ،یبهاکنیدیومیکرومتر، م3/30- 5/55×9/2- 04/4
ی به سلولو تکیوارهبدون د،شکلو سیلندري و صافیفظریوارهد

.یکرومترم8/7- 6/15)68/17(×2/6- 21/5ابعاد 
یه، جدا)1شکل (ترسیمی یلوژنتیکیدر درخت ف

C. gloeosporioides SCUA-Hey-1 استرین تیپبا
C. gloeosporioides CBS 112999کلاد یکشد و بنديخوشه

.درصد ایجاد کرد98کافی استراپ معتبر با ارزش بوت
این Tub2و ITSهاي ، توالیBLASTnدر الگوریتم جستجوي 

ن درصد شباهت نوکلئوتیدي با استری99و 99به ترتیب جدایه
C. gloeosporioides CBS 112999نشان دادند.

139725/25، )1(19جلد ، یهانرست... / Colletotrichumهايردیابی و شناسایی مولکولی گونه/ حیدري و همکاران 

BLASTnهاي ، توالیITS وTub2و 99به ترتیب هااین جدایه
C. musaeدرصد شباهت نوکلئوتیدي با استرین تیپ 100-99

CBS 116870نشان دادند.
C. gloeosporioidesاي که به کمپلکس گونهC. musaeگونه

تعلق دارد، نخستین بار از کارولیناي شمالی گزارش شده است 
(Berkeley 1874).ارگر موز در سراسر جهان این گونه بیم

,Sutton 1980)باشد می Su et al. 2011, Weir et al. 2012) و
در تایلند شناسایی شده Musa acuminataاندوفیتبه عنوان

Tao)است  et al. 2013). ویر و همکاران)Weir et al. 2012 (
تواند گونهمیITSتوالی گزارش کردند که 

C. musaeدر ایراناین گونه . ا جدا کندهرا از سایر گونه،
از (Amani 2010)، توسط امانی1380نخستین بار در سال 

. هاي موز در استان سیستان و بلوچستان گزارش شدمیوه
Alizadeh)علیزاده و همکاران  et al. 2015) این گونه را از روي

هاي گلستان، مازندران و گیلان گزارش موز و پرتقال در استان
.گزارش آن از روي پرتقال براي نخستین بار بودکردند که

ها ریسه. Dها، کنیدیوم. PDA ،Cروزه روي 14پرگنه . Bو SCUA-Hey-8Colletotrichum musae :Aشناسی جدایه ریخت-3شکل 
.و آپرسوریوم

Fig. 3. Morphology of the isolate Colletotrichum musae SCUA-Hey-8: A & B. 14-days colony on PDA,
C. Conidia, D. Hyphae and appressoria.

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., 3 -
Atti dell´Istituto Veneto Scienze 2: 670 (1884) )4شکل (

، )Citrus sinensis(یک جدایه از میوه پرتقال : نمونه بررسی شده
C. gloeosporioidesجدایه SCUA-Hey-1، ،استان خوزستان

26/11/95شهرستان اهواز، 
و مایل به خاکستريیدسفPDAپرگنه روي محیط کشت 

به هایسیلیوم، ميپترتشتک در مرکز یکنیدیوم نارنجودهتيدارا
هاي تولید آسروول در اطراف مرکز یافته و حلقهرشد کرکی صورت 

ه به صورت پراکنده، پرگنه به صورت دوایر متحدالمرکز و در حاشی
قطر یی،غذایطدر محکرکی صورتمنشعب و بهرنگ،ها بیریسه
تولیدیکرومتر،م34/2- 5/6به ابعادروزه14هايدر پرگنههاریسه

از نوع کنیدیوماتادر محیط کشت نیز قابل مشاهده بود؛یومپرسورآ

در مانند یرهزنجهايتجمعیاانفراديصورتبهعمدتاوآسروول
هایی به ابعاد محیط و داراي خاردرفرورفتهصورتبهیاسطح 

يدارارنگ،یبهاکنیدیومیکرومتر، م3/30- 5/55×9/2- 04/4
ی به سلولو تکیوارهبدون د،شکلو سیلندري و صافیفظریوارهد

.یکرومترم8/7- 6/15)68/17(×2/6- 21/5ابعاد 
یه، جدا)1شکل (ترسیمی یلوژنتیکیدر درخت ف

C. gloeosporioides SCUA-Hey-1 استرین تیپبا
C. gloeosporioides CBS 112999کلاد یکشد و بنديخوشه

.درصد ایجاد کرد98کافی استراپ معتبر با ارزش بوت
این Tub2و ITSهاي ، توالیBLASTnدر الگوریتم جستجوي 

ن درصد شباهت نوکلئوتیدي با استری99و 99به ترتیب جدایه
C. gloeosporioides CBS 112999نشان دادند.

139725/25، )1(19جلد ، یهانرست... / Colletotrichumهايردیابی و شناسایی مولکولی گونه/ حیدري و همکاران 

BLASTnهاي ، توالیITS وTub2و 99به ترتیب هااین جدایه
C. musaeدرصد شباهت نوکلئوتیدي با استرین تیپ 100-99

CBS 116870نشان دادند.
C. gloeosporioidesاي که به کمپلکس گونهC. musaeگونه

تعلق دارد، نخستین بار از کارولیناي شمالی گزارش شده است 
(Berkeley 1874).ارگر موز در سراسر جهان این گونه بیم

,Sutton 1980)باشد می Su et al. 2011, Weir et al. 2012) و
در تایلند شناسایی شده Musa acuminataاندوفیتبه عنوان

Tao)است  et al. 2013). ویر و همکاران)Weir et al. 2012 (
تواند گونهمیITSتوالی گزارش کردند که 

C. musaeدر ایراناین گونه . ا جدا کندهرا از سایر گونه،
از (Amani 2010)، توسط امانی1380نخستین بار در سال 

. هاي موز در استان سیستان و بلوچستان گزارش شدمیوه
Alizadeh)علیزاده و همکاران  et al. 2015) این گونه را از روي

هاي گلستان، مازندران و گیلان گزارش موز و پرتقال در استان
.گزارش آن از روي پرتقال براي نخستین بار بودکردند که

ها ریسه. Dها، کنیدیوم. PDA ،Cروزه روي 14پرگنه . Bو SCUA-Hey-8Colletotrichum musae :Aشناسی جدایه ریخت-3شکل 
.و آپرسوریوم

Fig. 3. Morphology of the isolate Colletotrichum musae SCUA-Hey-8: A & B. 14-days colony on PDA,
C. Conidia, D. Hyphae and appressoria.

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., 3 -
Atti dell´Istituto Veneto Scienze 2: 670 (1884) )4شکل (

، )Citrus sinensis(یک جدایه از میوه پرتقال : نمونه بررسی شده
C. gloeosporioidesجدایه SCUA-Hey-1، ،استان خوزستان

26/11/95شهرستان اهواز، 
و مایل به خاکستريیدسفPDAپرگنه روي محیط کشت 

به هایسیلیوم، ميپترتشتک در مرکز یکنیدیوم نارنجودهتيدارا
هاي تولید آسروول در اطراف مرکز یافته و حلقهرشد کرکی صورت 

ه به صورت پراکنده، پرگنه به صورت دوایر متحدالمرکز و در حاشی
قطر یی،غذایطدر محکرکی صورتمنشعب و بهرنگ،ها بیریسه
تولیدیکرومتر،م34/2- 5/6به ابعادروزه14هايدر پرگنههاریسه

از نوع کنیدیوماتادر محیط کشت نیز قابل مشاهده بود؛یومپرسورآ

در مانند یرهزنجهايتجمعیاانفراديصورتبهعمدتاوآسروول
هایی به ابعاد محیط و داراي خاردرفرورفتهصورتبهیاسطح 

يدارارنگ،یبهاکنیدیومیکرومتر، م3/30- 5/55×9/2- 04/4
ی به سلولو تکیوارهبدون د،شکلو سیلندري و صافیفظریوارهد

.یکرومترم8/7- 6/15)68/17(×2/6- 21/5ابعاد 
یه، جدا)1شکل (ترسیمی یلوژنتیکیدر درخت ف

C. gloeosporioides SCUA-Hey-1 استرین تیپبا
C. gloeosporioides CBS 112999کلاد یکشد و بنديخوشه

.درصد ایجاد کرد98کافی استراپ معتبر با ارزش بوت
این Tub2و ITSهاي ، توالیBLASTnدر الگوریتم جستجوي 

ن درصد شباهت نوکلئوتیدي با استری99و 99به ترتیب جدایه
C. gloeosporioides CBS 112999نشان دادند.

ROSTANIH
A



1397، )1(19جلد ، یهانرست... / Colletotrichumهايردیابی و شناسایی مولکولی گونه/ حیدري و همکاران 26/26

Colletotrichum gloeosporioidesشناسی جدایه ریخت-4شکل  SCUA-Hey-1 :A وB . روزه روي 14پرگنهPDA،
C .ها، کنیدیومD . ،خارهاE . ،آپرسوریومF .هاها و کنیدیومریسه.

Fig. 4. Colletotrichum gloeosporioides SCUA-Hey-1: A & B. 14-day colony on PDA, C. Conidia, D. Setae,
E. Appressoria, F. Hyphae and conidia.

که به همراه تعدادي C. gloeosporioidesگونه
ايکمپلکس گونهColletotrichumهاي دیگر از گونه

C. gloeosporioidesوسیله پنزیکبهابتدادهند، در را تشکیل می
(Penzig 1882)عنوان بهVermicularia gloeosporioidesاز

به1888سال درولیشد،گزارش و توصیفمرکباتروي
C. gloeosporioidesیافتنامتغییر(Burger 1921).در ایران،

استشدهگونه از بسیاري از گیاهان علفی و چوبی گزارشاین
Farr et al. 1989, Ershad et al. 2009, Davarian et al. 2006,)

(Babri et al. 2009, Taheri et al. 2016) .نخستین بار عامل
از1322سالدرهاي مرکباتسرشاخهخشکیدگیبیماري
سال درسپسواسفندیاريوپتراكخزر توسطدریايسواحل
شد گزارشمینابوخوزستانفارس،ازارشادتوسط1374

)Ershad et al. 2009 .(زاییبیماريوشناختیریختهايویژگی
هاي این بیمارگر در استان گلستان توسط داوریان و جدایه

Davarian(همکاران  et al. 2006 (بررسی شده است.

Colletotrichum nymphaeae (Pass.) Aa, Netherlands 4-
Journal of Plant Pathology 84: 110 (1978) )5شکل(

فرنگیه از میوه توتجدایدو: هاي بررسی شدهنمونه
)Fragaria ananassa( و نارنج)Citrus aurantium( ،

Colletotrichum nymphaeaeيهاجدایه SCUA-Hey-10و
C. nymphaeae SCUA-Hey-11 استان خوزستان، شهرستان ،

6/8/96، 3/8/95دزفول و اهواز، 
نارنجی با حاشیه کرم و PDAپرگنه روي محیط کشت 

به صورت هایسیلیوممی در مرکز، نارنجنیدیومداراي توده ک
هاریسهقطر کرکی، صورتمنشعب و بهرنگها بیکرکی، ریسه

تولیدیکرومتر،م82/1- 94/4به ابعادروزه14هايدر پرگنه
هاکنیدیومدر محیط کشت نیز قابل مشاهده بود؛ یومپرسورآ
و یوارهدبدونو سیلندري، و صافیفظریوارهديدارارنگ،یب

.یکرومترم2/5-8/20×34/2-2/5ی به ابعادسلولتک
هاي، جدایه)1شکل (ترسیمی یلوژنتیکیدر درخت ف

C. nymphaeae SCUA-Hey-10وC. nymphaeae SCUA-

Hey-11 یپ تاسترین باC. nymphaeae CBS 515.78

نسبتا استراپ کلاد معتبر با ارزش بوتیکد و نشدبنديخوشه
، BLASTnدر الگوریتم جستجوي .درصد ایجاد کردند97کافی 
درصد 100و 99به ترتیب هااین جدایهTub2و ITSهاي توالی

C. nymphaeaeشباهت نوکلئوتیدي با استرین تیپ CBS

.نشان دادند515.78
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نسبتا استراپ کلاد معتبر با ارزش بوتیکد و نشدبنديخوشه
، BLASTnدر الگوریتم جستجوي .درصد ایجاد کردند97کافی 
درصد 100و 99به ترتیب هااین جدایهTub2و ITSهاي توالی

C. nymphaeaeشباهت نوکلئوتیدي با استرین تیپ CBS

.نشان دادند515.78
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Colletotrichum gloeosporioidesشناسی جدایه ریخت-4شکل  SCUA-Hey-1 :A وB . روزه روي 14پرگنهPDA،
C .ها، کنیدیومD . ،خارهاE . ،آپرسوریومF .هاها و کنیدیومریسه.

Fig. 4. Colletotrichum gloeosporioides SCUA-Hey-1: A & B. 14-day colony on PDA, C. Conidia, D. Setae,
E. Appressoria, F. Hyphae and conidia.
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Fig. 5. Colletotrichum nymphaeae SCUA-Hey-10: A & B. 14-days colony on PDA, C. Hyphae and appressoria,
D. Conidia.

ايکه به کمپلکس گونهC. nymphaeaeگونه 
C. acutatum تعلق دارد به عنوان بیمارگر از روي آنمون در

ایتالیا، اسراییل و هلند، فلفل قرمز در اندونزي و زیمباوه، 
فرنگی در کانادا، آمریکا، ایتالیا، فرانسه، بلغارستان، آفریقاي توت

جنوبی، هلند، اسپانیا، سویس و بریتانیا، سوبابل در مکزیک، 
یلوفر آبی زرد و سفید در سیب در اروگوئه، تایلند و برزیل و ن

هلند، زیتون در پرتقال، شمعدانی در هند، سه رنگ در بریتانیا، 
Dammلوبیا در هلند و انگور در چین گزارش شده است et al.)

2012, Velho et al. 2014, 2015, Baroncelli et al. 2015,
(Talhinhas et al. 2015, Liu et al. 2016 . این بیمارگر در ایران

Karimi)فرنگی توسط کریمی و همکاران وي توتر et al. 2017)

در تحقیق حاضر، این قارچ براي نخستین بار . گزارش شده است
.شوددر ایران از روي مرکبات گزارش می

5-Colletotrichum karstii Y.L. Yang, Zuo Y. Liu, K.D.
Hyde & L. Cai, Cryptogamie Mycologie 32 (3): 241

)6شکل ((2011)
Citrus(نارنجپنج جدایه از میوه: هاي بررسی شدهنمونه

aurantium( ،يهاجدایه. SCUA-Hey-2C. karstti،SCUA-

Hey-7C. karstti،SCUA-Hey-JC. karstti،SCUA-Hey-L

C. karsttiوSCUA-Hey-OC. karstti ،استان خوزستان ،

اي سه جدایه بر27/8/95شهرستان دزفول، شوش و باغملک، 
براي جدایه پنجم14/8/95براي جدایه چهارم و 13/1/96اول، 

از پشت وبا حاشیه کرم یدسفPDAپرگنه روي محیط کشت 
به یلمایدسن سفیشبا افزايخاکستریهکرم با حاشيپتر

، يدر مرکز پتریکنیدیوم نارنجودهتيداراها ي، پرگنهخاکستر
هاي تولید یافته و حلقهرشدکرکی به صورت هایسیلیومم

آسروول در اطراف مرکز پرگنه به صورت دوایر متحدالمرکز و در 
صورتمنشعب و بهرنگ،ها بییسهرحاشیه به صورت پراکنده، 

-72/5)5/6(به ابعاد روزه 14هايدر پرگنههایسهقطر رکرکی،
قابل یزکشت نیطدر محیومپرسورآیدتولیکرومتر،م9/2

صورتبهعمدتااز نوع آسروول و ؛ کنیدیوماتادمشاهده بو
فرورفتهصورتبهیامانند در سطح یرهزنجهايتجمعیاانفرادي

3/30-5/55×9/2-04/4محیط و داراي خارهایی به ابعاد در
و سیلندري، و صافیفظریوارهديدارارنگ،یبیکرومتر،م

8/7-13×12/3- 2/5)5/6(به ابعاد یسلولو تکیوارهبدون د
.یکرومترم

هاي ، جدایه)1شکل (ترسیمی یلوژنتیکیدر درخت ف
C. karstiiاسترین تیپ با این گونه  CBS 132134بنديخوشه

درصد ایجاد 96پایین استراپ ارزش بوتکلاد با یکد و نشد
Tub2و ITSهاي ، توالیBLASTnدر الگوریتم جستجوي .کرد
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درصد شباهت 99- 100و 99به ترتیب هااین جدایه
C. karstiiنوکلئوتیدي با استرین تیپ  CBS 132134 نشان

.دادند
تعلق C. boninenseاي این گونه که به کمپلکس گونه

Vandaدارد، نخستین بار در چین روي گیاه  sp. از تیره ارکیده
هاي گیاهی دیگر مانند گزارش شده و همچنین از روي میزبان

شیدي، خربزه، خرمالوي استرالیایی، فلفل، پاپایا، گل خور
اکالیپتوس گرندیس، سیب، زیتون، پسته، انبه و درخت کاکائو 

Dammگزارش شده است  et al. 2012, Yang et al. 2011,)
Peng et al. 2012, Tao et al. 2013, Afanador-Kafuri et al.
2014, Schena et al. 2014, Velho et al. 2015, Wang et al.

براي نخستین بار از روي شمشاد ،در ایراناین گونه.2016)
ساعتی و رسمی، یاس هلندي، برگ بو، اویارسلام، میوه گل

Alizadeh(فیکوس بنجامین گزارش شده است  et al. 2015 .(

Taheri)طاهري و همکاران  et al. 2016) براي نخستین بار این
علیزاده و . ردندگونه را از روي مرکبات در مازندران گزارش ک

Alizadeh(همکاران  et al. 2015 ( که گزارش کردند
از نظر Colletotrichum karstiiهاي مختلف گونه جمعیت

هاي این گونه به طور استرینشناسی متنوع هستند و ریخت
. داري از نظر اندازه کنیدیوم و کنیدیوماتا متفاوت هستندمعنی

بار از خوزستان گزارش ین براي نخستفوق گونه تحقیق، این در 
.شودمی

سپاسگزاري
از معاونت پژوهشی دانشگاه شهید چمران ،وسیلهبه این 

.شوداهواز به جهت پوشش مالی این تحقیق قدردانی می

Colletotrichum karstiiشناسی جدایه ریخت-6شکل  SCUA-Hey-7:AوB . روزه روي 14پرگنهPDA ،C.ها،سهیر
D.هاومکنیدی،E .آسروول.

Fig. 6. Colletotrichum karstii SCUA-Hey-7: A & B. 14-days colony on PDA, C. Hyphae, D. Conidia,
E. Acervuli.
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درصد شباهت 99- 100و 99به ترتیب هااین جدایه
C. karstiiنوکلئوتیدي با استرین تیپ  CBS 132134 نشان

.دادند
تعلق C. boninenseاي این گونه که به کمپلکس گونه

Vandaدارد، نخستین بار در چین روي گیاه  sp. از تیره ارکیده
هاي گیاهی دیگر مانند گزارش شده و همچنین از روي میزبان

شیدي، خربزه، خرمالوي استرالیایی، فلفل، پاپایا، گل خور
اکالیپتوس گرندیس، سیب، زیتون، پسته، انبه و درخت کاکائو 

Dammگزارش شده است  et al. 2012, Yang et al. 2011,)
Peng et al. 2012, Tao et al. 2013, Afanador-Kafuri et al.
2014, Schena et al. 2014, Velho et al. 2015, Wang et al.

براي نخستین بار از روي شمشاد ،در ایراناین گونه.2016)
ساعتی و رسمی، یاس هلندي، برگ بو، اویارسلام، میوه گل

Alizadeh(فیکوس بنجامین گزارش شده است  et al. 2015 .(

Taheri)طاهري و همکاران  et al. 2016) براي نخستین بار این
علیزاده و . ردندگونه را از روي مرکبات در مازندران گزارش ک

Alizadeh(همکاران  et al. 2015 ( که گزارش کردند
از نظر Colletotrichum karstiiهاي مختلف گونه جمعیت

هاي این گونه به طور استرینشناسی متنوع هستند و ریخت
. داري از نظر اندازه کنیدیوم و کنیدیوماتا متفاوت هستندمعنی

بار از خوزستان گزارش ین براي نخستفوق گونه تحقیق، این در 
.شودمی

سپاسگزاري
از معاونت پژوهشی دانشگاه شهید چمران ،وسیلهبه این 

.شوداهواز به جهت پوشش مالی این تحقیق قدردانی می

Colletotrichum karstiiشناسی جدایه ریخت-6شکل  SCUA-Hey-7:AوB . روزه روي 14پرگنهPDA ،C.ها،سهیر
D.هاومکنیدی،E .آسروول.

Fig. 6. Colletotrichum karstii SCUA-Hey-7: A & B. 14-days colony on PDA, C. Hyphae, D. Conidia,
E. Acervuli.
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