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 چکيده

   .Populus spروی میزبببان    Sphaerulinaی جدیببدی از جببن   سپتوریا و شبب ه سببپتوریا در ایببران، گونببه های  در راستای مطالعات تاکسونومیک قارچ 

توصیف شد. مقایسببه تببوالی نمونببه     Sphaerulina osipyaniae sp. nov. Azimiهای مرفولوژیک تحت نام  و بررسی   rDNAاز    ITSبر اساس توالی یابی ناحیه  

ی  در ایببران گونببه   Populusروی    Sphaerulinaاز بانببک ژن نشببان داد کببه گونببه    Mycosphaerella populi (=Sphaerulina frondicola)مورد مطالعه با توالی  

ای تیببره،  ها در هر دو سطح رویی و زیری برگ، گرد تا کشیده به رنگ خاکستری روشن با حاشیه مشخص به رنگ قهوه لکه جدیدی برای این جن  است.  

رنگ  دادند. کنیدیوما از نوع پیکنیدیوم، نس تاً گببرد، بببه تر را تشکیل می هایی نامنظم با اندازه بزرگ هم پیوسته و لکه ها گاهی به بودند. لکه متر میلی  2-5با قطر 

  160(  150-200هببا ) هم و پراکنده تشکیل شببده بودنببد. قطببر پیکنیببدیوم های هر دو سطح رویی و زیری برگ بصورت جدا از  ای تیره تا سیاه، در لکه قهوه 

ها داسی شکل، برخی در انتها دارای خمیدگی، نیمه شفاف، دارای یک بنببد، بببا قاگببده گببرد و در راس  میکرومتر و دارای دهانه منفرد انتهایی بودند. کنیدیوم 

 گیری شد.  میکرومتر اندازه   3-4میکرومتر و گرض آن    35-46ها گرد تا کمی باریک شده بودند. طول کنیدیوم 

 های آنامورفیک، مورفولوژی ارچ بندی،  ق ¬رده  ، ی ست ی تنوع ز   کليدي:  هاي واژه 
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Abstract 

In the framework of study on Septoria and Septoria-like species in Iran, a new species Sphaerulina osypianiae sp. nov. Azimi on 

Populus sp. is described based on morphological and rDNA ITS sequencing data. DNA extraction, amplification and sequencing were 

performed. The resulting 511-bp sequence obtained from isolate 52935 was deposited in GenBank (Accession No. MB 805915). The 

sequence shared 99% identity with Mycosphaerella populi (=Sphaerulina frondicola) sequences available in GenBank. NJ tree generated 

using TreeView Display Option in NCBI BLAST, supported Sphaerulina species on Populus from Iran as a distinct species from all other 

Sphaerulina species sequences on Populus. This study revealed that the species of Sphaerulina on Populus is a new species for this genus. 

The studied isolate named in honor of Academician Prof. Lia Levonevna Osipyan, Armenian mycologist, and honorary head of Chai r of 

Botany and Mycology in Yerevan State University as Sphaerulina osipyanie Azimi, sp. nov.–MycoBank MB 805915 and described as: Leaf 

spots amphigenous, scattered on both sides of leaf, circular to oval sometimes coalesce and covered large irregular area of the leaf, 2.0–5.0 

mm in diam, ash gray in color with distinct dark brown margins, pycnidia amphigenous, erumpent, scattered, subglobose, dark b rown to 

black, 160(150–200) µm in diam., ostiole single, apical, conidia falcate, subhyaline, relatively rounded apex, attenuated towards a truncate 

base, 35–46 × 3.0-4 µm, medianly 1-septate. Specimen examined: Iran, Ardabil province, Nir, on leaves of Populus sp. (Salicaceae), 19. 

August. 2013, leg. H. Azimi (Holotype IRAN16450F).  
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 مقدمه

از زمان توصببیف آن توسبب   .Septoria Saccمفهوم جن  

 پیوسته در حببال تکامببل بببوده اسببت.  1884ساکاردو در سال  

ای و بین گونه یمنتشر شده نام  3000این جن  شامل بیش از  

 (.Verkley and Priest, 2000) باشببدای و متببرادف مببیگونببه

  1000بببین  هادر برخببی دیگببر منببابد تعببداد گونببهاگرچببه 

(Kirk et al., 2008 و )2000 (Sutton, 1980،Markevicius and 

Treigiene, 2003 جببن   .شده است ( برآوردSeptoria   گوامببل

شببود کببه گ  ببم زای گیبباهی بسببیاری را شببامل مببیبیمبباری

برگی و نیببز گ  ببم لکببه روی میببوه را در بسببیاری از لکببه

گظیمی  (.Halliday, 1989) کنندمحصولات کشاورزی ایجاد می

در مورد این جن  در ایببران شببامل   ( اط گات جامعی2011)

میزبببان و   -تاریخچه، کلیدهای شناسایی چببک لیسببت قببارچ  

ها ارایه نموده است. بر اساس اط گات ارایببه شببده شرح گونه

( تبباکنون 2011( و گظیمی و همکبباران )2011وسیله گظیمی )

 ،Se. botuliformisشببببامل  Septoriaگونببببه از جببببن   4

Se. davatchii ،Se. candida  وSe. populi   در ایران روی جببن

Populus  های اخیر ورکلی و همکبباران اند. بررسیگزارش شده

(Verkley et al. 2013)  نشان داده است بر اساس آنببالیز حاصببل

جببن   3بببه  .Septoria s. latجببن   DNAاز تببوالی یببابی 

Caryophylloseptoria  ،Sphaerulina    وSeptoria s. str.   یببک  قابل تفک

  Sphaerulinaدر گببروه    Se. populiاست. بر اساس این تحقیق گونه  

 جن  بببه   Sp. frondicolaقرار گرفته و نام ردگان آن را تحت ترکیب 

Sphaerulina  اند. تحقیببق حا ببر نشببان داد نمونببه منتقل کرده

از ایران  من دارا بودن قرابببت بببا  Populusبررسی شده روی 

 به گونه جدیدی تعلق دارد. Sphaerulinaجن  

 

 هامواد و روش

های هرببباریومی در این بررسی بر اسبباس مطالعببه نمونببه

 (IRAN)هببای وزارت جهبباد کشبباورزی  مجموگه مرجببد قارچ

های موسسببه تحقیقببات واقببد در بخببش تحقیقببات رسببتنی

آوری شده انجببام  های جدید جمد پزشکی کشور و نیز نمونه گیاه 

های ارایببه شببده توسبب   ها بر اساس روش گردید. مطالعه نمونه 

 ( انجام شد. 2011( و گظیمی و همکاران ) 2011گظیمی ) 

متببری میلی  5قطعات    DNAجهت استخراج و توالی یابی  

های جدید جمببد آوری شببده تهیببه و در واجد گ  م از نمونه

دقیقببه  ببدگفونی و سببپ  روی   2مببدت  درجه به  75اتانول  

ها در ظروف پتری واجببد  خشک شدند. نمونه   سترون   کاغذ صافی 

قببرار    سترون   و خی  شده با آب مقطر دو بار  سترون کاغذ صافی 

دقیقببه  60الببی  20 در حرارت اطاق به مدت   پتری   ظروف گرفتند.  

ای نگهداری شدند تا پیکنیدیوسببپورها همببراه بببا مبباده زمینببه

خببارج شببوند. سببوزن اتالببه    پیکنیببدیوماوز از دهانببه  صببورت  ه ب 

زیببر   یومبا اوز خارج شده از دهانه هر پیکنیببد  سترون حشرات 

و اوز محتوی پیکنیدیوسپورها بببه مایه زنی  استر ومیکروسکپ  

منتقببل شببد.   سترون لیتر آب مقطر دو بار  میلی  20لوله محتوی  

لیتببر از سوسپانسببیون پ  از بهم زدن لوله، مقببدار یببک میلببی

همراه بببا   1YMSAپیکنیدیوسپور به ظرف پتری محتوی محی   

گببرم در هببر لیتببر محببی     0/ 001به مقببدار    2بیوتیک کانامایسین آنتی 

کشت منتقل شد. سوسپانسیون روی سطح محی  کشت با حرکببت  

درجببه    20± 2  دمببای در  پتببری   ظببروف پتببری پخببش و  ظرف  دادن  

پیکنیدیوسببپورها   زنی درون انکوباتور قرار گرفتند. جوانه   سلسیوس 

صورت روزانببه کنتببرل شببد. تببک ههای اولیه بو تشکیل کلنی

 YMSAصورت مجزا به محی  کشت  ههای تشکیل شده بکلنی

درون انکوببباتور  سلسببیوسدرجببه  20±2منتقل و در حرارت 

، سببتروندایه با استفاده از اسکالپل قرار گرفتند. پ  از رشد ج

 3YMAآوری و بببه محببی  کشببت مبباید  کلنی رشد کرده جمد

درون   سلسیوسدرجه    20±2منتقل و درون شیکر در حرارت  

هببای قببارچی هفتببه قببرار گرفتنببد. انببدام  8مببدت  انکوباتور به

با استفاده از کاغذ صببافی یوم  و پیکنید    هیفمخمر،    صورتبه

شستشببو    سببترون  جدا و دو بار با اسببتفاده از آب مقطببر دو بببار ا 

ساگت در فریز خشک شببده و سببپ    48مدت ها به شدند. نمونه 

 . (Azimi 2011)در نیتروژن ماید درون هاون چینی پودر شدند  

 
1 - Yeast extract Malt extract Sucrose Agar 
2 - Kanamycin 
3 - Yeast extract Malt extract Sucrose 
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  ITS ناحیه انجام و  TMDNPبا استفاده از کیت   DNAاستخراج  

 اسبببببببتفاده از آغازگرهبببببببای اختصاصبببببببیببببببببا 

ITS1  (5'–TCCGTAGGTGAACCTGCGG–3'  و  )ITS4  (5'–

TCCTCCGCTTATTGATATGC–3’ تکثیر شد )   (White et al., 1990 .)  

 Treeهببا بببه کمببک گزینببه  سازی توالی های و آنالیز آن ردیف هم 

View option    بانک ژن  درNCBI Web BLAST    و بر اسبباس روش

Neighbor Joining)  (   (Saitou and Nei 1987 .انجام گردید ) 

 

 نتيجه و بحث

قارچ شبب ه سببپتوریا در ایببن بررسببی نمونببه آلببوده بببه

یابی شد. توالی نمونببه توالی  52935آوری شده از اردبیل  جمد

، 18Sببباز شببامل جزیببی از ژن  511طول مببورد بررسببی بببه

ITS1+5.8S+ ITS2  28و جزیی از ژنS  با شببمارهMB 805915 

هببای در بانک ژن ث ت گردیببد. مقایسببه ایببن تببوالی بببا تببوالی

درصببد بببا   99موجود در بانببک ژن نشببان داد تببوالی مببذکور  

هببای کببه بببا نببام Sphaerulina frondicolaهای موجود از توالی

Mycosphaerella populi  وSphaerulina populi  در بانببک ژن

هببای ترین تببوالیمقایسه نزدیببکاند، ش اهت داشت.  ث ت شده

 (1جببدول  )در    52935موجود در بانک ژن بببا تببوالی جدایببه  

( 2رسببم شببده )شببکل  NJ treeآمده است. بر اسبباس درخببت 

بررسی شده در ایببن تحقیببق مجببزای از سببایر   52935جدایه  

موجود در بانببک ژن قببرار  Sp. frondicolaهای متعلق به توالی

از تببوالی  52935جدایببه ویژه جببدایی تببوالی گرفببت. بببه

KF251625.1  که بر اسبباس آن ترکیبببSp. frondicola  معرفببی

، حا ز اهمیت اسببت. درخببت (Verkley et al. 2013)شده است 

هببای ث ببت مذکور همچنین نمایانگر تفاوت موجود بین جدایه

در بانببک ژن بببود. بببر اسبباس درخببت  Sp. frondicolaشده از 

های مرفولوژیببک یابی دی ان آ ری وزومی تفاوتمذکور، توالی

یید و بر تعلق این جدایه به أمشاهده شده در جدایه اردبیل را ت

 ای جدید صحه گذارد. گونه

ی جدید از در نهایت این مطالعات منجر به توصیف گونه

 شرح زیر شد.به .Populus spروی میزبان  Sphaerulinaجن  

.Sphaerulina osipyaniae Azimi, sp. nov. –MycoBank MB 805915 

ها در هر دو سطح رویی و زیری برگ دیده شدند و گببرد لکه

تا کشیده به رنگ خاکستری روشن با حاشیه مشخص به رنگ 

هببم  هببا گبباهی بببه متببر بودنببد. لکببه میلی   2-5ای تیره، با قطر  قهوه 

دادنببد.  هایی نامنظم و با اندازه بزرگتببر را تشببکیل می پیوسته و لکه 

ای تیببره تببا  گرد، به رنگ قهوه   ا از نوع پیکنیدیومی، نس تاًه م کنیدیو 

جببدا    صورت به های هر دو سطح رویی و زیری برگ  سیاه، در لکه 

(  150-200ها ) هم و پراکنده تشکیل شده بودند. قطر پیکنیببدیوم از 

هببا  میکرومتر و دارای دهانه منفببرد انتهببایی بودنببد. کنیببدیوم   160

داسی شکل )ه لی شکل( کببه برخببی در انتهببا دارای خمیببدگی  

دند، نیمه شفاف و دارای یک بنببد کببه اسببپور را بببه دو حجببره  بو 

ها دارای قاگببده گببرد و در راس  کنببد. کنیببدیوم مساوی تقسیم می 

میکرومتببر    35-46ها  گرد تا کمی باریک شده بودند. طول کنیدیوم 

 (. 1گیری شد )شکل میکرومتر اندازه  3-4و گرض آن  

اگوست  19در آوری شده جمد، .Populous spهولوتیپ: روی 

از اسببتان اردبیببل،   (52935توس  حسین گظیمی )  2013سال  

 . (IRAN 16450 F) شهرستان نیر

گببذاری: بببه افتخببار خببانم پروفسببور لیببا لببون وجه تسمیه نام

شناس جمهوری ارمنسببتان قارچ (Lia Levon Osipyan) اسیپیان

 د.شگذاری و گضو آکادمی گلوم ارمنستان نام
 

  Sphaerulina osipyaniae sp. nov. MB 805915مقایسه توالی  -1جدول 

و  18S ،ITS1+5.8S+ ITS2جفت باز شامل جزیی از ژن  511طول به

 های بانک ژن. جدایه   ترین با نزدیک   52935، جدایه اردبیل  28Sجزیی از ژن  

Table 1. Comparison of Sphaerulina osipyaniae sp. nov. sequence 

accession no. MB 805915, 511 bp including 18S ribosomal  RNA 

gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal 

RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence;  
and 28S ribosomal RNA gene, partial;with closest  

sequences in GebBank. 

Identities 

99% Taxonomic name GenBank 

Accession No. 
492/495 Mycosphaerella populi AY549473.1 
490/495 Mycosphaerella populi AY549474.1 
487/492 Sphaerulina populi KF251625.1 
483/487 Mycosphaerella populi JX901818.1 
475/477 Mycosphaerella populi DQ029120.1 
474/477 Mycosphaerella populi DQ029121.1 
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گونببه از جببن    12بر اساس منابد در دسترس تببا کنببون  

روی جببن  میزبببانی   Sphaerulinaگونه از جن     3سپتوریا و  

Populus    بابایببان -(. تترونیکببوا2توصیف شده اسببت )جببدول

(Teterevnikova–Babayan, 1976گونه ) هببای سببپتوریا را روی

در اتحبباد جمبباهیر شببوروی سببابق  .Populus Lجن  میزبانی 

هببای ها همراه با مشخصببهتوصیف نموده است. وی رنگ لکه

طول، گرض و تعداد بند کنیدیوم را برای تهیه کلید شناسببایی 

 .Sphaerulina osipyaniae sp. novی اده کرده است. گونببهاستف

Azimi  هببای داسببی شببکل و یببک به واسطه دارا بودن کنیدیوم

دیواره گر ی کببه کنیببدیوم را بببه دو حجببره مسبباوی تقسببیم 

و همچنببین  Sphaerulinaهببای جببن  کنببد، از سببایر گونببهمی

مجببزا  Populusهببای روی گونببه Septoriaهای جببن  گونببه

 (.2دد )جدول گرمی

 Populusروی جببن     Sphaerulinaو    Septoriaهببای  گونه

 در ایران بر اساس کلید زیر از یکدیگر قابل تفکیک هستند:

 2  ........................................ ها با یک دیواره گر ی کنیدیوم-1

 3 ............................ها با بیش از یک دیواره گر ی  کنیدیوم-1

 Septoria botuliformis  ....... بطری شکل -ها سوزنیکنیدیوم-2

  ............................................... داسی شکل  غال اًهای  کنیدیوم-2
 ................................................ Sphaerulina osipyanie sp.nov. 

 ایدیواره گر ی، غال ا اسببتوانه  1  معمولاً  0-2ها با  کنیدیوم-3
 ............................................................ Sphaerulina frondicola 

 4  .................................. دیواره گر ی  3ها غال ا با کنیدیوم-3

 Septoria davatchii  .................. داسی شکل   ها غال اًکنیدیوم-4

 Septoria candida  .................. میله ای شکل  ها غال اًکنیدیوم-4

 

 
 

 .Sphaerulina osipyaniae spیابی شده موقعیت جدایه توالی -2شکل 

nov. Azimi  ( در شجره  52935)ایزولهNJ های  نس ت به نزدیکترین توالی

 .موجود در بانک ژن
Fig. 2. NJ tree showing position of Sphaerulina osipyaniae sp.nov. 

(Isolate 52935) comparing with closest sequences available 

 in GenBank 

 

 
ها  : کنیدیوم dو  cمیکرومتر(،  50: خروج کنیدی از پیکنیدیوم )مقیاس  b: گ  م، Populus sp. ،aروی   .Sphaerulina  osipyaniae sp. novی گونه  -1شکل 

 . YMSA: تشکیل پیکنیدیوم روی محی  کشت YMSA ،f: تشکیل میسلیوم و اوز محتوی کنیدیوم روی محی  کشت eمیکرومتر(،  10)مقیاس 
Fig. 1. Sphaerulina osipyaniae sp. nov. on Populus sp., a. symptoms.; b. Conidia extruding from pycnidium. - Scale bars = 50 µm.; c. & d. conidia. – 

Scale bars 10 µm.; e. mycellia and conidia oozing on YMSA medium.; f. pycnidial formation on YMSA medium. 
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 .Populus Lهای گزارش شده سپتوریا و سفرولینا روی جن  های گونهویژگی  -2جدول 

Table 2. Overview of reported species of Septoria (Se.) and Sphaerulina (Sp.) on Populus L. 

Species (Reference) Symptoms 
Conidia 

Length µm width µm Septation Shape 

Se. atrosanguinea Bubák & Serebrian. 

(Teterevnikova–Babayan, 1987) 
Dark purple 70–95 2.5–3.0 4-6 long filiform 

Se. candida (Fuckel) Sacc. (Teterevnikova–

Babayan, 1987) 
White 22–30 2.0–3.0 3 straight 

Se. marmorata Kabát & Bubák 

(Teterevnikova–Babayan, 1987) 
marble pale yellowish 25–65 

1.5–

2.5(3.0) 
1-3 filiform 

Se. meridionalis Jacz. (Teterevnikova–

Babayan, 1987) 
Grey-Brown 40–60 2.5–3 3-5 cylindrical 

Sp. musiva (Peck) Quaedvl., Verkley & Crous 

(=Se. musiva Peck.) (Teterevnikova–Babayan, 

1987) 

Brown with whitish center 26–35 2.0–3.0 3 cylindrical 

Sp. frondicola (Fr.) Verkley, Quaedvl. & 

Crous (=Se. populi Desm.) (Teterevnikova–

Babayan, 1987) 

Grey-Brown 30–72 4–5 0-2 cylindrical 

S. tianschanica Kravtzev (Teterevnikova–

Babayan, 1987) 
White 31–48 2.7–4.0 0–2 Rounded of ends 

Se. tremulae Pass. (Teterevnikova–Babayan, 

1987) 
Grey-Brown 45-48 1.5-2 1–5 filiform 

Se. turangae Nevod. & Kravtzev. 

(Teterevnikova–Babayan, 1987) 
White 16-46 2.5-4 1–3 Rounded of ends 

Se. botuliformis Bubák & Serebrian. (Azimi et 

al. 2011) 
pale-gray 35-43 3-3.5 1 botuliform 

Se. rhabdocarpa Ellis & Barthol. (Ellis and 

Bartholomew 1896) 
Not forming spots 15-20 2.5-3 1 Straight 

Sp. populicola (Peck) Quaedvl., Verkley & 

Crous (=Se. populicola Peck) (Peck 1887) 
brownish-red 63.5-76 3-4 2-4 fifliform 

Se. aegirina Pass. (Saccardo, 1884) * 25-38 2.5 * fifliform 

Se. osteospora Briard (Briard, 1890) * 10-12 2-2.5 0 cylindrical 

Se. davatchii Esfand. (Esfandiari and Petrak, 

1950) 
Grey-Brown 18-42 2.5-5 1-4 sickle-shaped 

Sp. osipyaniae sp. nov. (current research) Pale grey 35-46 3-3.5(-4) 1 falcate 

 

 

 تشکر و قدردانی

 مؤسسههای گیاهی  بخش تحقیقات بیماریوسیله از  بدین

 

 

 

فببراهم نمببودن امکانببات و   جهت به پزشکی کشور  تحقیقات گیاه

 .گرددصمیمانه سپاسگزاری میشرای  اجرای این پژوهش 
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