
Rostaniha 18(1): 59–76 (2017) )1396(59–76): 1(18رستنیها 

هاي وابسته در ایرانو آرایهPhomaهاي جنس شناختی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت
23/05/1396: پذیرش/ 11/02/1396: دریافت

دانشگاه ،پردیس کشاورزي و منابع طبیعیدانشکده علوم و مهندسی کشاورزي، پزشکی، دانشجوي دکتري گروه گیاه:الهام امیردهی
ایران، کرج،تهران

یعی، دانشگاه پزشکی، دانشکده علوم و مهندسی کشاورزي، پردیس کشاورزي و منابع طبدانشیار گروه گیاه:فربردي فتوحیخلیل
(fotowhi@ut.ac.ir)، ایران31587- 77871تهران، کرج

پزشکی، دانشکده علوم و مهندسی کشاورزي، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج، ایراناستاد گروه گیاه:جوان نیکخواهمحمد

چکیده
هاي بیمارگر فراوانی نیز دارد که سبب خسارت در محصولات زراعی مهم هاي ساپروفیت، گونهونهعلاوه بر گPhomaجنس 

و Phomaهاي متعلق به جنس جدایه از گونه35شناختی و مولکولی بنابراین، هدف از این تحقیق شناسایی ریخت. شونداقتصادي می
یابی نوکلئوتیدي سه ناحیه ژنومی مطالعه فیلوژنتیکی چندژنی براساس توالی. ودهاي مختلف بآوري شده از میزبانهاي وابسته و جمعآرایه

ITS2-5.8S-ITS1 به اسامیدر نتیجه، هفت گونه. انجام شدبتا توبولین، اکتین وBoeremia exigua،Didymella acetosellae،
D. bellidis،D. pinodella،Neocamarosporium betae،. destructivavarPhoma destructiva وP. medicaginis شناسایی و توصیف

براي نخستین بار براي میکوبیوتاي ایران و destructivavar.P. destructivaوD. bellidis ،D. acetosellaeشدند که از این میان، سه گونه 
foenum graecum-Trigonellaو christi-iurus spinaPalهاي گیاهی جدید نیز به ترتیب از میزبانD. pinodellaوB. exiguaدو گونه

.ها را تعیین نمایدها و گونههاي فیلوژنتیکی به خوبی قادر بود حدود و ثغور جنسشناختی و تجزیه و تحلیلهاي ریختویژگی. شوندمیگزارش

ITS1-5.8S-ITS2 ،Phomaفیلوژنی، ،بتا توبولینآرایه، اکتین و :هاي کلیديواژه

Morphological and molecular study on some species of Phoma and related taxa in Iran
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Summary
The genus Phoma Sacc. consists of important fungal plant pathogenic species occurring on economically

important cultivated crops in spite of many other saprobic species. Thus, the aim of this study was to identify 35 isolates
of Phoma species and related taxa collected from different hosts by means of morphological and molecular characters.
Multi-locus phylogenetic analyses based on ITS1-5.8S-ITS2, actin and β-tubulin gene regions were conducted.
Therefore, seven species including Boeremia exigua, Didymella acetosellae, D. bellidis, D. pinodella,
Neocamarosporium betae, Phoma destructiva var. destructive, and P. medicaginis were identified and described, and
among them, three species including D. bellidis, D. acetosellae, and P. destructiva var. destructiva are new records for
the mycobiota of Iran. Also, B. exigua, and D. pinodella are reported for the first time from new host plants including
Paliurus spina-christi, and Trigonella-foenum graecum, respectively. The morphological features and phylogenetic
analyses were able to clarify the generic and species delimitation very clearly.

Keywords: Actin and β-tubulin, ITS1-5.8S-ITS2, Phoma, phylogeny, taxon
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مقدمه

Phomaجنس  Sacc. از تنوع اکولوژیکی بسیار زیادي
زا و ساپروفیت برخوردار است و تعداد زیادي گونه اعم از بیماري

Aveskamp(گیرد ها را در بر میبا دامنه وسیعی از بستره et al.

بحث بوده است تاکسونومی این جنس همواره محلو لذا) 2008
)Aveskamp et al. 2009.( توصیف اولیه جنسPhoma به سال

1880، اما ساکاردو در سال )Sutton 1980(گردد برمی1821
Saccardo(رسما این جنس را معرفی نمود در سیستم .)1880

اي که قادر ي رشتههادر مورد قارچPhomaساکاردو، نام جنس 
رنگ و بدون دیواره که به تولید پیکنیدیوم واجد کنیدیوم بی

هایی با ها مستقر شوند، استفاده شده و قارچتوانند در ساقهمی
شدندهاي برگی میشناختی مشابه که سبب آلودگیخصوصیات ریخت

.)Deshmukh & Rai 2005(قرار گرفتند Phyllostictaدر جنس 
لعات مدرن و امروزي در مورد جنس نخستین مطا

Phoma با معرفی 1936توسط ولنوب و هوکاپفل در سال
Aveskamp(هاي قارچ در شرایط آزمایشگاهی انجام شد ویژگی

et al. 2008 .( بوئرما 1960در اوایل دهه ،)Boerema 1964 ( و
این ) Morgan-Jones 1988(جونز و همکاران پس از آن مورگان

با Phomaهاي مربوط به جنس تعداد زیادي از آرایهمفهوم را به
نحوه 1953هیوز در سال . دامنه وسیع میزبانی تعمیم دادند

زایی را به عنوان یک معیار تاکسونومیکی مهم در کنیدي
هاي واجد هاي ناقص معرفی نمود که بعدها در مورد قارچقارچ

برده شد نیز به کارPhomaهاي جنس پیکنیدیوم از جمله گونه
)Deshmukh & Rai 2005 .( بر این اساس، بوئرما و همکاران
)Boerema et al. ها اعم از اي از ویژگیمجموعه) 2004

و ) in vivo(شناختی پایدار در شرایط زنده خصوصیات ریخت
، به همراه یکسري )in vitro(همچنین در شرایط آزمایشگاهی 

ي این جنس هاخصوصیات پرگنه را جهت شناسایی گونه
را معرفی Phomaهاي جنس پیشنهاد و کلید شناسایی گونه

هاي هاي بیشتري از قبیل دادهبا گذشت زمان، ویژگی. نمودند
هاي هاي تشخیص گونهفیزیولوژیکی و بیوشیمیایی نیز به روش

با Phomaدر حال حاضر، جنس . این جنس افزوده شد
ها و نیدیوم، کنیدیومها در پیکها و مشخصهاي از ویژگیمجموعه

. شوندهاي قارچی متمایز میزایی از سایر جنسنحوه کنیدیوم
اي در شکل از تنوع قابل ملاحظهPhomaها در جنس پیکنیدیوم

کروي ها کروي تا نیمهپیکنیدیوم. باشندو اندازه برخوردار می
جنس دیواره .باشندمیبوده و واجد دیواره صاف و یا داراي زواید

. هاي سودوپارانشیمی و یا اسکلروپلکتانشیمی استها از بافتآن
هاي این جنس معمولا واجد منفذ جهت خروج پیکنیدیوم

ها هستند، اما در مواردي به صورت بسته بوده و یا پس کنیدیوم
زایی در این جنس روي کنیدیوم. شونداز مدت طولانی باز می

. گیردستیک صورت میهاي مجزا و به صورت انتروبلافیالید
همواره در زمان آزاد شدن Phomaها در جنس کنیدیوم

هاي عرضی سلولی هستند، اما گاهی بر اثر تشکیل دیوارهتک
شکل و اندازه . شونددیده مینیز سلولی دو یا چندبه صورت ثانویه 

رنگ و ها بیکنیدیوم. ها در این جنس بسیار متنوع استکنیدیوم
.باشنداي و واجد دیواره صاف میقهوهمایل بهبه رنگ متگاهی

براساس Phomaهاي جنس مطالعات تاکسونومیکی گونه
هاي پرگنه منجر به خصوصیات پیکنیدیوم، کنیدیوم و ویژگی

، Phoma ،Heterosporaبه نهُ بخش شامل Phomaبندي گروه
Paraphoma ،Peyronellaea ،Phyllostictoides ،Plenodomus ،

Sclerophomella ،MacrosporaوPilosaاز سوي دیگر، . گردید
، Didymellaهاي هاي این نهُ بخش به جنسفرم جنسی گونه
Mycosphaerella ،Leptosphaeria وPleosporaتعلق دارد .

مشترك مبهم در این هاي جنسی متفاوت و وجود صفات فرم
ها وضعیت تکاملیدهنده آن است که این بخشها نشانبخش

بندي دهند، بنابراین سیستم طبقهاین جنس را نشان نمی
Phomaهاي حاصل از فیلوژنی مولکولی بایست با افزودن دادهمی

de Gruyter(اصلاح گردد  et al. 2009(.
Aveskamp(آوسکمپ و همکاران  et al. 2009(، در

Phomaهاي واقع در اي گونهمطالعه sect. Peyronellaea را
هاي این بخش از لحاظ گونه. قرار دادندمورد بررسی

شوند، شناختی با تولید دیکتیوکلامیدوسپور مشخص میریخت
. گرفتها مورد استفاده قرار میلذا این ویژگی جهت تمایز گونه

ها هاي متعلق به سایر بخشهر چند تولید کلامیدوسپور از گونه
هاي آرایهاز این رو جهت مطالعه فیلوژنی . نیز گزارش شده است

، ITSحاصل از سه ناحیه ژنومی DNAهاي این جنس از توالی
ها فیلوژنی حاصل از توالی. استفاده شدبتا توبولیناکتین و 

Peyronellaeaنشان داد که دو گونه از اعضاي بخش 

)P. chrysanthemicola وP. violicola ( و گونه جدیدا
هاي بخش گونهبه همراه سایر P. schachtiiتوصیف شده 
Peyronellaeaشوند و همراه با بندي نمی، در یک کلاد گروه

در بین Plenodomusو Heterospora ،Paraphomaهاي بخش
هاي گیرند، هر چند ویژگیاي قرار میهاي قاعدهدودمان
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18)1( ،1396 هاي مذکور شناختی این سه بخش به هیچ وجه در گونهریخت

کته تاکید دارد که یک نتیجه مطالعه بر این ن. مشاهده نشد
ها را نشان دهد تواند تمایز بین آرایهشناختی نمیصفت ریخت

)Aveskamp et al. 2009.(
Irinyi(ایرینی و همکاران  et al. 2009(،اي در مطالعه

سازي شده جداPhomaهاي شبیه به جنس روابط تکاملی گونه
P. sojicola ،P. exiguaهاي از سویا، شامل گونه var. exigua ،

P. pinodellaوPhyllosticta sojicolaکه این را به دلیل این
توجهی جهت تمایز نشان شناختی قابل ها تفاوت ریختگونه
هاي رو، تجزیه و تحلیلازاین.را مورد بررسی قرار دادنددادندنمی

و اینترون بزرگ ژن ITSفیلوژنتیکی با استفاده از توالی نواحی 
در . انجام شدبتا توبولینترجمه و بخشی از ژن فاکتور بسط

قرار گرفت P. pinodellaدر کلادي مشابه P. sojicola،نتیجه
P. sojicolaشناختی و مطالعات ریختGCPSRو براساس 

در این بررسی، .معرفی گردیدP. pinodellaبه عنوان مترادف 
ت مطالعات جه) بتا توبولینو tef1(کننده پروتئین هاي کدژن

.مفید ارزیابی شدندPhomaفیلوژنتیکی در جنس 
هاي جنس در ایران، تاکنون مطالعه جامعی در مورد گونه

Phomaهایی که از این جنس صورت نگرفته است و تنها گزارش
هاي شناختی و یا دادهوجود دارد، صرفا براساس صفات ریخت

ه که این حاصل از توالی نوکلئوتیدي نواحی محدود ژنی بود
هاي مطالعات به صورت پراکنده و تنها در زمینه شناسایی گونه

گونه شامل 15تاکنون . انجام گرفته استPhomaجنس 
P.betae ازBeta vulgaris ،P. cucurbitacearumازCucumis

tuberosum ،P. exigua ازSolanum tuberosum،
P. glomerata ازTriticum aestivumگر از و تعدادي دی

همچنین، چندین گونه از مرحله . ها گزارش شده استمیزبان
وLeptosphaeria biglobosaتلئومورفی قارچ شامل 

Leptosphaeria maculans ازBrassica napus،
Leptosphaeria saccari ازSacharum officinarumو

Mycosphaerella rabiei ازCicer arietinum از مناطق مختلف
حیدري و همکاران ). Ershad 2009(گزارش شده است ایران

). 2010aletHeydari(گونه ،P. betae را با توجه به خصوصیات
به عنوان یکی از عوامل قارچی مولد شناختی شناسایی وریخت

پوسیدگی ریشه و طوقه کلزا در شهرستان مرودشت استان فارس 
گونه ) 2009t aleAghapour .(آقاپور و همکاران . اعلام نمودند

P. glomerataشناختی شناسایی و را براساس خصوصیات ریخت
.گزارش کردندFicus elasticaبرگی گیاهبه عنوان عامل لکه

P. medicaginisآرایه  var. medicaginis براساس صفات
ریبوزومی DNAاز ITSیابی نواحی شناختی و توالیریخت

Taraxacumهاي هرز شناسایی و از علف officinale و
Chenopodium murale در استان همدان معرفی شده است

)Razaghi et al. 2012.(

روش بررسی
هاي قارچیآوري، جداسازي و شناسایی نمونهجمع-

برداري از هاي آلوده، نمونهآوري نمونهبه منظور جمع
. هاي گیلان، مازندران، اصفهان و خوزستان انجام گردیداستان

هاي متفاوت برداري برحسب نوع علایم و میزبان از بخشمونهن
آوري شده در دماي محیط هاي جمعنمونه. گیاهان انجام شد

هاي کاغذي قرار داده و به خوبی خشک شده، سپس درون پاکت
.در دماي چهار درجه سلسیوس نگهداري شدند

هاي گیاهی آلوده دو به منظور جداسازي قارچ از بافت
در روش اول، جهت جداسازي . رد استفاده قرار گرفتروش مو

هاي برگی واجد پیکنیدیوم قارچ، قطعات برگ قارچ از بافت
هاي ضدعفونی و در تشتک% 90به وسیله پنبه آغشته به الکل 

. داده شدپتري حاوي کاغذ صافی استریل و مرطوب قرار
ه ها با سوزن سترون بها پس از خروج از پیکنیدیومکنیدیوم

) PDA)garAextroseDotatoPهاي حاوي محیط کشت تشتک
در روش دوم، . منتقل شدند) MEA)garAxtactEaltMو یا 

قطعات کوچکی از حد فاصل ناحیه سالم و آلوده گیاه بریده شده 
) WA(آگار - و پس از ضدعفونی سطحی به محیط کشت آب

روش هاي قارچی بهسازي جدایهدر نهایت خالص. شدندمنتقل 
هاي هاي خالص در لولهاسپور انجام و جدایهنوك ریسه و یا تک

WAو ) PCA)garAarrotCotatoPحاوي محیط کشت 

)garAaterW (شدندنگهداري.
هاي هاي قارچی براساس ویژگیجهت شناسایی گونه

شناختی، طبق توصیف ارایه شده توسط بوئرما و همکاران ریخت
هاي میسلیومی به قطر نظور، قرصبه این م. عمل شد) 2004(

هاي هفت روزه در حال رشد قارچ متر از حاشیه پرگنهپنج میلی
و MEAهاي پتري حاوي محیط کشت برداشته و به تشتک

OMA)oat meal agar (هاي تلقیح تشتک. انتقال داده شدند
درجه سلسیوس 22شده در شرایط تاریکی مطلق و دماي 

پس از هفت روز، میزان رشد . ي شدندبه مدت هفت روز نگهدار
و MEAگیري قطر پرگنه در دو محیط کشت پرگنه با اندازه

OMAهاي پتري به مدت سپس تشتک. ارزیابی و ثبت گردید
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ساعت نور نزدیک به فرابنفش 13هفت روز دیگر در شرایط 

)near UV ( درجه سلسیوس 22ساعت تاریکی در دماي 11و
ها، گیري ابعاد پیکنیدیومروز، اندازه14پس از . نگهداري شدند

50ها و کلامیدوسپورها با استفاده از بررسی حداقل کنیدیوم
هاي قارچی از جهت مطالعه اندام. اندام قارچی صورت پذیرفت

هاي نمونه. استفاده شدE200مدل ) Nikon(میکروسکوپ نیکون 
هاي ولهاي قارچی با استفاده از محلمیکروسکوپی از اندام

.بلو تهیه گردیدلاکتوفنل و کاتن
هاي فیلوژنتیکیتجزیه و تحلیل-

ها براساس خصوصیات پس از شناسایی جدایه
فیلوژنتیکی هایی از هر گونه جهت مطالعاتشناسی، جدایهریخت

میسلیومی به منظور تهیه توده). 1جدول (شدندانتخاب 
PDBژنومی، از محیط غذایی DNAجهت استخراج 

)potato dextrose broth (استخراج . استفاده شدDNA به روش
CTAB انجام گردید)Doyle & Doyle 1987(. به منظور

، اکتین ITS2-5.8S-ITS1ارزیابی فیلوژنتیکی، نواحی ژنومی 
جهت تکثیر . توبولین تکثیر و تعیین توالی شدندو بتا
هاياي از ترکیب آغازگرهستهITS2-5.8S-ITS1ناحیه
ITS1)'3-TCCGTAGGTGAACCTGCG-'(5به همراه
ITS4)'3-TCCTCCGCTTATTGATATGC-'5 ( به ترتیب

به عنوان آغازگرهاي مستقیم و معکوس استفاده شد 
)White et al. 1990( . مخلوط واکنشPCR 25با حجم

5/12میکرولیتر آب دیونیزه استریل، 5/8میکرولیتر شامل 
میکرولیتر از هر آغازگر X PCR Master Mix ،5/0 2میکرولیتر 
پیکومول در حجم 2/0با غلظت نهایی (پیکومول 10به غلظت 

غلظت (DNAمیکرولیتر 3و ) میکرولیتر مخلوط واکنش25
) مخلوط واکنشتریکرولیم25نانوگرم در حجم 10-5

در دستگاه ترموسایکلرPCRواکنش . تهیه گردید
)thermal cycler()MJ Research, USA (سازي با واسرشت

چرخه 35درجه سلسیوس به مدت پنج دقیقه و 95اولیه در 
یکدرجه سلسیوس به مدت 94سازي در واسرشتطیتحت شرا

دقیقه، بسط یکدرجه سلسیوس به مدت 56دقیقه، اتصال در 
دقیقه و بسط نهایی یکدرجه سلسیوس به مدت 72در
. قه انجام شددقی10درجه سلسیوس به مدت 72در

ACT-512Fبراي تکثیر ناحیه ژنی اکتین، از ترکیب آغازگرهاي 

)5'-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3' ( وACT-783R

)5'-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3' ( استفاده گردید
)Carbone & Kohn 1999(. مخلوط واکنشPCR 25با حجم

5/11میکرولیتر آب دیونیزه استریل، 5/9میکرولیتر شامل 
میکرولیتر از هر آغازگر X PCR Master Mix ،5/0 2میکرولیتر 
پیکومول در حجم 2/0با غلظت نهایی (پیکومول 10به غلظت 

غلظت (DNAمیکرولیتر 3و ) میکرولیتر مخلوط واکنش25
. تهیه شد) مخلوط واکنشتریکرولیم25نانوگرم در حجم 10-5

رایط در همان دستگاه ترموسایکلر تحت شPCRواکنش 
پنج دقیقهدرجه سلسیوس به مدت 95سازي اولیه در واسرشت

درجه سلسیوس 94سازي در چرخه با واسرشت40و سپس 
درجه سلسیوس 60ثانیه، اتصال در 30به مدت 

درجه سلسیوس به مدت72ثانیه، بسط در 30به مدت 
درجه سلسیوس 72ثانیه و بسط نهایی در 80

براي تکثیر ناحیه . شدبه مدت هفت دقیقه انجام
TUB2Fdآغازگرهاي ژنی بتا توبولین، از ترکیب

)5'-GTBCACCTYCARACCGGYCARTG-3' ( وTUB4Rd

)5'-CCRGAYTGRCCRAARACRAAGTTGTC-3'(استفاده
Woudenberg(گردید  et al. با PCRمخلوط واکنش ). 2009
میکرولیتر آب دیونیزه استریل،5/9میکرولیتر شامل 25حجم 

میکرولیتر از هر 2X PCR Master Mix ،5/0میکرولیتر 5/11
پیکومول در 2/0با غلظت نهایی (پیکومول 10آغازگر به غلظت 

در همان دستگاه DNAمیکرولیتر 3و ) میکرولیتر25حجم 
ترموسایکلر با شرایطی مشابه شرایط تکثیر ناحیه ژنی اکتین 

درجه سلسیوس 64با این تفاوت که دماي اتصال ،انجام شد
از طریق الکتروفورز در PCRسپس، محصولات . تنظیم گردید

تعیین توالی نواحی تکثیر شده . ارزیابی شدند% 2ژل آگارز 
پس . انجام شد) Bioneer, South Korea(توسط شرکت بایونیر 

ها با ها، توالیها، جهت اطمینان از صحت دادهاز اخذ توالی
BLAST)basic local alignmentاستفاده از ابزار جستجوي 

search tool (هاي موجود در بانک ژن با توالی)NCBI (
مقایسه فیلوژنتیکی هفت جدایه . مقایسه شدند

ها از بانک ژن جدایه که توالی آن24به دست آمده به همراه 
Pyrenochaeta lycopersiciاخذ شده بود انجام گرفت و گونه 

.در نظر گرفته شد) out-group(به عنوان گروه خارجی
MEGA v.6افزار و نرمClustalWها با استفاده از ابزار توالی

ها و ها از روش مقایسه توالیارزیابی توالیسازي شدند و در مرتب
ML(maximum(هايترسیم درخت فیلوژنتیکی با روش

likelihood و)MP(maximum parsimony با استفاده از
MEGAافزار نرم v.6 انجام شد)Tamura et al. 2013 .( براي

هاي حاصل، از هاي موجود در شجرهاطمینان از ثبات شاخه
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یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران
18)1( ،1396 تکرار استفاده گردید1000سنجی با انجام تجزیه و تحلیل اعتبار

)Felsenstein 1985 .(هاي حاصل از سه ناحیه ژنی مربوط توالی
براي فرستاده شد و شماره دستیابیNCBIبه هفت جدایه به 

.ها اخذ گردیدآن

نتیجه
هاي مازندران، گیلان، اصفهان برداري از استانطی نمونه
Phomaهاي مختلف جنس جدایه از گونه35و خوزستان تعداد 

وابسته به دست آمدند که به هفت گونه تعلق هايو آرایه
:گرددبه شرح زیر ارایه میهاگونهاینتوصیف . داشتند

Didymella bellidis (Neerg.) Q. Chen & L. Cai, in 1 -
Chen, Jiang, Zhang, Cai & Crous, Stud. Mycol. 82: 174

(2015)

Ailanthusبرگاز هیشش جدا: هاي بررسی شدهنمونه

(Mill.) Swinglealtissima،هاي جدایهAi20-P-IR،
Ai21-P-IR،Ai23-P-Ai22 IR-P-IR ،Ai24-P-IRوAi25-P-IR،

گیلان، شهرستان آستانه اشرفیه، منطقه صفرابسته، استان
15/4/1394

ها کروي تا نامنظم، داراي یک روزنه پیکنیدیوم
به صورت منفرد یا در هم ادغام شده، ) papillate(دار پستانک
میکرومتر پراکنده در سطح محیط کشت، 600تا 200به قطر 

ایش میکرومتر داراي آر120- 200تر به قطر گاهی کوچک
، سلولی، بیضويرنگ، تکها بیکنیدیوم. شعاعی متحدالمرکز

میکرومتر واجد یک تا دو 4-8)-8/4(× 5/1-5/2)-9/1(به ابعاد 
در قطبین، توده کنیدیوم به رنگ سفید ) guttule(قطره چربی 

ها در هر دو هاي متورم توسط ریسهمتمایل به زرد و تولید سلول
.محیط کشت

به رنگ سفید با MEAمحیط کشت پرگنه قارچ روي
روز 14و پس از 52حاشیه منظم،  قطر پرگنه در هفت روز اول 

پرگنه قارچ به رنگ OMAمتر و روي محیط کشت میلی75
منظم و قطر پرگنه پس از هفت اي با حاشیهسبز متمایل به قهوه

).1شکل (متر میلی75و 50روز به ترتیب 14و 

پرگنه هفت روزه OMA ،.Bپرگنه هفت روزه قارچ روي محیط کشت Ai20-P-IR :(.Aجدایه (ella bellidisDidymگونه- 1شکل 
،MEAروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . OMA ،Dروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . MEA ،Cقارچ روي محیط کشت 

E .میکرومتر100= مقیاس (ها پیکنیدیوم( ،F .ها کنیدیوم) میکرومتر10= مقیاس( ،G .هاي متورم سلول) میکرومتر20= مقیاس.(
Fig. 1. Didymella bellidis (isolate IR-P-Ai20): A. Seven days old colony on OMA, B. Seven days old colony on
MEA, C. 14 days old colony on OMA, D. 14 days old colony on MEA, E. Pycnidia (Bar = 100 µm), F. Conidia
(Bar = 10 µm), G. Swollen cell (Bar = 20 µm).
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1396، )1(18یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران
و گیاهان Bellis perennisگیاه از بذور D. bellidisگونه 

برگی و مرگ عامل لکهبه عنوان همچنین وAsteraceaeتیره 
etBoerema(گیاهچه از نقاط مختلف اروپا گزارش شده است

. 2004al .(گیاهبرگین عامل لکهاین گونه به عنواAngelia

dahurica پوسیدگی ساقه گیاه عامل وEleocharis dulcisاز
)..2016et al, Xu. 2011et alLv .(شده استگزارشچین 
.آرایه جدیدي براي فلور قارچی ایران استD. bellidisگونه 

2-Neocamarosporium betae (Berl.) Ariyawansa & K.D.

Hyde, in Ariyawansa, Thambugala, Manamgoda,
Jayawardena, Camporesi & Saranyaphat, Fungal Diversity

71: 119 (2015)

،L.Beta vulgarisچهار جدایه از برگ : شدههاي بررسینمونه
، be14-P-IRو be11-P-IR ،be12-P-IR،be13-P-IRهاي جدایه

02/02/1393استان خوزستان، شهرستان دزفول، 
ها کروي، تقریبا کروي تا بیضوي، منفرد یا پیکنیدیوم

هاي متراکم میسلیومی چند عدد درهم ادغام شده، پوشیده از مو
با یک یا دو روزنه نه چندان واضح بدون پستانک به قطر

رنگ، کروي تا بیضوي، ها بیکنیدیوم. میکرومتر350-150

تر و توده کنیدیوم میکروم4-7)- 5(× 2-3)- 8/2(به ابعاد 
به رنگ سفید متمایل به صورتی، داراي چند لکه چربی کوچک 

.هاهاي متورم توسط ریسهتولید سلول. پراکنده
اي به رنگ قهوهMEAپرگنه قارچ روي محیط کشت 

متر میلی70و 42متمایل به خاکستري با حاشیه منظم و قطر 
نگ سبز به رOMAروز و روي محیط کشت 14پس از هفت و 

متر پس از میلی75و 65تیره با میسلیوم هوایی سفید به قطر 
).2شکل (روز 14هفت و 

داراي پراکنش جهانی بوده و از ارقام N. betaeگونه 
، اسفناج و گیاهان تیره )Beta vulgaris(مختلف چغندر 

Chenopodiaceaeسیاه، این گونه عامل ساق. گزارش شده است
برگی گی ریشه، پوسیدگی انباري و لکهمرگ گیاهچه، پوسید

این گونه با نام،در ایران.)2004et alBoerema .(باشد می
betae.P 1972نخستین بار توسط آلتمان و همکاران در سال

گزارش شد و پس از آن نیز بارها توسط افراد Beta vulgarisاز 
).Ershad 2009(مختلف از این گیاه گزارش شده است 

پرگنه هفت روزه OMA ،.Bپرگنه هفت روزه قارچ روي محیط کشت be13-P-IR( :.Aجدایه (betaeNeocamarosporiumگونه- 2شکل 
،MEAروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . OMA ،Dروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . MEA ،Cقارچ روي محیط کشت 

E .مترمیکرو100= مقیاس (ها پیکنیدیوم( ،F .ها کنیدیوم) میکرومتر10= مقیاس( ،G .هاي متورم سلول) میکرومتر20= مقیاس.(
Fig. 2. Neocamarosporium betae (isolate IR-P-be13): A. Seven days old colony on OMA, B. Seven days old colony on
MEA, C. 14 days old colony on OMA, D. 14 days old colony on MEA, E. Pycnidia (Bar = 100 µm), F. Conidia
(Bar = 100 µm), G. Swollen cells (Bar = 20 µm).
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یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران
18)1( ،1396 Didymella pinodella (L.K. Jones) Q. Chen & L. Cai, 3 -

Stud. Mycol. 82: 178 (2015)

Trigonellaبرگازهیچهار جدا:شدهبررسیهاي نمونه

L.graecum-foenum ،هاي هجدایve32-P-IR ،ve33-P-IR،-IR

ve34-P ،ve35-P-IR،،استان مازندران، شهرستان بابل
12/01/1394

ها کروي، تقریبا کروي تا نامنظم، داراي روزنه پیکنیدیوم
رنگ، ها بیکنیدیوم. میکرومتر100- 280مشخص به قطر 

مرغی تا بیضوي، فاقد یا داراي دیواره عرضی به ابعاد تخم
میکرومتر و توده کنیدیوم به رنگ 6- 10)- 2/7(× 2- 3)-67/2(

ها داراي یک یا دو قطره سفید متمایل به زرد، برخی از کنیدیوم
هاي سلولی در قسمتهاي تکتولید کلامیدوسپور. چربی کوچک

میانی یا انتهایی ریسه به صورت منفرد یا زنجیري به ابعاد
.میکرومتر20-10

زیتونی به رنگ EAMپرگنه قارچ روي محیط کشت 
70و 45- 55و قطري با حاشیه نامنظم امتمایل به قهوه

OMAروز و روي محیط کشت 14متر پس از هفت و میلی

با حاشیه منظم رنگ ايهاي قهوهسفید همراه با رگهبه رنگ 
).3شکل (روز 14متر پس از هفت و میلی70و 55به قطر 

عروف گیاهان تیره بیمارگر مD. pinodellaگونه 
Leguminosae خصوصاsativumPisum و عامل بیماري

برگی در طیف وسیعی از گیاهان در نقاط مختلف سیاه و لکهساق
pinodesPeyronellaeaاین گونه اغلب با . باشدجهان می

به دلیل شباهت در دامنه میزبانی، علایم بیماري و تولید 
هاي هرچند تفاوت در ویژگی. ودشکلامیدوسپور اشتباه گرفته می

هاي بالغ واجد دیواره عرضی و تولید اندام جنسی پرگنه، کنیدي
سازد پذیر میهاي کشت تازه تمایز را تا حدودي امکاندر محیط

). 2004et alBoerema .(گونه ،در ایرانP. pinodella از سویا
)Glycine max( گزارش شده است)Zad 1979 .(نه بنابراین، گو

Trigonella foenum-(براي نخستین بار از گیاه شنبلیله مذکور 

.Lgraecum(شوددر ایران گزارش می.

پرگنه هفت روزه OMA ،.Bپرگنه هفت روزه قارچ روي محیط کشت ve35-P-IR( :.Aجدایه (Didymella pinodellaگونه-3شکل 
،MEAروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . OMA ،Dروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . MEA ،Cقارچ روي محیط کشت 

E .میکرومتر100= مقیاس (ها پیکنیدیوم( ،F .ها کنیدیوم) میکرومتر10= مقیاس( ،G .کلامیدوسپورها) میکرومتر20= مقیاس.(
Fig. 3. Didymella pinodella (isolate IR-P-Ve35): A. Seven days old colony on OMA, B. Seven days old colony on
MEA, C. 14 days old colony on OMA, D. 14 days old colony on MEA, E. Pycnidia (Bar = 100 µm), F. Conidia
(Bar = 10 µm), G. Chlamydospores (Bar = 20 µm).
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1396، )1(18یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران

Phoma destructiva var. destructiva Plowr., 4 -
Gard. Chron., N.S. 16: 621 (1881)

Solanumاز برگهیپنج جدا: شدههاي بررسی نمونه

L.lycopersicumهاي ، جدایهTo3-P-IR ،To4-P-IR،-P-IR

To5 ،To6-P-IR وTo7-P-IR استان مازندران، مزارع اطراف ،
26/04/1393شهرستان بهنمیر، 
ها کروي تا نامنظم، منفرد یا مجتمع و غالبا پیکنیدیوم

دار شت، داراي یک روزنه پستانکبه صورت فرورفته در محیط ک
رنگ، دوکی شکل تا ها بیکنیدیوم. میکرومتر120-340به قطر 

4-7)- 31/5(× 2- 3)-24/2(بیضوي، فاقد دیواره عرضی به ابعاد 
. میکرومتر و توده کنیدیوم به رنگ صورتی متمایل به نارنجی

هاي میانی یا سلولی در قسمتهاي تکتولید کلامیدوسپور
.ی ریسهانتهای

اي به رنگ قهوهMEAپرگنه قارچ روي محیط کشت 
سطحی سفیدرنگ باهايمسلیومباهمراهتیرهسبزبهمتمایل

روز و 14متر پس از هفت و میلی75و 50حاشیه منظم و قطر
هاي سبز به رنگ سفید همراه با رگهOMAروي محیط کشت 

ر پس از هفت و متمیلی75و 44تیره با حاشیه منظم به قطر 
).4شکل (روز 14

فرنگی در بارها از گوجه1977این گونه از سال 
سبب P. destructivaگونه . هاي هلند گزارش شده استگلخانه

هاي گردد و پیکنیدیومها میها و ساقهاي در برگنکروز قهوه
ها ظاهر دوایر متحدالمرکز در محل لکهصورترنگ قارچ بهسیاه
گردد چنین، این گونه پوسیدگی میوه را موجب میهم. شوندمی

فرنگی از نقاط مختلف جهان و به عنوان عامل سوختگی گوجه
et alBoerema. 2016,aletRashid.(گزارش شده است 

تاکنون گزارشی از این گونه در ایران وجود نداشته و ). 2004
آرایه جدیديdestructivavar.Phoma destructivaواریته 

.باشدبراي فلور قارچی ایران می

،OMAپرگنه هفت روزه قارچ روي محیط کشت To4-P-R( :.Aجدایه(destructivavar.Phoma destructivaگونه- 4شکل 
.B پرگنه هفت روزه قارچ روي محیط کشتMEA ،C . روزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنهOMA ،D . روزه قارچ روي محیط 14پرگنه

).میکرومتر20= مقیاس (ها کلامیدوسپور. G، )میکرومتر10= مقیاس (ها کنیدیوم. F، )میکرومتر100= مقیاس (ها پیکنیدیوم. MEA ،Eکشت 
Fig. 4. Phoma destructiva var. destructiva (isolate IR-P-To4): A. Seven days old colony on OMA, B. Seven days old
colony on MEA, C. 14 days old colony on OMA, D. 14 days old colony on MEA, E. Pycnidia (Bar = 100 µm),
F. Conidia (Bar = 10 µm), G. Chlamydospores (Bar = 20 µm).
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یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران
18)1( ،1396 Boeremia exigua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & 5-

Verkley, Studies in Mycology 65: 37 (2010)

Paliurusاز برگهیهفت جدا: هاي بررسی شدهنمونه

L.christi-spinaهاي ، جدایهPa12-P-IR ،-P-IR

Pa13،Pa14-P-IR ،Pa15-P-IR وPa16-P-IR ،-P-IR

Pa17 وPa18-P-IR استان مازندران، شهرستان پل ،
10/07/1393منطقه شورمست، سفید،

فرد ها کروي، تقریبا کروي تا نامنظم، منپیکنیدیوم
یا مجتمع، گاهی به صورت فرورفته در محیط کشت، 

. میکرومتر120- 280دار به قطر داراي یک روزنه پستانک
رنگ، دوکی شکل تا بیضوي فاقد یا داراي ها بیکنیدیوم

4- 12)- 3/7(× 5/2- 4)- 3(یک یا دو دیواره عرضی به ابعاد
ها داراي یک یا دو قطره میکرومتر، برخی از کنیدیوم

در سطح یا قطبین و توده کنیدیوم به رنگ سفید چربی
.هاهاي متورم توسط ریسهتولید سلول. متمایل به زرد

به رنگ MEAپرگنه قارچ روي محیط کشت 
65خاکستري متمایل به زیتونی با حاشیه نامنظم و قطر

روز و روي محیط 14متر پس از هفت و میلی75و 
اکستري متمایل هاي خرنگ همراه با رگهبیOMAکشت 

متر میلی75و 65به سبز تیره با حاشیه نامنظم به قطر 
).5شکل (روز14پس از هفت و 
داراي دامنه میزبانی وسیع B. exiguaگونه 

میزبان گیاهی 200باشد و تاکنون از بیش از می
،طلب استاین گونه قارچی فرصت. اندجداسازي شده

ها ون نکروز در برگکه ممکن است علایمی همچبه طوري 
در گیاهانها راهاي جوان و غدهها، پوسیدگی ریشهو ساقه

نمایدایجادAsteraceae،Solanaceae،Apiaceaeهايتیره

)Boerema et al. هایی از بیمارگري این گزارش). 2004
از نقاط مختلف جهان وجود دارد …وگونه از پنبه، کاهو

هاي انسانی نیز قرار گرفته مارگرو همچنین، در فهرست بی
Koike(است  et al. 2006, Koening et al. 2000,

Aveskamp et al. 2008(.این گونه توسط ،در ایران
زمینی گزارش از سیب2002شریفی و همکاران در سال 

).Ershad 2009(شده است

6-Malbr. & Roum, Fungi SelectiPhoma medicaginis

Galliaei Exs. 37: No. 3675 (1886)

Medicagoروي برگ و ساقه: شدههاي بررسینمونه

L.sativaهاي ، جدایهMe7-P-IR ،Me8-P-IR،-P-IR

Me9 ،Me10-P-IR وMe11-P-IR ،استان اصفهان ،
24/02/1393شهرستان گلپایگان، 

ها کروي تا تقریبا کروي، منفرد و فاقد پیکنیدیوم
150- 350ه مشخص به قطر زواید میسلیومی، فاقد روزن

اي شکل و به ندرت استوانهرنگ، ها بیکنیدیوم. میکرومتر
4- 12)- 5(× 5/1- 2)- 9/1(به ابعادواجد دیواره عرضی

ها به رنگ سفید متمایل میکرومتر، توده کنیدیوم
سلولی به صورت تولید کلامیدوسپورهاي تک. به صورتی

.هااي توسط ریسهزنجیره
به رنگ MEAي محیط کشت پرگنه قارچ رو

هاي سطحی سفیدرنگ در اي تیره همراه با مسلیومقهوه
متر میلی50و 45مرکز پرگنه با حاشیه منظم و قطر

به رنگ OMAروز و روي محیط کشت 14پس از هفت و 
23زیتونی متمایل به سبز تیره با حاشیه نامنظم به قطر 

.)6شکل (روز 14متر پس از هفت و میلی40و 
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1396، )1(18یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران

پرگنه هفت روزه OMA ،.Bپرگنه هفت روزه قارچ روي محیط کشت Pa15-P-IR( :.Aجدایه (Boeremia exiguaگونه - 5شکل 
،MEAروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . OMA ،Dروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . MEA ،Cقارچ روي محیط کشت 

E .میکرومتر100= مقیاس (ها پیکنیدیوم ( وF .ها کنیدیوم) میکرومتر10= مقیاس( ،G .هاي متورم سلول) میکرومتر20= مقیاس.(
Fig. 5. Boeremia exigua (isolate IR-P-Pa15): A. Seven days old colony on OMA, B. Seven days old colony on
MEA, C. 14 days old colony on OMA, D. 14 days old colony on MEA, E. Pycnidia (Bar = 100 µm), F. Conidia
(Bar = 10 µm), G. Swollen cell (Bar = 20 µm).

پرگنه هفت روزه OMA ،.Bپرگنه هفت روزه قارچ روي محیط کشت Me8-P-IR( :.Aجدایه (Phoma medicaginisگونه - 6شکل 
،MEAروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . OMA ،Dروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . MEA ،Cقارچ روي محیط کشت 

E .میکرومتر100= مقیاس (ها پیکنیدیوم( ،F .ها کنیدیوم) میکرومتر10= مقیاس( ،G .ها کلامیدوسپور) میکرومتر20= مقیاس.(
Fig. 6. Phoma medicaginis (isolate IR-P-Me8): A. Seven days old colony on OMA, B. Seven days old colony on
MEA, C. 14 days old colony on OMA, D. 14 days old colony on MEA, E. Pycnidia (Bar = 100 µm), F. Conidia
(Bar = 10 µm), G. Chlamydospores (Bar = 20 µm).
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یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران
18)1( ،1396 سیاه یونجه عامل بیماري ساقP. medicaginisگونه 

)Medicago sativa ( از تیرهFabaceae شود و از میمحسوب
دو . گیاهان غیر از اعضاي این تیره نیز جداسازي شده است

P. medicaginisو.medicaginisvar.medicaginisPواریته 

. macrosporavarشناختی بسیار هاي ریختاز لحاظ ویژگی
ها تولید ویژگی متمایز کننده در آنشبیه به هم هستند و تنها 

دیواره عرضی در 3تا 1هاي بزرگ واجد کنیدیومدرصد زیادي از 
macrosporaدر واریته روي میزبان) زمستان(فصل سرما 

var.P. medicaginisآرایه). 2004et alBoerema .(باشد می

pinodellaسیاه شبدر نیز تاکنون به عنوان عامل ساق
برگی نخودفرنگی گزارش شده استقرمز و پوسیدگی و لکه

)White & Morgan-Jones 1987 .(دو واریته ،در ایران
macrospora وmedicaginis از یونجه و واریتهpinodella از

cicer)نخود ایرانی arietinum)اند گزارش شده)Ershad 2009.(

7 -Didymella acetosellae (A.L. Sm. & Ramsb.) Q. Chen

& L. Cai, in Chen, Jiang, Zhang, Cai & Crous, Stud.
Mycol. 82: 173 (2015)

، L.Rumex crispusاز برگ هیچهار جدا: هاي بررسی شدهنمونه
استان مازندران، شهرستان ،Ru45-P-IRوRu44-P-IRهاي جدایه

هاي، جدایه10/07/1393،آبادکلاردشت، جاده کلاردشت به عباس
Ru46-P-IR وRu47-P-IR استان مازندران، بهشهر، منطقه
15/03/1394،آبادعباس

پرگنه هفت روزه OMA ،.Bپرگنه هفت روزه قارچ روي محیط کشت Ru46-P-IR( :.Aجدایه (acetosellaeDidymellaگونه- 7شکل 
. MEA،Eروزه قارچ روي محیط کشت14پرگنه . OMA ،Dروزه قارچ روي محیط کشت 14پرگنه . MEA ،Cقارچ روي محیط کشت 

).میکرومتر20= مقیاس (هاي متورم سلول. G، )میکرومتر10= مقیاس (ها کنیدیوم. F، )میکرومتر100= مقیاس (هایدیومپیکن
Fig. 7. Didymella acetosellae (isolate IR-P-Ru46): A. Seven days old colony on OMA, B. Seven days old colony on
MEA, C. 14 days old colony on OMA, D. 14 days old colony on MEA, E. Pycnidia (Bar = 100 µm), F. Conidia
(Bar = 10 µm), G. Swollen cell (Bar = 20 µm).

ها کروي تا تقریبا کروي، منفرد، واجد زواید پیکنیدیوم
100- 250دار به قطرسطحی میسلیومی، یک یا دو روزنه پستانک

بیضوي تا سوسیسی شکل و به ندرت رنگ،ها بیکنیدیوم. میکرومتر
میکرومتر، 6- 11)- 5/6(× 2- 3) - 2/2(به ابعادواجد دیواره عرضی

ها ها داراي یک یا چند قطره چربی، توده کنیدیومبرخی از کنیدیوم
.هاهاي متورم توسط ریسهتولید سلول. به رنگ سفید متمایل به زرد

ی به رنگ زیتونMEAپرگنه قارچ روي محیط کشت 
متر پس میلی60و 40اي با حاشیه منظم و قطرمتمایل به قهوه

سفید رنگ در OMAروز و روي محیط کشت 14از هفت و 
55هاي هوایی به قطر اي و فاقد میسلیومحاشیه متمایل به قهوه

).7شکل (روز 14متر پس از هفت و میلی75و 
هاي مسن قارچی شایع در برگD. acetosellaeگونه 

acetosellamexRu از تیرهPolygonaceaeباشد و سبب می
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1396، )1(18یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران
این گونه تاکنون . شودبرگی و نکروز ساقه در این گیاهان میلکه

از نقاط مختلف دنیا و در هر مکانی که میزبان وجود داشته باشد 
تاکنون گزارشی از ). 2004et alBoerema .(گزارش شده است 

آرایه D. acetosellaeگونه ذا این قارچ در ایران وجود نداشته و ل
.آیدجدیدي براي فلور قارچی ایران به حساب می

وابستههايو آرایهPhomaهاي جنس ارزیابی فیلوژنتیکی گونه-
جدایه، در مجموع35شناختی هاي ریختپس از بررسی

شناختی هاي ریختهفت جدایه به عنوان نماینده گونه
جدایه مربوط 24توالی . دندشجهت مطالعات مولکولی انتخاب

اخذ و ) NCBI(ها نیز از بانک ژن به این گروه از قارچ
هاي هفت جدایه مورد مطالعه در این تحقیق اضافه به توالی

Pyrenochaetaگونه. انجام شدنیز ها سازي آنگردید و همردیف

R.W. Schneid. & Gerlachlycopersici به عنوان گروه
تجزیه و ). 1جدول (انتخاب شد out)-p)grouخارجی 

، ITSژنی مبتنی بر نواحی ژنومی هاي فیلوژنتیکی تکتحلیل
با TUB)-ACT-(ITSژنی و در نهایت چندبتا توبولیناکتین و 

.انجام شدMEGA6افزار با استفاده از نرمMPو MLهاي روش

)NCBI(ژن بانکیابی شده در این تحقیق و اخذ شده ازابسته توالیهاي وو آرایهPhomaهاي جنس هاي گونهمشخصات جدایه-1جدول
Table 1. Isolates of species belonging to Phoma and related taxa sequenced in this study and obtained from GenBank (NCBI)

گونه
(Taxon)

جدایه
(Isolate)

منبع
(Reference)

(NCBI)ژنبانکدردستیابیشماره
(GenBank Accession No.)

ITSACTTUB
Boeremia diversisporaCBS 102.80Aveskamp et al. (2008)GU237725EU880861GU237492

B. exiguaCBS 116.76Aveskamp et al. (2008)GU237754EU880880GU237500
B. exigua

var. linicola
CBS 114.28Aveskamp et al. (2010)GU237752EU880879GU237499

B. exiguaIR-P-Pa15Amirdehi et al. (2017)KY486370KY486367KY486380

B. lycopersiciCBS 109172Berner et al. (2010)GU237739KY484569GU237513

B. noackianaCBS 101215Berner et al. (2017)KY484671EU880883KY484766

B. strasseriCBS 261.92Aveskamp et al. (2009)GU237813EU880905GU237519

Didymella bellidisCBS 714.85Crous et al. (2010)GU237904KT287041GU237586

D. bellidisICMP 11385Johnston & Park (2015)KT309826KT309164KT309414

D. bellidisIR-P-Ai20Amirdehi et al. (2017)KY486368KY486362KY486378

D. acetosellaeICMP 6878Johnston & Park (2015)KT310013KT309347KT309590

D. acetosellaeICMP 6824Johnston& Park (2015)KT309994KT309328KT309574

D. acetosellaeICMP 10847Johnston& Park (2015)KT309806KT309145KT309395

D. acetosellaeIR-P-RU46Amirdehi et al. (2017)KY486373KY486361KY486377

D. chenopodiiCBS 128.93Aveskamp et al. (2010)GU237775JN251985GU237591

D. pinodellaCBS 318.90Aveskamp et al. (2008)EU573028FJ426941FJ427161

D. pinodellaCBS 531.66Aveskamp et al. (2008)FJ427052FJ426942FJ427162

D. pinodellaIR-P-Ve35Amirdehi et al. (2017)KY486372KY486364KY486381

D. rheiICMP 10849Johnston & Park (2015)KT309807KT309146KT309396

D. viburnicolaICMP 7022Johnston & Park (2015)KT310018KT309352KT309594

Phoma eupyrenaCBS 374.91Aveskamp et al. (2009)FJ426999FJ426892FJ427110
P.destructiva

var. destructiva
CBS 133.93de Gruyter et al. (2011)GU237779JN251987GU237602

P.destructiva
var. diversispora

CBS 162.78Aveskamp et al. (2008)GU237788JN251988GU237600

P. destructivaTO4-P-IRAmirdehi et al. (2017)KY486369KY486366KY486379

P. medicaginisICMP:6632Johnston & Park (2015)KT309972KT309306KT309554

P. medicaginisICMP:6662Johnston & Park (2015)KT309977KT309311KT309557

P. medicaginisIR-P-Me8Amirdehi et al. (2017)KY486371KY486363KY486376

betaeNeocamarosporiumCBS 523.66de Gruyter et al. (2011)FJ426981JF740118KT389842

betaeN.F739Strausbaugh et al. (2015)KM249075KM249131KM249111

betaeN.IR-P-be13Amirdehi et al. (2017)KY486374KY486365KY486375

Pleospora fallensICMP 10936Johnston & Park (2015)KT309809KT309148KT309398

Pyrenochaeta lycopersiciCBS 267.59Shimono et al. (2009)JF740261AB499664AB500009
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یهانرست/ ... Phomaهاي جنس شناسی و مولکولی برخی گونهمطالعه ریخت/ امیردهی و همکاران
18)1( ،1396

جدایه از 31براي بتا توبولین، اکتین و ITSشجره فیلوژنتیکی رسم شده با استفاده از توالی نوکلئوتیدي نواحی ژنومی - 8شکل
رمقداشاخههربالاياعداد. MEGA6افزار در نرمmaximum likelihoodهاي وابسته به روش و آرایهPhomaهاي جنس گونه

به عنوان گروه خارجی در CBS 267.59Pyrenochaeta lycopersiciگونه .دهندمینشانراتکرار1000از)bootstrap(اعتبارسنجی 
).اندهاي مورد مطالعه در این تحقیق بولد شدهجدایه(جدایه از بانک ژن اخذ شده است24توالی . نظر گرفته شد

Fig. 8. The phylogenetic tree constructed with maximum likelihood method based on the ITS-ACT-TUB sequence data
in MEGA6 for 21 isolates of Phoma and related taxa. Numbers above the branches show the bootstrap values with 1000
replicates. The tree is rooted using Pyrenochaeta lycopersici (CBS 267.59). Twenty four related sequences were
obtained from GenBank (isolates studied in this survey are marked with bold letters).

ها با استفاده از توالی ارزیابی روابط فیلوژنتیکی گونه-
ITS2-5.8S-ITS1نوکلئوتیدي ناحیه 

از ITS2-5.8S-ITS1طول توالی نوکلئوتیدي ناحیه 
DNAجدایه مورد بررسی 31یابی شده در بین ریبوزومی توالی

در شجره فیلوژنتیکی . جفت باز متغیر بود528الی 415از 
،B. exiguaهاي، گونهMLترسیم شده براساس روش 

destructivavar.P. destructiva ،P. medicaginis،
D. acetosellae،D. bellidis ،D. pinodella وN. betae در

ITSکلادهایی مجزا قرار گرفتند، اما توالی نوکلئوتیدي ناحیه 

Didymellaو Boeremiaهاي هاي جنسقادر به تفکیک گونه

Didymellaهاي جنس در کنار گونهB. exiguaهاي نبود و گونه

در یک کلاد Boeremiaهاي جنس همراه با گونهD. rheiو گونه 
، طول MPره فیلوژنتیکی حاصل از روش در شج. جاي گرفتند

، )91/0(همچنین، شاخص پایداري . به دست آمد341شاخه 
ها براي کلیه و شاخص ثبات واحد) 97/0(شاخص بازداري 

.به دست آمد) 8/0(ها مکان
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ها با استفاده از توالی ارزیابی روابط فیلوژنتیکی گونه-

(ACT)نوکلئوتیدي ناحیه ژنی اکتین

31ی نوکلئوتیدي ناحیه ژنی اکتین در بین طول توال
. جفت باز متغیر بود164الی 148جدایه مورد بررسی از 

هاي ، گونهMLدر شجره فیلوژنتیکی ترسیم شده براساس روش 
D. acetosellae ،D. bellidis وD. pinodella به ترتیب با مقدار

مراه از یکدیگر تفکیک شدند و ه% 99و % 96، %99سنجی اعتبار
در کلادي P. eupyrenaو D. chenopodii ،D. rheiهاي با گونه

وB. exigua ،B. lycopersiciهاي گونه. مجزا قرار گرفتند
B. strasseri به صورت کلاد خواهري % 93با درجه اعتبارسنجی

هايگونه.گرفتندقرارdestructivavar.P. destructivaبا 
N. betae وP. medicaginis تفکیک % 100و % 85با حمایت

، طول شاخه MPشجره فیلوژنتیکی حاصل از روش در. شدند
، شاخص )65/0(همچنین، شاخص پایداري . به دست آمد282

ها ها براي کلیه مکانو شاخص ثبات واحد) 82/0(بازداري 
شجره فیلوژنتیکی حاصل از ناحیه ژنی . به دست آمد) 54/0(

نیز قادر به تفکیک MPوMLاکتین در هر دو روش 
. نبودPhomaو Boeremia ،Didymellaهاي جنس گونه
هايو گونه% 98سنجی با مقدار اعتبارD. bellidisهايگونه

destructivavar.P. destructiva وB. exigua 100با حمایت%
دادند و سایر % 80خواهري با حمایت تفکیک و تشکیل کلاد

.هاي مستقل قرار گرفتنددر کلاد% 010ها با حمایت گونه
ها با استفاده از توالی ارزیابی روابط فیلوژنتیکی گونه-

(TUB)بتا توبولیننوکلئوتیدي ژن 

در بین بتا توبولینطول توالی نوکلئوتیدي ناحیه ژنی 
. جفت باز متغیر بود271الی 230جدایه مورد بررسی از 31

،B. diversisporaهاي، گونهMLاساس روشدر شجره فیلوژنتیکی بر
B. exigua ،B. lycopersici ،B. noackiana وB. strasseri با

هايقرار گرفتند و گونهدر یک کلاد% 70سنجی مقدار اعتبار
D. acetosellae ،D. bellidis،D. pinodella ،P. medicaginis

در % 100و % 99، %99، %89،%100با حمایت N. betaeو 
در شجره فیلوژنتیکی حاصل از تجزیه و . دي مجزا قرار گرفتندکلا

همچنین، شاخص . به دست آمد285، طول شاخه MPتحلیل 
ها و شاخص ثبات واحد) 81/0(، شاخص بازداري )55/0(پایداري 

هاي ترسیم هرچند درخت. به دست آمد) 57/0(ها براي کلیه مکان
، بتا توبولیننی از ناحیه ژMPو MLهاي شده حاصل از روش

مجزا تفکیک نمود، اما را در کلاديBoeremiaهاي جنسگونه
.نبودPhomaو Didymellaهاي هاي جنسبه تمایز گونهقادر

ها با استفاده از توالی ارزیابی روابط فیلوژنتیکی گونه-
)بتا توبولین-اکتین- (ITSنوکلئوتیدي چندژنی 

-اکتین- ITS(نی طول توالی نوکلئوتیدي سه ناحیه ژ
871الی 830جدایه مورد بررسی از 31در بین ) بتا توبولین

در شجره فیلوژنتیکی ترسیم شده براساس . جفت باز متغیر بود
هايشامل گونهAکلاد . پنج کلاد مشاهده شدMLروش 

D. acetosellae ،bellidis.D ،chenopodii.D،pinodella.D ،
D. rhei وD. viburnicola در یک % 89با مقدار اعتبارسنجی

به صورت خواهري با این eupyrena.Pکلاد قرار گرفتند و گونه 
گونه Cو کلاد P. medicaginisگونه Bکلاد . کلاد قرار گرفت
P. destructivaشد که هر کدام با میزان حمایت را شامل می

هاي جنس شامل گونهDکلاد . شدندتفکیک می% 100
Boeremiaهاي شد که گونهمیexiguaB. را با مقدار

با N. betaeهاي گونهEکلاد . گرفتدر بر می% 98اعتبارسنجی 
با fallens.Pشد و گونه را شامل می% 100سنجی مقدار اعتبار

.در یک کلاد با این گونه قرار گرفت% 69درجه اعتبارسنجی 
، MPلیو تحلهیتجزدر شجره فیلوژنتیکی حاصل از 

همچنین، شاخص پایداري، . به دست آمد744ها شاخهطول
82/0، 6/0ها به ترتیب شاخص بازداري و شاخص ثبات واحد

لیو تحلهیتجزکارکتر در 740مجموعا . حاصل شد56/0و 
براساس این درخت، . نهایی مورد استفاده قرار گرفت

، Boeremia ،Didymellaهاي هاي متعلق به جنسگونه
Phoma وamarosporiumNeoc هر کدام در کلادهاي

.مستقل قرار گرفتند

بحث
-هاي ریختبه دلیل دارا بودن ویژگیPhomaجنس 

بندي مصنوعی، جنسی قابل بحث به شمار شناختی مبهم و گروه
بندي که در حال حاضر طبقه). 2009et al.Aveskamp(رود می

ین این جنس و واضح بدلیل تمایز غیراز این جنس وجود دارد به
چندین جنس وابسته و یا حتی همگرا همواره مورد انتقاد بوده 

ها جهت حل مشکلات تاکسونومیکی حلیکی از راه. است
. ها به نهُ بخش بوده استبندي آن، گروهPhomaهاي جنس گونه

ها بسیار مفید به نظر این روش هر چند در شناسایی گونه
هاي یک بخش در بوط به گونههاي مررسید، اما گاهی ویژگیمی

هاي تاکسونومیکی نیز مشاهده شده است و هنوز سایر گروه
بندي از منظر تکاملی طبیعی است، نوع تقسیماطمینان از این

هايرسد که بخش، به نظر میاینعلاوه بر . وجود ندارد
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18)1( ،1396 Phoma وPhyllostictoidesهایی مصنوعی باشند، زیرا گروه

ها را تفکیک نماید، یک ویژگی مناسب این بخشکه به جاي آن
هاي فاقد ویژگی مناسب هایی هستند که گونهدر واقع گروه

et alAveskamp.(اند ها قرار داده شدهجهت تمایز در آن

دستخوش Phomaهاي اخیر جنس رو در سالاز این). 2008
هاي فیلوژنتیکی زیادي تجزیه و تحلیلشده وفراوانیتغییرات 

صورت Phomaها در کمپلکس جهت تعیین جایگاه اصلی گونه
et alAveskamp. 2009,et alde Gruyter.(پذیرفته است 

. 2015et alChen2010,.(
در تحقیق حاضر، مطالعات تاکسونومیکی و فیلوژنتیکی 

،B. exigua ،D. acetosellae،D. bellidisهفت گونه
D. pinodella ،P. destructivaوP. medicaginis وN. betae

ها از بانک ژن اخذ جدایه که توالی نوکلئوتیدي آن24به همراه 
و D. acetosellae ،D. bellidisسه گونه . گردید صورت پذیرفت

D. pinodellaبه جنسDidymella،گونهB. exigua به
destructiva.Pو P. medicaginisهاي ، گونهBoeremiaجنس

ructivadestvar. به جنسPhoma و گونهN. betae به جنس
Neocamarosporiumدست آمده با نتایج به. تعلق داشتند

Chen(مطالعات چن و همکاران  et al. 2015 ( تطابق داشت و
هاي هاي فیلوژنتیکی به خوبی توانست گونهتجزیه و تحلیل

و Didymella ،Boeremia ،Phomaمتعلق به چهار جنس 
Neocamarosporiumرا از یکدیگر تفکیک نماید.

اساس شجره فیلوژنتیکی رسم برP. medicaginisگونه 
-نیاکت- ITS(ژنی شده با استفاده از توالی نوکلئوتیدي چند

Boeremiaجنسهاي، یک رابطه خواهري را با گونه)بتا توبولین

این گونه همچنان. نشان دادdestructivavarP. destructiva .و
هاي دیگر منتقل قرار دارد و به جنسPhomaدر کمپلکس 

etIrinyi(این نتایج با مطالعات ایرینی و همکاران . نشده است

. 2009al (شناختی گونهاطلاعات ریخت. تطابق داشت
P. medicaginisبا توصیف ارایه شده توسط بوئرما و نیز

مزارع همچنین، این گونه از. مطابقت داشت) 2004(همکاران 
یونجه در زنجان به عنوان عامل بیمارگر جداسازي و گزارش شده 

).Naseri & Marefat 2008(است 
براساس شجره فیلوژنتیکی رسم شده با استفاده از توالی 

هاي، گونه)توبولینبتا- اکتین- ITS(ژنی نوکلئوتیدي چند
D. bellidis،D. pinodella ،D. acetosellae به همراه

وD. chenopodii ،D. rheiهايوکلئوتیدي گونهتوالی ن
D. viburnicolaدر یک کلاد که متعلق به جنسDidymella

هاي دست آمده با تجزیه و تحلیلنتایج به.شد قرار گرفتندمی
Chen(فیلوژنتیکی چندژنی توسط چن و همکاران  et al. 2015 (

تطابق tub2و ITS ،LSU ،rpb2چهار ناحیه ژنی مبتنی بر
خارج Phomaهاي مذکور از جنس داشت و براساس نتایج گونه

Didymellaجنس .انتقال یافتندDidymellaو به جنس 

با 1880نخستین بار در سطح جنس توسط ساکاردو در سال 
که بعدها به عنوان گونه تیپ پذیرفته D.exiguaتوصیف گونه 

تر و همکاران گرید اي که توسط در مطالعه. شد استفاده گردید
)de Gruyter et al. 2009 ( انجام شد، تیره جدید

Didymellaceae براي کلادDidymellaکه اغلب معرفی گردید
از . شدهاي وابسته را شامل میو جنسPhomaاعضاي جنس 

و نیاز بودهفیلتیک پلیDidymellaرسید جنس نظر میرو بهاین
et alAveskamp.(ت به تجدید نظر تاکسونومیکی داشته اس

هاي اخیر مشخص گردید که از سوي دیگر، در سال). 2010
تنها جنسی است که به طور صحیح با جنس Didymellaجنس 

sensu strictoPhomaها مرتبط است و انتقال بسیاري از گونه
Chen(باشد کننده این تئوري میبه این جنس تایید et al.

Phomaدر جنس D. pinodellaدر قرار گرفتن گونه). 2015

به طوري که این گونه در ابتدا در هایی وجود داشته، همواره بحث
).Jones 1927(بود قرار گرفته A. pinodellaبا نام Ascochytaجنس 

که Ascochytaو Phomaهاي به دلیل این که روابط بین گونه
مل بل تاکنند، همواره قاضی تولید میهاي واجد دیواره عرکنیدي

بوده و وجود تعداد زیادي اسامی مترادف مشترك، پیچیدگی 
). 2008et al.Aveskamp(دهد بین این دو جنس را نشان می

)Boerema & Bollen 1975(، بوئرما و بولن 1975در سال 
زایی و را تفاوت در کنیديAscochytaاز Phomaتمایز وجه

ها معتقد بودند که آن. هاي واجد دیواره بیان نمودندکنیدي
اساسا Ascochytaهاي متعلق به جنس ها در گونهکنیدي

هاي ، کنیديPhomaکه در جنس دوسلولی است، در حالی
. شوندواجد دیواره عرضی در محیط کشت به ندرت مشاهده می

et alMokaiesh-Faris.(موکاییش و همکاران -بعدها فاریس

را با استفاده از .pinodesAو D. pinodella، دو گونه )1996
از IGSو ITSو هضم آنزیمی نواحی ژنومی RFLP-PCRنشانگر 
DNA ریبوزومی مورد بررسی قرار دادند و وابستگی بین دو گونه

در این تحقیق، . ها مورد تایید قرار گرفتبراساس شباهت در باند
با توصیف ارایه شده D. pinodellaشناختی گونه اطلاعات ریخت

تطابق داشت و در بررسی ) 2004(وسط بوئرما و همکاران ت
با D. pinodellaژنی، گونه فیلوژنتیکی و تجزیه و تحلیل چند
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هاي متعلق به در کنار سایر گونه% 100سنجی مقدار اعتبار

D. pinodellaنخستین بار گونه .قرار گرفتDidymellaجنس 

ردید از بذور سویا در ایران گزارش گ1979در سال 
)Zad 1979 .( همچنین، این گونه از ریشه و طوقه گیاهان نخود

دادند در فصل برداشت که علایم زردي و پوسیدگی نشان می
.)Nazari & Fatehi 1995(جداسازي و گزارش گردید 

هاي متعلق به گونهشناختی جدایهخصوصیات ریخت
D. bellidis وD. acetosellaeتوسط با توصیف ارایه شده نیز

هاي ها آرایهاین گونه. مطابقت داشت) 2004(بوئرما و همکاران 
.شوندجدیدي براي فلور قارچی ایران محسوب می

با توصیف ارایه B. exiguaشناختی گونه اطلاعات ریخت
این گونه با . تطابق داشت) 2004(شده توسط بوئرما و همکاران 

متعلق به جنس هايدر کنار سایر گونه% 97مقدار اعتبارسنجی 
Boeremiaدر شجره فیلوژنتیکی ترسیم شده کلاد . قرار گرفت

،B. exiguaهاي شامل گونهBoeremiaمتعلق به جنس 
B. diversispora ،B. lycopersici ،B. noackianaو

B. strasseriدست آمده با مطالعات باشد و نتایج بهمی
. تطابق داشت) 2010et alAveskamp .(آوسکمپ و همکاران 

آ دروان. هاي مورد بحث استاز جمله گونهB. exiguaگونه 
)Vander A 2000 ( واریته در 11تئوري وجود 2000در سال

et alAbleln.(را مطرح نمود و آبلن و همکاران P. exiguaگونه 

استفاده AFLPدر حمایت از این تئوري، از تکنیک ) 2000
مشاهده کردند B. exiguaدر اي رانمودند و تنوع گسترده

2008)et al.(Aveskamp . پیش از این، گونهB. exigua

فرنگی در استان زنجان جداسازي از گوجه2013در سال 
شناختی و تعیین توالی نوکلئوتیدي، و براساس اطلاعات ریخت

شناسایی و گزارش گردید EF-11و ITSدو ناحیه ژنی 
)Hemmati 2014.(

با N. betaeهاي هاي فیلوژنتیکی گونهو تحلیلدر تجزیه 
کلادي مجزا و متمایز در پایه در% 100درجه اعتبارسنجی 

) Berbee 1996(و بربی ) Holm 1962(هولم . درخت قرار گرفت
را مطرح نمودند و Pleosporaفیلتیک بودن جنس تئوري پلی

هاي اخیر نیز این پیچیدگی تاکسونومیکی توسط در سال
). 2010et alAveskamp .(ان مختلف به اثبات رسید محقق

در راستاي ) 2015et alAriyawansa .(آریاوانزا و همکاران 
هاي بررسی روابط تکاملی و تعیین حدود و ثغور گونه

Pleosporaهاي وابسته از فیلوژنی چندژنی برپایه نواحی و جنس
و استفاده نمودند TEF1و LSU ،SSU ،ITS ،RPB2ژنومی 

هاي هاي این جنس به جنسدر نتیجه برخی از گونه
Comoclathris ،Neocamarosporium،Curvularia،

Dactuliophora شناختی ویژگی ریخت.شدندمنتقل...و
با توصیف ارایه شده توسط N. betaeهاي متعلق به گونه جدایه

وجود زواید . مطابقت داشتنیز ) 2004(بوئرما و همکاران 
هاي هاي گونهومی در سطح پیکنیدیوم که از ویژگیمیسلی

شناسی گردد که در بررسی ریختمحسوب میPilosaبخش 
. هاي متعلق به این بخش در این تحقیق نیز مشاهده شدجدایه
در نواحی 1020الی 0920هاي ، طی سالN. betaeگونه

هاي فرنگیمرودشت استان فارس از ناحیه ریشه و طوقه گوجه
شناختی شناسایی ده جداسازي شد و براساس اطلاعات ریختآلو

.)2011et alSharzehei .(گردید و گزارش 
ق به گونهلهاي متعجدایهشناسیهاي ریختویژگی
. destructivavarP. destructiva با توصیف ارایه شده توسط

این گونه نیز آرایه . مطابقت داشت) 2004(بوئرما و همکاران 
.شونداي میکروفلور ایران محسوب میجدیدي بر

توان نتیجه گرفت که تلفیق فیلوژنی در پایان، می
تواند روشی مطلوب در شناسی، میمولکولی چندژنی و ریخت

و Phomaهاي متعلق به جنس شناسایی حدود و ثغور گونه
.هاي وابسته باشدآرایه

سپاسگزاري
به خاطر نگارندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه تهران

فراهم کردن اعتبارات پژوهشی این تحقیق سپاسگزاري 
.نمایندمی
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