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Alfalfa (Medicago sativa L.), a member of Fabaceae family, is a perennial or permanent plant with

upright and very deep root that penetrates up to three meters into the soil, and therefore is the source of

vitamins and minerals that takes from the soil. This plant is very important in terms of chemical and

pharmaceutical compositions. In order to identify the fungi accompaning leaf spot symptoms of the alfalfa,

leaves with leaf spot symptoms were collected from Sheikh Ali Khan region of the Chaharmahal and

Bakhtiari province (Iran) during July 2018. The samples were transferred to laboratory and then small pieces

(5 × 5 mm) were cut from the margin of leaf spots. Resulting leaf pieces were surface disinfested with 1%

sodium hypochlorite for 30 sec. and then washed three times with sterilized water and were put on sterilized

filter paper to remove excess water. Disinfested leaf pieces were transferred on 2% water agar medium.

Isolates were purified by hyphal tip method and then were transferred to Petri dishes containing PDA culture

medium and the grown fungal colonies were kept for seven days at 25 °C in continuous dark condition.

Of the obtained fungal isolates, one isolate was identified as Radulidium subulatum (de Hoog) Arzanlou,

W. Gams & Crous based on morphological features. According to the available literatures, this is the first

report of Radulidium subulatum for mycobiota of Iran.

The diameter of the fungus colony on malt extract agar (MEA) after 14 days of growth at 24 °C in

continuous dark condition were 50 mm, and the colony of the fungus was pale gray in color (Fig. 1a).

Conidiophores were pale brown, smooth, tapering toward the apex and have short conspicuous denticles at

the tip, where the conidia were attached to the conidiophores. Denticles were densely crowded, prominent,

blunt at the end and pale brown in color. The dimension of the conidiophores were 14–28(21) × 1.5–3(2.25)

µ m (Fig. 1 b–d). Conidia were solitary, single-celled, smooth, ellipsoid, pale brown and 4–7(5.5) × 1.5–

2(1.75) µ m in diameter. Conidia had short hilum with about one micrometer in length (Fig. 1 e, f).

Specimen examined: Iran: Chaharmahal and Bakhtiari province, Sheikh Ali Khan farms, on Medicago sativa

L., 11.07.2018, Samira Karimzadeh, isolate ShnY2-1 (isolate in the Agricultural Microbial Culture

Collection of Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran, Karaj ABRIICC 10176).

According to the literature review, the morphological features of the investigated isolate were the

same with description of R. subulatum provided by Arzanlou et al. (2007). In addition to the investigated

isolate, isolates of Phoma and Aspergillus were also recovered from the same leaf spot symptoms of the

alfalfa plants.
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The genus Radulidium has four described species

that are morphologically distinct from each other. In

R. epichloes, the size of the conidia [(4.5–)7–8(–11) × 2–

3 µm] (Arzanlou et al. 2007) are considerably bigger

than that of R. subulatum. Also, the conidia of this

species are verruculose. The size of the conidia in

R. xigazense (Wu et al. 2013) (5–7 × 1.5–2 µm) is

similar to that of R. subulatum, but conidia of

R. xigazense have several oil droplets. In R. guttiforme

(Jiang et al. 2018), conidia are guttiform or obovoid and

their size (3.6–5 × 2.5–4 µm) is somewhat similar to that

of R. subulatum while the conidia of the R. guttiforme are

finely echinulate.

The ITS1-5.8S-ITS2 region was amplified and

sequenced for phylogenetic comparison of the

investigated isolate with close isolates and species and

confirmation of its morphological identification. The

obtained sequence in this study (accession No.

MN658424) was 93% similar to the validated sequences

of this species in the GenBank (NCBI), and generated

maximum likelihood (ML) phylogenetic tree in MEGA

Ver. 6.0 software, based on sequence data of ITS regions

of the investigated isolate and obtained sequences

from GenBank and Pseudovirgaria hyperparasitica

(EU041767.1) as outgroup taxon, showed that, the

studied isolate closely related to R. subulatum and placed

in a well-supported group with other isolates of this

species and resolved clearly from other species of this

genus, Radulidium epichloes in the phylogenetic tree

(Fig. 2).

Fig. 1. Radulidium subulatum, isolate ShnY2-1: a. Colony on MEA after 14 days at 24 °C in continous dark condition,
b-d. Conidiophores and conidia, e & f. Conidia.
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Fig. 2. Phylogenetic tree inferred by maximum likelihood method in MEGA Ver. 6.0 using nucleotide sequences of
ITS1-5.8S-ITS2 region of Radulidium isolates including isolate ShnY2-1. Solid circle shows the obtained isolate in the
present study. Numbers on branches are bootstrap values of 1000 replicates. Pseudovirgaria hyperparasitica
(EU041767.1 ) was used as outgroup taxon.
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*، آرایه جدیدي براي بیوتاي قارچی ایرانRadulidium subulatumگونه

13/09/1398: پذیرش/ 09/05/1398: دریافت
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Medicago sativa(یونجه L. (تـا  کـه  اسـت  عمیقبسیارراست و اي ریشهبا می یساله یا داگیاهی چندتیره باقلاییان، متعلق به
بـه لحـاظ   و بنابراین،نمایدمیجذب ها و مواد معدنی است که از خاك ویتامینی ازمنبعگیاه این .داخل زمین نفوذ می کنده سه متر ب
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بـه . ترکیبات شیمیایی و دارویـی، بسـیار حـایز اهمیـت اسـت     داشتن
تیـر  درگیـاه یونجـه،  برگیلکهعلایمهمراههايقارچشناساییمنظور

برگـی از  لکـه علایـم دارايهـاي بـرگ ازهـایی نمونـه 1397ماه سال
آوري منطقه شیخ علیخان واقع در استان چهارمحال و بختیـاري جمـع  

آلـوده هـاي بخشازقطعاتیآزمایشگاه،بههانمونهانتقالازپس. شدند
عفـونی ضـد . شـدند بریـده متـر سـانتی 5/0رد5/0انـدازه بـه گیاهان

هیپوکلریـت محلـول بـا ثانیه30سطحی قطعات گیاهی آلوده به مدت 
واسـتریل مقطـر آبباشستشوبارسهآنمتعاقبودرصدیکسدیم

گیـاهی قطعـات سپس. گرفتصورتاستریلصافیکاغذباگیريآب
جهـت . شـدند دادهقـرار درصددو) WA(آگار- آبکشتمحیطروي

محـیط بهریسه،نوكروشبهآمدهدستبههايجدایهسازي،خالص
هـاي پرگنـه ومنتقـل ) PDA(آگـار  - دکسـتروز - کشت سـیب زمینـی  

تـاریکی وسلسـیوس درجـه 25دمـاي درروزهفـت مدتبهقارچی
ــداوم ــداريم ــدندنگه ــه .ش ــین جدای ــده،   از ب ــت آم ــه دس ــاي ب ه

از قـــارچشـــناختی، یـــک جدایـــه براســـاس خصوصـــیات ریخـــت
Radulidium subulatum (de Hoog) Arzanlou, W. Gams &

Crousنینخسـت براساس منابع موجود، این گونـه بـراي   . شناسایی شد
.شودبار براي بیوتاي قارچی ایران گزارش می

آگـار  - مالـت - قطر پرگنـه قـارچ روي محـیط کشـت عصـاره     
)MEA ( یط درجه سلسیوس و شـرا 24روز رشد در دماي 14بعد از

خاکسـتري  متر بود و پرگنـه قـارچ بـه رنـگ    میلی50تاریکی مداوم، 
اي روشـن و  به رنگ قهـوه رهام بویدیکن). 1aشکل (روشن دیده شد 

هـا و در  شـدند و در رأس آن تر میصاف بودند و به طرف انتها باریک
. مشخصـی دیـده شـدند   ) denticles(ها، زوایـد  محل اتصال کنیدیوم

این زواید که در انتها حالت تخت داشتند به تعـداد زیـاد و متـراکم و    
ــوه  ــگ قه ــه رن ــد و ب ــده شــدند برجســته بودن ــاد . اي روشــن دی ابع

گیـري  میکرومتـر انـدازه  14- 28)21(×5/1- 3)25/2(رهـا بمویدیکن
سـلولی، بیضــوي،  هــا منفـرد، تــک کنیـدیوم ). 1d–bشــکل (شـدند  

هـا  ابعـاد کنیـدیوم  . هـا صـاف بـود   ي روشن و سطح آنابه رنگ قهوه
ها داراي هیلـومی  کنیدیوم. میکرومتر بود4- 7)5/5(×5/1- 2)75/1(

).fو 1eشکل (به ارتفاع تقریبی یک میکرومتر بودند 
اســتان چهارمحــال و بختیــاري، مــزارع شــیخ : نمونــه بررســی شــده

Medicago sativa(علیخان، از گیاه یونجه  L.( ،20/4/1397  سـمیرا ،
ــریم ــه کـــ ــه در (ShnY2-1زاده، جدایـــ ــجدایـــ ونیکلکســـ

ي، پژوهشـگاه بیوتکنولـوژي   کشـاورز یتخصص ـيهـا سمیکروارگانیم
).ABRIICC 10176کشاورزي ایران، کرج 

شناختی ریختهاي انجام شده، خصوصیاتبراساس بررسی
ارایه شده توسط R. subulatumجدایه مورد بررسی با توصیف گونه 

Arzanlou)ارزنلو و همکاران  et al. 2007)علاوه بر . مطابقت داشت
هاي قارچی مربوط جدایه مورد بررسی، از علایم مشابه جدایه

.نیز به دست آمدندAspergillusو Phomaهاي به جنس
چهار گونه توصیف شده است کـه از  Radulidiumدر جنس 

شناختی به راحتـی از یکـدیگر قابـل تفکیـک     هاي ریختنظر ویژگی
- 7)- 11(×3- 2[هـا  اندازه کنیدیومR. epichloesدر گونه . باشندمی
ــر) 5/4- (8 Arzanlou(]میکرومت et al. 2007 ( ــه ــه گون ــبت ب نس

R. subulatum  همچنـین، در  . تـر اسـت  به طور قابل تـوجهی بـزرگ
هاي این گونه تزییناتی نیز بـه صـورت خارهـاي ریـز     سطح کنیدیوم

)verruculose (هـاي گونـه   اندازه کنیدیوم. وجود داردR. xigazense

)Wu et al. 2013) (5 -2/1×5 -7بـــه گونــــه )میکرومتــــر
R. subulatumهاي ایـن گونـه   بسیار نزدیک است، اما درون کنیدیوم

چنــدین قطــره چربــی وجــود دارد کــه ایــن وضــع در گونــه       
R. subulatum  در گونـه  . وجـود نـداردR. guttiforme)Jiang et al.

یــا ) guttiform(اي هــاي قطــره هــا بــه شــکل  کنیــدیوم) 2018
تــا کرومتــریم6/3- 5× 5/2- 4هــا مرغــی بــوده و انــدازه آنواژتخــم

.Rحــدودي مشــابه گونــه    subulatum   اســت، ولــی در ســطح
تزیینـات برجسـته و مشخصـی    R. guttiformeهـاي گونـه  کنیدیوم

)echinulate (وجود دارد.
ــی      ــورد بررس ــه م ــوژنتیکی جدای ــه فیل ــور مقایس ــه منظ ب

شـناختی آن، ناحیـه   هـاي نزدیـک و تاییـد تشـخیص ریخـت     با گونه
ITS2 -5.8S -ITS1تـوالی بـه دسـت آمـده     . تکثیر و تعیین توالی شد

هاي معتبر ثبت شده از این ، با توالی)MN658424شماره دسترسی (
ــک ژن  ــه در بان درصــد شــباهت داشــت و شــجره  NCBI (93(گون

ترسـیم شـده   ) maximum likelihood(فیلوژنتیکی حداکثر احتمال 
 ـ  6و نسـخه  MEGAافزار در نرم جدایـه  ITSواحیبراسـاس تـوالی ن

هـاي حاصـل از بانـک ژن از ایـن گونـه و گونـه       مورد بررسی و توالی
Pseudovirgaria hyperparasiticaنزدیک به آن و همچنین تـوالی  

(EU041767.1)     به عنوان آرایه خارجی، نشـان داد کـه نمونـه مـورد
هاي معتبر مربوط به این گونه در یک گـروه مجـزا بـا    بررسی با نمونه

ــدار اعتبارســ ــی مق ــرار م ــاد ق ــردنجی زی ــین، در شــجره . گی همچن
،Radulidium subulatumهــاي گونــه فیلــوژنتیکی حاصــل، جدایــه

ــه   ــوبی از گون ــه خ ــدR. epichloesب ــک ش ــد اهتفکی ــکل (ن ).2ش

، دانشکده علوم و طبیعیمنابعو ورزيکشایسدپربههشدیهارافربرِدي فتوحیخلیلکتردهنماییرابهنخستهندرنگاشدارشناسیرکانامهنپایااز جمستخر*
انتهرهنشگاداپزشکی، مهندسی کشاورزي، گروه گیاه


