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 چکيده
 با بیماری اين به آلوده گیاهان از ،لوبیاقرمز در بیماريزا رايزوکتونیا تاکسونومیکی مختلف یهاگروه شناسايی منظوربه
 یهابافت کشت از پس گرفت. صورت بردارینمونه 1393 سال طی شمالی خراسان استان در ساقه و ريشه شانکر علايم
 به نهمچنی و شناسیريخت بر مبتنی یهاروش از استفاده با هاجدايه شناسايی آمد. دستبه رايزوکتونیا جدايه32آلوده،
 یرايزوکتونیاها جدايه سه و ایچندهسته Rhizoctonia solani ةگون به متعلق جدايه29 که شد انجام مولکولی روش

 ناحیه .شد استفاده PCR-RFLP آنالیز از R. solani تاکسونومیکی یهاگروه دقیق شناسايی برای بودند. ایدوهسته
ITS از rDNA گونه اختصاصی آغازگر دو توسط R. solani یهانام بهRS1 و RS4 توسط آن محصول و تکثیر 
 جدايه29 از د.شدن تعیین آناستوموزی یهاگروهزير و گروه و گرفت قرار آنزيمی هضم مورد HincII و AvaII یهاآنزيم
 لوبیاقرمز روی بر بیماريزايی آزمايشات د.شدن شناسايی AG4 HG-II جدايه 12 و AG4 HG-I به متعلق جدايه17 فوق
 زبانمی گیاه ساقه و ريشه روی بر کمتری بیماريزايی توان از ایدوهسته رايزوکتونیای یهاجدايه که داد نشان ناز رقم

 اولین اين بود. سطح يک در تقريباً AG HG-II و AG4 HG-I آناستوموزی یهاگروهزير بیماريزايی شدت برخوردارند.
 در لوبیا مزارع از آمدهدستبه رايزوکتونیای قارچ یهاجدايه بیماريزايی و تاکسونومیکی دقیق وضعیت تعیین از گزارش
 باشد. می ايران

 
 PCR-RFLP، Phaseolus vulgaris، Thanatephorus cucumeris تاکسونومیکی، گروه ،شناسايی کليدی: هایواژه

 

   1 مقدمه
 و داشاته  جهاانی  انتشاار  لوبیاا  رايزوکتونیايی یهابیماری

 و ريشاه  شاانکر  ،شادن سابز  از بعاد  و قبل گیاهچه مرگ شامل
-Keshavarz) باشاند  مای  گیااه  هوايی اندام سوختگی و ساقه

Tohid & Taheri, 2015; Nerey et al., 2010).  هنگاامی 
 ةحملا  اثار  بار  وياهه باه  ياا  ،هستند تنش دچار لوبیا گیاهان که

 رايزوکتونیاايی  شاانکر  ،باشاند  ديده آسیب ريشه گال نماتدهای
 قاارچ  بیمااری  ايان  عامال  شاود.  می شديد بسیار ساقه و ريشه

 فارم  کاه  باشاد مای  R. solani Kuhn ایچندهساته  خااکزاد 
 Thanatephorus cucumeris (A. B. Frank)آن جنسای 

Donk  اسات (Carling, 1996; Gonzalez Garcia et al., 

2006). 
R. solani ةدامنا  کاه  خاکزاد بازيديومیست يک عنوانبه 

 را متعاددی  غیرزراعای  و زراعای  گیاهان و دارد وسیعی میزبانی
 گرفتاه  قرار بررسی مورد بسیار کنونتا ،دهدمی قرار حمله مورد

                                                           
گاروه   ،یمشهد، دانشکده کشااورز  یمشهد، دانشگاه فردوس مسئول:نویسنده *

 p-taheri@um.ac.ir، 9177948978: یکدپستی، پزشکاهیگ

 و بیولاویی  مختلاف  زواياای  هناوز  زياد مطالعات وجود با است.
 گونه يک عنوانبه و است ناشناخته R. solani قارچمیتاکسونو
 (.Cubeta & Vilgalys, 1997) اسات  شاده  شناخته پیچیده

درون یهاا گاروه  از ای مجموعه R. solani نکروتروف قارچ در
 وموزآناسات  واکانش  ةوسایل  باه  کاه  دارند وجود همگن ای گونه
 یهاا گاروه  و شاوند مای  متماايز  يکاديگر  از هاايزوله بین هیفی

 دارنااد. نااام ((Anastomosis Groups; AGs آناسااتوموزی
 باا  آناساتوموز  قابلیات  فقاط  آناساتوموزی  گاروه  هر یهاجدايه
 باشاند. مای  دارا را آناساتوموزی  گاروه  همان از ديگر یهاايزوله
 AGBI و AG1-AG13 شاامل  آناساتوموزی  گاروه 14 تاکنون
 ;Carling, 1996) اساات شااده توصاایف R. solani باارای

Gonzalez Garcia et al., 2006.) یهاااگااروه از برخاای 
 برخای  کاه درحاالی  دارناد،  وسایعی  میزبانی دامنه آناستوموزی

 گیاهی ةگون يک همچنین کنند.می عمل اختصاصی بسیار ديگر
 ;Herr, 1996) باشد آناستوموزی گروه چندين میزبان تواندمی

Gonzalez Garcia et al., 2006.) یهاااگااروه از بعضاای 
 وياهه  یهاا گاروه  باه  موساوم  زيرگاروه  چند شامل آناستوموزی

 ايان  کاه  باشاند می ((Intraspecific Groups; ISGs داخلی
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 خصوصایات  غاذايی،  نیازهاای  میزباانی،  ةدامن نظر از هاگروهزير
 متفاااوت ريکااديگ بااا بیوشاایمیايی و مولکااولی مورفولااویيکی،

 توسط ینتیکی نظر از آناستوموزی گروه هر یهاگروهزير هستند.
 طرياق  از ولای  ،شاوند مای  متمايز يکديگر از مولکولی یهاروش

 Cubeta)) باشاد مین پذيرامکان هاآن تفکیک هیفی آناستوموز

et al., 2002; Pourmahdi & Taheri, 2015; Sneh et 

al., 1991. اين که شده سبب ولکولیم یهاروش وجودآمدنهب 
جمعیات  ةمطالعا  ترمیقدي یهاروش جايگزين جديد یهاروش
  (.Ogoshi, 1996) شوند رايزوکتونیا های

 AG2-2 (IIIB, IV) آناسااتوموزی یهاااگااروه لوبیاا،  در
 بیماااری عاماال عنااوانبااه AG4 (HG-I, HGII, HG-III)و

 ادنیا  در لوبیاا  کشت مختلف نواحی در ريشه و طوقه پوسیدگی
 ;Gonzalez Garcia et al., 2006)انااد شااده گاازارش

Guillemaut et al., 2003 Nerey et al., 2010) .  درحاالی
 هاای جدايه اثر در عمدتاً لوبیا هوايی اندام سوختگی بیماری که

AG1-1A و AG1-1B (Godoy-Lutz et al., 2008) و 
AG4 HG-I (Yang 2007) ايااران در شااود.ماای ايجاااد 

 در AG4 آناساتوموزی  گاروه  باه  متعلاق  قاارچ  ايان  یهاجدايه
 & Balali)اناد شاده  شناساايی  اصافهان  اساتان  لوبیاای  مزارع

Kowsari, 2004).. شناساايی  درمورد دقیقی مطالعات تاکنون 
 بیماااری عاماال R. solaniتاکسااونومیکی مختلااف یهاااگااروه

 انجاام  اياران  در لوبیاا  ريشاه  و طوقاه  ساقه، شانکر و پوسیدگی
 مختلاف  یهاگروه متفاوت میزبانی دامنه به توجه با .است نشده

 یهاگروهزير و هاگروه دقیق شناسايی ،R. Solaniتاکسونومیکی
 بیمااری  ايان  ثرؤما  ماديريت  در مخار   قارچ اين آناستوموزی

 است. اهمیت حائز بسیار
 رايزوکتونیاا  جنس تاکسونومیکی مختلف سطوح شناسايی

 هاای بررسای  نتايج است. دهش انجام مولکولی هایروش کمکبه
 مشاخ   و تأيیاد  را آناساتوموزی  یهاا گاروه  ةمحدود مولکولی
 ISGs تشااخی  در ای ملاحظاه قابال  پیشاارفت و اسات  کارده 
 مختلاف  یهاا گروه درون بندیطبقه اساسی واحدهای عنوانبه

ديادگاه  معتبرترين است. گرفته صورت رايزوکتونیا آناستوموزی
 بناادیطبقاه  باه  مربااو  العاات مط از ISG و AG پیراماون  هاا 

 حاال  باه  تاا  کاه  مولکولی یهاروش است. شده حاصل مولکولی
 شاامل  اناد رفتاه  کاار  به رايزوکتونیا تاکسونومیکی بررسی جهت

 ،RFLPآناااالیز ،DNA/DNA هیبريداسااایون هاااا،آيااازوزايم
 باشاد می DNA يابی توالی و PCR ةپاي بر مولکولی نشانگرهای

(Vilgalys & Cubeta, 1994.) از هااايیتااوالی DNA کااه 
RNA بررسای  جهت مناسبی نواحی کنند،می کد را میريبوزو 
مای  حساا  باه  هاا قارچ بین تاکسونومیکی و فیلوینتیکی روابط
 عمادتاً  میريباوزو  RNA تولید مسئول هایین هاقارچ در آيند.

هساته  میريبوزو RNA یهاین اند.گرفته قرار هسته داخل در
 و 5.8S و کوچاک میريبوزو واحد زير ويهه 18S گروه دو در ای

28S باین  ةفاصال  گیرناد. می قرار ريبوزوم بزرگ واحد زير ويهه 
 و ITS1 داخلای  سازفاصله ةناحی دو توسط 28S و 18S قطعات
ITS2 5.8 قطعه يک وS ُبار  مولکاولی  یهاروش است. شده رپ 
 میريباوزو  RNA تولیاد  مسائول  یهاا ین تاوالی  آنالیز اساس
 .R هاای جمعیات  شناساايی  بارای  اعتمااد قابل و سريع یروش

solani سااطح در AG یهاااگااروهزير شناسااايی همچنااین و 
 منظاور باه  (.Guillemaut et al., 2003) باشدمی آناستوموزی

 تاکساونومیکی  یهاگروه مورد در دقیق و کامل اطلاعات داشتن
 اين مختلف هایگونه تشخی  ،R. solani هایجمعیت تنوع و

 ثبات عدم دلیلبه مورفولویيکی، خصوصیات اساس بر تنها قارچ
 باشاادمااین دقیااق و کااافی کشاات محاایط در خصوصاایات اياان
(Taheri et al., 2007.) یهاااگااروه تشااخی  همچنااین 

 و زماان  صارف  باه  احتیاا   ريساه  پیوناد  طريق از آناستوموزی
 اصالی  هادف  (.Guillemaut et al., 2003) دارد زيادی ةتجرب
 شاامل  تاکساونومیکی  مختلاف  ساطوح  تفکیک بررسی، اين در

 R. solani قارچ آناستوموزی زيرگروه و آناستوموزی گروه گونه،
 باا  مولکولی و مورفولویيکی یهاروش اساس بر لوبیا در بیماريزا
 روش کاااربرد همچنااین و اختصاصاای آغازگرهااای از اسااتفاده

PCR-RFLP میینو ةناحی برایrDNA-ITS يان ا در باشد.می 
 در نااز  رقام  لوبیااقرمز  روی بار  نیاز  هاجدايه بیماريزايی تحقیق
 گرفت. قرار ارزيابی مورد ایهفته چهار گیاهان
 

 هاروش و مواد
 بيماری عامل قارچ جداسازی
 مازارع  از رايزوکتونیاايی  بیماری به آلوده گیاهی یهابافت
 شامالی  خراساان  استان در گیاه اين کشت عمده مناطق لوبیای
 1393ساال  زراعی فصل طی در فارو  و شیروان بجنورد، شامل
 آ  باا  هاا نموناه  سطحی شستشوی از بعد گرديدند. آوریجمع
 بافات  بین مرز از مترمیلی 3-4 ةانداز به کوچک قطعات فراوان،
 را شاانکر  علايم که فرعی و اصلی هایريشه ساقه، ةآلود و سالم

 باه  درصاد 5/0 سديم هیپوکلريت توسط و گرديد تهیه ،داشتند
 شستشاو  مرحلاه  سه سپس د.شدنضدعفونی دقیقه 2 تا 1 مدت
 بار  شادن خشک از پس قطعه هر شد. انجام سترون مقطرآ  در
-زمینای  سایب  کشات  محیط روی بر سترون، صافی کاغذ روی

 حاااوی (PDA ؛Potato-Dextrose-Agar) آگااار-دکسااتروز
 باا  تارياک  رانکوباتو در و شد داده قرار کلرامفنیکل بیوتیکآنتی
 محایط  روز سه از پس شد. نگهداری گرادسانتی درجه28 دمای
 مرباو   میسلیوم مشخصات و گرفتند قرار بررسی مورد هاکشت
 قاارچ  سازیخال  جهت گرديد. ارزيابی وکتونیارايز هایگونه به
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ياک  گاار آ-آ  کشات  محیط در ريسه نوک روش از رايزوکتونیا
 خاال   کشت PDA به آن لانتقا با سپس و شد استفاده درصد
 محایط  به جدايه هر مدت،کوتاه نگهداری برای گرديد. تهیه آن

 گاراد ساانتی  درجاه 28 دماای  در و يافات  انتقاال  PDA کشت
 محایط  هاا اساکلروت  تولیاد  و کامال  رشد از پس شد. نگهداری
 گرديدند. نگهداری گرادسانتی درجه چهار دمای در هاکشت

 
 مورفولوژیکی خصوصيات بررسی
 هاای سالول  در هساته  تعداد نظر از هاجدايه تمام ابتدا در
 بارای  د.شادن  بررسای  هساته  یآمیاز رنگ طريق از هیف جوان
 شد. استفاده (Bandoni, 1979) سافرانین از هسته یآمیزرنگ
 رشاد درحاال  پرگنه از ديسک يک لام هر وسط در روش اين در
 ةدرجا 26 ماای د در انکوبااتور  در هاا لام اين شد داده قرار قارچ
 طارفین  در ساپس  د،شادن  نگهاداری  روز 2-3 برای گرادسانتی
 مای ک و ريختاه  ساافرانین  رنگای  معارف  قطاره  دو قاارچ  ةپرگن

 شد داده قرار هیف ةتود روی بر میآرا به لامل .شد داده حرارت
 همچناین  گرفت. صورت هاهسته شمارش 400بزرگنمايی در و
 ارزياابی  ایبشاکه  عرضی ةديوار وجود یآمیزرنگ اين کمک به
 و مونیلیوئیاد  هاای سلول ابعاد ريسه، قطر گیریاندازه برای شد.

 بار  جداياه  هار  پرگنه، مورفولویی بررسی همچنین و اسکلروت
 در و شااد شااتک PDA محاایط حاااوی پتااری عاادد سااه روی

 از پاس  گردياد.  نگهداری گرادسانتی درجه28 دمای با انکوباتور
-Falahati) گرفتند قرار بررسی مورد شدهذکر صفات هفته سه

Rasregar et al., 2010.) آناساتوموزی  یهاگروه تعیین برای 
 Carling et al, (2002) روش بااه R. solani یهاااجدايااه

 و لوبیاا  از آماده دسات باه  یهاا جداياه  هایريسه بین آناستوموز
 قارار  بررسای  ماورد  آناساتوموزی  گروه هر استاندارد یهاجدايه
 گرفت.
 
 DNA جاستخرا

 قاارچ  ةروز 6 تاا  5 هاای کشات  محیط از منظور اين برای
 تحات  و شاد  برداشاته  متار میلای  پانج  شعاع به کوچکی ةقطع

 لیتار میلای  30 حاوی لیتریمیلی50هایويال به سترون شرايط
 ساپس  گرديد. منتقل دکستروز-زمینیسیب مايع کشت محیط
 داده رقارا  گاراد ساانتی  ةدرجا 28 دماای  باا  انکوباتور در هاويال
 به کشت محیط سطح روی میمیسلیو لايه روز 7 از پس د.شدن

 باارای شااد. پااودر سااپس و گرديااد جاادا صااافی کاغااذ کمااک
 Bioneer شاارکت DNA اسااتخرا  کیاات از DNAاسااتخرا 

 شاده اساتخرا   DNA رساو   شاد.  استفاده جنوبی کره کشور
 حال  TE باافر  میکرولیتار  100 تا 20 در رسو  حجم به بسته
 در الکتروفاورز  از اساتخراجی  DNA کیفیات  عیینت جهت شد.

 ولت90 ولتای باTAE (1X) بافر از استفاده با ،درصد2 آگارز یل
 تعیاین  جهات  همچنین . (Taheri et al., 2007)شد استفاده
 نهايتااً  DNA گردياد.  استفاده اسپکتروفتومتر از DNA کمیت
 شد. نگهداری مصرف زمان تا گرادسانتی درجه -20 فريزر در

 

 (PCR) پليمراز ایزنجيره واکنش
 از تحقیااق اياان در R. solani گونااه تشااخی  باارای
 باااا  RS1 شاااامل گوناااه  ايااان اختصاصااای  آغازگرهاااای
 RS4 و CCTGTGCACCTGTGAGACAGتاااااااااوالی

(TGTCCAAGTCAATGGACTAT) واکااانش در PCR 
 محصول ارزيابی (.Guillemaut et al., 2003) گرديد استفاده

PCR از اساتفاده  باا  و درصاد 1 آگارز یل روی بر الکتروفورز در 
 دقیقاه 30 زمان مدت برای ولت120 ولتای در ،TBE (1X) بافر

 گرفت. صورت
 

 ةناحي برای PCR-RFLP آناليز و آناستوموزی یهاگروه تعيين
rDNA-ITS 

مشاخ   آناستوموزی یهاگروه تشخی  از اطمینان برای
 خی تشا  همچناین  و هاا ريساه  باین  آناساتوموز  روش به شده
 در شاادهايجاد چندشاکلی  آناالیز  از سااتوموزیآنا یهاا گاروه زير

 یهاااجدايااه (rDNA-ITS) میريبااوزو DNA از ITS ةناحیاا
 (.Guillemaut et al., 2003) شد استفاده R. solani مختلف

 تکثیر PCR واکنش در rDNA-ITS ةناحی ابتدا فرايند اين در
 و AvaII برشای  یهاا آنازيم  توساط  PCR محصول سپس شد.

HincII هاای واکانش  از يک هر گرفت. قرار میآنزي هضم مورد 
PCR-RFLP میکرولیتاار10شااامل میکرولیتاار25 حجاام در 

 واکنش بافر میکرولیتر10رشی،ب آنزيم واحدPCR،2-1 محصول
 آنازيم  دو از شاد.  انجاام  سترون بارتقطیرمیکرولیتر آ  دو18 و

 واکاانش يااک در همزمااانصااورت بااه HincII و AvaII برشاای
 HincII و AvaIIبرشی یهاآنزيم از استفاده در گرديد. استفاده

 دماای  در سااعت ها در حمام آ  گرم به مدت ساه  میکروتیو 
 کاه  اسات  ذکار  باه  لازم گرفتناد.  قارار  گاراد ساانتی  درجه 37
 Fermentase شارکت  سااخت  اساتفاده  مورد برشی یهاآنزيم
 درجاه  -20 یدماا  باا  فريازر  در هامیکروتیو  آن از پس بودند.
 د.شدن نگهداری گرادسانتی

 
 بيماریزایی بررسی

 موبیل لوبیا رقم روی بر R. solani یهاجدايه بیماريزايی
 گرفت. صورت، باشدمی منطقه در غالب و بیماری به حساس که
 کشات  پلاساتیکی  هاای گلدان در مسقیمطور به لوبیا بذور ابتدا
 بارگ،  خااک  عای، زرا خااک  از مخلاوطی  هاگلدان خاک د.شدن
 دماای  در اتاوکلاو  در کاه  باود  کمپوسات مای ور و پرلیت ماسه،
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 سااعت ياک   مدت به اتمسفريک  فشار و گرادسانتی درجه121
 آزمايش شد. کشت لوبیا بذر يک گلدان هر در بود. شده سترون

 هار  در .گرفات  صورت تکرارسه  با تصادفی کاملاً طرح قالب در
گلدان شد. گرفته درنظر جدايه ره زنیمايه برای گیاه سه تکرار،
 شارايط  و گاراد ساانتی  درجاه 30 دماای  با گلخانه شرايط در ها

 د.شادن  نگهاداری  تااريکی  سااعت 8 و روشنايی ساعت16 نوری
 ماورد  زنای ماياه  برای شدنسبز از پس هفته چهار لوبیا گیاهان
 گنادم  باذور  از تلقایح  ماياه  تهیاه  بارای  گرفتناد.  قرار استفاده
 شااد اسااتفاده رايزوکتونیااا قااارچ یهاااريسااه بااا شاادهکلااونیزه

(Nikraftar et al., 2013). هر درون گندم بذر گرم 300 ابتدا 
 اضاافه  آن باه  آ  لیتار میلای 300 .شاد  ريختاه  ایشیشه ظرف
 در ساپس  شد. سترون اتوکلاو در متوالی روز سه برای و گرديد
 ایشیشااه یهاااپتااری بااه گناادم بااذور سااترون کاااملاً شاارايط
 قطر به میمیسلیو ديسک يک پتری هر داخل در و دشدنمنتقل

 گرديد. اضافه رايزوکتونیا قارچ روزه7 پرگنه ةحاشی از مترمیلی5
 گاراد ساانتی  درجاه 28 دمای انکوباتور در روز5 مدت به هاپتری

 از قاارچ،  باا  گندم یهابذر کامل پوشش از پس د.شدن نگهداری
 هفتاه  چهاار  زمان در بیالو سالم یهاگیاهچه تلقیح جهت هاآن
 گارم 30مقدار به تلقیح برای شد. استفاده گیاه شدنسبز از پس
 گیااه  هار  سااقه  اطراف در قارچ با شده کلونیزه گندم بذرهای از

 گرادسانتی درجه 228 دردمای گلخانه در هاگلدان شد. ريخته
 از روز7 گذشت از پس د.شدننگهداری درصد90 نسبی رطوبت و

 هار  از ناشی زخم طول گیریاندازه با علايم ثبت ،نیزمايه زمان
 از هاا داده آمااری  آناالیز  برای گرفت. صورت گیاه روی بر ايزوله
 از اساتفاده  باا  آمااری  آناالیز  .شاد  استفاده SPSS.12 افزار نرم

 آزماون  با شدهتکمیل Kruskall-Wallis ایمقايسه یهاآزمون
Mann-Whitney سطح در P=0.05 شد. انجام 

 

 بحث و نتایج
 مورفولوژیکی مشخصات
 قاارچ  جداياه 32 مورفولاویيکی  شناساايی  پهوهش اين در

 در لوبیاا  کشات  عماده  منااطق  از شاده جداسازی رايزوکتونیای
 قاارچ  ايان  شناساايی  کلیاد  اسااس  بار  شامالی  خراسان استان

(Sneh et al., 1991) یهاا ريساه  اساس اين بر گرفت. صورت 
 ةقاعاد  در بودناد.  قائمه انشعابات با متفاوت قطرهای دارای قارچ

 عرضای  ةدياوار  ه ياک کا  شد ديده مشخ  فرورفتگی انشعابات
 یهاااساالول داشاات. وجااود فرورفتگاای محاال از بااالاتر ماایک

 وجاود  منشاعب  ه ياا سااد  يیهاا زنجیرهصورت به نیز مونیلیوئید
 جداياه 29 که داد نشان هسته یآمیزرنگ آزمون نتايج داشتند.

 در هسته تعداد باشند.می ایدوهسته جدايه سه و ایچندهسته
 عادد 12 تاا  4 بین ایچندهسته یهاجدايه در ريسه یهاسلول

 یهاا سالول  ابعااد  ةانداز ایچندهسته یهاجدايه در بود. متغیر
 3.0-5.2 اساکلروت  ابعااد  میکرومتر، 9-18×20-37 مونیلیوئید

 در کهحالی در بود. میکرومتر8 -11 اصلی هیف قطر و مترمیلی
 یهاااساالول ابعاااد ةانااداز ترتیااببااه ایدوهسااته یهاااجدايااه

 2/0-5/0 اسکلروت ابعاد میکرومتر، 10-14×19-27 مونیلیوئید
 در بااود.  میکرومتاار 5-8 اصاالی  هیااف قطاار  و متاارمیلاای

 کشات  محیط در قارچ ةپرگن رنگ ایچندهسته رايزوکتونیاهای
PDA تغییار  ایقهاوه  باه  زماان  مارور  به که بود سفید ابتدا در 
 پرگنه رنگ نیز ایدوهسته رايزوکتونیاهای مورد در داد.می رنگ
 تادريج  باه  کاه  بود رنگ سفید ابتدا در PDA کشت محیط در
 در هاا جداياه  پرگناه  شاکل  و رنگ کلیطوربه شد.می رنگ کرم

 تار متناوع  WA کشت محیط با مقايسه در PDA کشت محیط
 تولیااد عااددیمتطااور بااه نیااز ایدوهسااته یهاااجدايااه بااود.

  قاارچ  کلیطاور باه  کردناد. مای  شاکل کاروی  ريز یهااسکلروت
R. solani قطار  پرگنه، رنگ نظر از زراعی گیاه اين از جداشده 

 دياواره  تشکیل محل ريسه، انشعابات محل در فرورفتگی ريسه،
 سالول  هار  در هسته تعداد مونیلیوئید، یهاسلول شکل عرضی،
 ;Ogoshi, 1987) هاا زارشگ ساير با اسکلروت تشکیل و ريسه

Pourmahdi &Taheri, 2015) بررساای داشاات. مطابقاات 
 پهوهش اين در R. solani یهاجدايه یهاريسه بین آناستوموز

 گوناه  اين آناستوموزی مختلف یهاگروه استاندارد یهاجدايه با
 یهاا جداياه  یهاا ريساه  باین  آناساتوموز  واکانش  وقوع نشانگر

 تفکیاک  باود.  AG4 باه  متعلاق  جداياه  باا  لوبیا از آمدهدستبه
 واکانش  اسااس  بار  آناساتوموزی  گروه اين مختلف هایزيرگروه
 نبود. ممکن آناستوموز

 
 آناسیتوموزی  یهیا گیروه  تعيیين  و R. solani گونه شناسایی
 PCR-RFLP آناليز براساس

 واکاانش در تکثیرشااده rDNA-ITS ناحیااه الکتروفااورز
PCR آغازگرهای کاربرد با RS1/RS4 باناد  ياک  وجود انگرنش 
 R. solani یهاا جدايه تمام برای باز جفت550مولکولی وزن به
 در نامحققا  سااير  نتاايج  با آمدهدستبه نتايج (.1A )شکل بود

 در ماذکور  مییناو  ناحیاه  تکثیار  بارای  آغازگرها اين از استفاده
 (.Guillemaut et al., 2003) بود مشابه R. solani قارچ

 آناساتوموزی  گاروه  تعیاین  ماورد  رد گرفتهصورت بررسی
 که کرد مشخ  ایريسه تماس روش به R. solani یهاجدايه
 باه  حاضار  پاهوهش  در آماده دسات به گونه اين یهاجدايه تمام
 ایريساه  آناساتوموز  در دارناد.  تعلاق  AG4 آناساتوموزی  گروه
 کاه  شاد  دياده  AG4 آناساتوموزی  گاروه  به مربو  یهاجدايه
 دو هار  به مربو  استاندارد یهااسترين با اهجدايه اين از برخی
 AG4 HG-II و AG4 HG-I آناسااتوموزی یهاااگااروهزير
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A 

B 

 تعیاین  بارای  کاه  داد نشان نتايج بنابراين، دهند.می آناستوموز
  بر ایريسه آناستوموز روش از استفاده آناستوموزی، یهاگروهزير
 نتااايج بااا نتیجااه اياان باشااد.مااین پااذيرامکااان اساالايد روی
  یهاااجدايااه روی باار شاادهانجااام مطالعااات از آماادهدسااتبااه

R. solani فرنگاای گوجااه در بیماااريزا (Pourmahdi & 

Taheri, 2015) یهاا جدايه میان هیفی آناستوموز توان درباره 
 باا  AG4 آناساتوموزی  گاروه  باه  مرباو   مختلاف  یهاگروهزير

 بود. مشابه يکديگر
 
 
 

 

 
 

 

 با PCR محصول هضم از پس PCR-RFLP روش در آمدهدستبه یباندها و R. solani. (A)یژنوم DNA به مربوط PCR جینتا -1شکل

  .AG4 (B) یآناستوموز گروه یهاجدایه یبرا HincIIو AvaII یهاآنزیم زا استفاده

  باشند.می FR1 و BR1، BR2، BR3، BR4، SR1، SR2 یهاجدايه ترتیببه 7 تا 1 یهاشماره Aشکل در

  باشند.می AG4 HG-Iزيرگروه یهاجدايه 6 و 5 ،4 و ،AG4 HG-II زيرگروه یهاجدايه 3 و2 ،1 یهاشمارهBکلش در

M باندهاست. سايز مولکولی نشانگر 

Fig. 1. PCR results of R. solani genomic DNA, and fragments obtained in the PCR-RFLP method after digestion of the 

PCR products using AvaII and HincII restriction enzymes for the isolates of AG4 
Numbers 1 to 7 in the figure A are belonged to the isolates BR1, BR2, BR4, SR1, SR2, and FR1, respectively.  
Numbers 1, 2, and 3 in the figure B are the isolates of AG4 HG-II, and 4, 5, and 6 are the isolates of AG4 HG-I 

M: Molecular size marker  
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 سولانی ايزوکتونیرا یهاجدایه از استفاده با یاهفته چهار لوبياقرمز اهانيگ یرو بر ییزایماريب آزمون جینتا -1 جدول

Table 1. Results of pathogenicity tests on 4 weeks old red bean plants using Rhizoctonia solani and binucleate 

Rhizoctonia isolates  

 متر()ميلی زخم طول ميانگين
Mean lesion length (mm)  

 تاکسونوميکی گروه
Taxonomic group 

 1جدایه
Isolate 

 متر()ميلی زخم طول ميانگين

Mean lesion length mm)) 

 تاکسونوميکی گروه
Taxonomic group 

 1جدایه
Isolate 

 
19 cd AG4 HG-I FR8 5.5 b AG4 HG-I BR1 

22.5 cd AG4 HG-II BR5 6 b AG4 HG-I BR2 
9.5 bc AG4 HG-II BR6 8.5 bc AG4 HG-I BR3 
8 bc AG4 HG-II BR8 9.5 bc AG4 HG-I BR7 
11 bc AG4 HG-II BR10 19.5 c AG4 HG-I BR11 
10 bc AG4 HG-II SR1 12.5 bc AG4 HG-I BR12 
12 bc AG4 HG-II SR7 13 c AG4 HG-I BR13 

12.5 bc AG4 HG-II SR8 14.5 c AG4 HG-I SR2 
14.5 c AG4 HG-II FR1 12 bc AG4 HG-I SR3 
17.5 cd AG4 HG-II FR2 15 c AG4 HG-I SR4 

7.5b AG4 HG-II FR7 19.5 c AG4 HG-I SR5 
8.5 bc AG4 HG-II BR14 27.5 d AG4 HG-I SR9 
9 bc AG4 HG-II BR15 28 d AG4 HG-I FR3 

8.5 bc Binucleate BR9 8.5 bc AG4 HG-I FR4 
0 a Binucleate BR4 15 c AG4 HG-I FR5 

4.25 b Binucleate SR6 15.5 c AG4 HG-I 
FR6 
 

 فارو  :FR و شیروان :SR ٬بجنورد :BR هستند. بردارینمونه منطقه معرف هاجدايه نام در استفاده مورد حروف 1                        
 

 
 لوبيا ساقه روی بر Rhizoctonia solaniقارچ BR11 جدایه از ناشی بيماری علایم -2 شکل

Fig. 2. Disease symptoms caused by the isolate BR11 of Rhizoctonia solani on the bean stem 
 

 روش از آناستوموزی یهاگروهزير تعیین برای ترتیببدين
PCR-RFLP ینااومی ناحیااه rDNA-ITS گرديااد اسااتفاده 

(Guillemaut et al., 2003). شاد،  ذکار  قابلاً  کاه  ورطهمان 
 طريق از ایچندهسته یهاجدايه تمام rDNA-ITS ةناحی ابتدا
 سااپس .شااد تکثیاار R. solani ةگوناا اختصاصاای آغااازگر دو

 برشای  آنازيم  دو توساط  هاا جداياه  تماام  بارای  PCR محصول
AvaII و HincII نتاايج  ةمقايسا  گرفت. قرارمیآنزي هضم مورد 
 rDNA-ITS میینااو هناحیاا ماایآنزي هضاام از آماادهدسااتبااه

 برشای  یهاآنزيم اين توسط آمدهدستبه R. solani یهاجدايه
 (Guillemaut et al., 2003) قبلی مطالعات از حاصل نتايج با
 AG4 یهاا جداياه  که داد نشان استاندارد یهااسترين مورد در

 بودناد  AG4 HG-II و AG4 HG-I یهاا گاروه زير باه  متعلق
 یهاااگااروهزير تعیااین باارای نیااز محققااان ساااير (.1B )شااکل

 برشی یهاآنزيم از لوبیا گیاه از آمدهدستبه AG4 آناستوموزی
AvaII و HincII  اناد  کارده  اساتفاده (Çebi Kiliçoğlu & 

Özkoç, 2010). برشی آنزيم دو ازAvaII و HincII صاورت  به
 rDNA الکتروفاورز  گردياد.  اساتفاده  واکانش  ياک  در همزمان
 از تاا  17 کاه  داد نشاان  درصاد 2 آگاارز  لی روی بار  شدههضم
 برشی یهاآنزيم با هضم در AG4 آناستوموزی گروه یهاجدايه

AvaII و HincII 20/0 و 27/0 یهاا انادازه  حدود در قطعه دو 
 در قطعاه  ياک  جداياه 12 همچناین  و کنناد مای  ايجاد باز کیلو
 نتاايج  باا  نتايج اين ةمقايس کردند. ايجاد باز کیلو 490/0 حدود
 که کرد تعیین (Guillemaut et al., 2003) پهوهشگران ايرس
 آناساتوموزی  زيرگاروه  باه  AG4 آناستوموزی گروه از جدايه17

AG4 HG-I زيرگروه به جدايه12 و AG4 HG-II دارناد  تعلق 
 (. 1B)شکل
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 یهاااگااروه تشااخی  از اطمینااان باارای مطالعااه اياان در
 یهاا گاروه زير تعیاین  نیز و ایريسه پیوند روش به آناستوموزی
 .گردياد  اساتفاده  ITS ةناحیا  توالیمیآنزي برش از آناستوموزی

 تعیاین  و شناساايی  در مهم ابزار يک عنوانبه ITS ةناحی توالی
 بااه نساابت و باشاادماای آناسااتوموزی یهاااگااروهزير و هاااگااروه
 بااالاتری عماال ساارعت و سااهولت دقاات، از میقاادي یهاااروش

 (.Stojsin et al., 2007) است برخوردار

 
 بيماریزایی بررسی

 تماام  کاه  داد نشاان  بیمااريزايی  بررسای  از حاصال  نتايج
 AG4 HG-II و AG4 HG-I به متعلق R. solani یهاجدايه
 ةجدايا  سه از همچنین بودند، بیماريزا لوبیا یهاگیاهچه روی بر

 ايجاااد را بیماااری علاياام جدايااه دو ایدوهسااته رايزوکتونیااای
 زنای ماياه  قاارچ  از عااری  گندم بذور با که شاهد گیاهان کردند.
 باارز  علايام  ندادند. نشان را بیماری از میعلاي هیچ ،بودند شده

 در ایقهاوه  رناگ  به يیهازخمصورت به گیاهان روی بر بیماری
 ايان  اوقاات  گااهی  کاه  (2 )شاکل  شاد می مشاهده ساقه ناحیه
 از برخای  در کردناد. مای  پیدا توسعه نیز ريشه سطح در هازخم
 سااقه  ةناحیا  در ،داشتند بیشتری بیماريزايی شدت که هاجدايه
 در شاده انجام تحقیقات ساير با که شدمی مشاهده شدگیباريک
 لوبیاا  گیااه  در بیمااری  ايان  توساط  ايجادشاده  علايم خصوص
-Balali & Kowsari, 2004; Keshavarz)داشات  مطابقات 

Tohid & Taheri, 2015; Keshavarz-Tohid et al. 

 بیمااريزايی  هاای آزماايش  یهاا داده آمااری  آنالیزهای .(2016
 یهاا گاروه زير یهاا جداياه  در بیمااريزايی  شادت  که داد نشان

 مرباو   یهاا جدايه AG4 HG-II و AG4 HG-I آناستوموزی
 بیمااريزايی  توان کمترين دارای نیز ایدوهسته رايزوکتونیای به
 فاقاد  یا دوهساته  جداياه  ياک  حتی و بودند هاگیاهچه روی بر

 بیمااريزايی  بررسی در مشابهی نتايج اخیراً بود. بیماريزايی توان
 مازارع  در بیماريزا رايزوکتونیای تاکسونومیکی مختلف یهاگروه

 Pourmahdi). شد مشاهده رضوی خراسان استان فرنگیگوجه

& Taheri, 2015) 
کام  یهاا جداياه  کاربرد درمورد هاگزارش ساير به توجه با
 علیااه مقاوماات القااای در رايزوکتونیااا بیماااريزایغیر يااا آزار

 R. solani (Keshavarz-Tohid بیماريزای شديداً یهاجدايه

& Taheri, 2015)  ايان  از بیولویياک  مباارزه  در بتاوان  شاايد 
 رايزوکتونیاای  مخار   یهاا جداياه  علیه ایدوهسته یهاجدايه
 باياد  البتاه  نماود.  اساتفاده  لوبیا گیاه ةريش و ساقه شانکر عامل

 ،R. solani علیااه ایدوهسااته یهاااجدايااه کاااربرد درمااورد
 در میزباانی  دامناه  بررسای  جملاه  از ديگری تکمیلی تحقیقات
 گیرد. صورت منطقه در رايج زراعی محصولات

 

 گيرینتيجه
 و ريشاه  شاانکر  بیماری که گرديد مشخ  تحقیق اين در

 گیااه  ايان  کشت مناطق تمام در R. solani از ناشی لوبیا ةساق
 همچنااین دارد. وجااود وباایشکاام شاامالی خراسااان اسااتان در

 تارين شاايع  AG4 HG-I آناستوموزی زيرگروه که شد مشخ 
خراساان  اساتان  لوبیاای  مزارع در که است تاکسونومیکی گروه
 یهاا گروهزير که داد نشان بیماريزايی آزمون دارد. وجود شمالی

AG4 HG-I و AG4 HG-II تفااوت  يیبیماريزا توان لحاظ از 
 دقیاق  جايگااه  تعیاین  از گازارش  اولاین  اين ندارند. داریمعنی

 .R مخر  قارچ یهاجدايه (ISGs و AG )تعیین تاکسونومیکی

solani لوبیا که اين به توجه با است. ايران در لوبیا کنندهآلوده 
مای  محساو   دنیا رارزشپُ محصول دومین زمینیسیب از پس
 ضرورت لذا است، برخوردار بالايی اهمیت از نیز کشور در و شود
 بار  سازايی باه  تأثیر که قارچی عامل اين کنترل یهاراه که دارد

 ماورد  پیش از یشب گذارد،می محصول کیفیت و کمیت کاهش
 ايان  ماديريت  جهات  مناساب  راهکارهاای  و گیارد  قرار بررسی
 شود. انديشیده بیماری
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Introduction  

Red bean (Phaseolus vulgaris) is an important legume cultivated in various areas with different climates 

worldwide. Bean damping-off, stem and root canker are caused by several fungal pathogens. Soil-borne 

pathogenic fungi are the most important pathogens in bean plants, which cause destructive diseases. 

Rhizoctonia solani is one of the most serious causal agents of stem and root canker that is reported in all 

kinds of beans. The Rhizoctonia species belong to Basidiomycota which are the causal agents of various 

diseases different monocots and dicots with high yield losses. The isolates of R. solani are classified into 13 

anastomosis groups (AGs). The most common AGs of R. solani which infect bean plants are AG-1 IE, AG-1 

IF, AG-2-2, AG-2-3, AG-BI, AG-4 and AG-5. In overall, isolates of AG-4 HG-II were more virulent in peas, 

soybeans and beans compared to other AGs. Knowledge of taxonomic status of Rhizoctonia spp. causing 

bean diseases in different geographic regions of Iran is still scarce. However, accurate identification of 

various taxonomic groups in Rhizoctonia spp. populations is necessary for designing effective disease 

management strategies. So, we identified the accurate taxonomic status of R. solani isolates causing bean 

diseases. Also, pathogenicity of these fungal isolates was investigated on red bean. 

 

Materials & Methods  

Red bean plants with the symptoms of stem and root canker were sampled during growing season of 

2014 in the fields of this crop for characterizing various taxonomic groups of pathogenic Rhizoctonia spp. 

Symptomatic bean tissues were surface-disinfected with 0.5% sodium hypochlorite solution for 2 min and 

rinsed three times with sterile distilled water. Then, pieces of the stem or root tissues were dried on sterilized 

filter paper, placed on a potato dextrose agar (PDA) petri dish containing chloramphenicol, and incubated at 

28°C in dark conditions. After 2 to 3 days, cultures were examined microscopically for hyphal characteristics 

typical of Rhizoctonia spp. All plated samples readily yielded Rhizoctonia spp., and a hyphal tip of each 

isolate was subcultured onto AWA for further purification. Isolates were transferred to PDA test tube slants 

and maintained at 28°C. Fungal isolates were initially characterized as either binucleate or multinucleate by 

the trypan blue staining technique. Colonies of Rhizoctonia on PDA, 2 to 3 days old, were stained to 

determine nuclear number and were examined for the presence of a septal pore (dolipore) apparatus. The 

width of the main runner hyphae was investigated from the same preparations. Isolates were subcultured 

onto PDA petri dishes in triplicate, incubated at 28°C for 3 weeks, and compared for colony morphology and 

the size and shape of moniloid cells and sclerotia. Rhizoctonia spp. isolates were distinguished using specific 

primers for PCR amplification based on the ITS region of R. solani. PCR-RFLP of rDNA-ITS region was 

used to determine the taxonomic group of each R. solani isolate. Genomic DNA of the isolates was used for 

PCR amplification of the ITS region using a pair of primers, RS1 (5′-CCTGTGCACCTGTGAGACAG-3′) 

and RS4 (5′-TGTCCAAGTCAATGGACTAT-3′). Restriction polymorphisms were detected using two 

discriminating restriction enzymes, AvaII and HincII.  
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Results & Discussion  

32 Rhizoctonia isolates were obtained from culturing the infected plant tissues. Identification of these 

isolates was carried out using morphological and molecular methods. Among 32 isolates, 29 isolates 

belonged to multinucleate R. solani and 3 were binucleate Rhizoctonia spp. Investigating restrictesd PCR 

products on agarose gel was performed and anastomosis gropus and subgroups were determined. Among 29 

R. solani isolates, 17 isolates were AG4 HG-I and 12 isolates belonged to AG4 HG-II. Pathogenicity testes 

on red bean cv. Naz revealed that all isolates of R. solani were pathogenic on bean. Lower level of 

pathogenicity was observed for the binucleate Rhizoctonia isolates on the root and stem of host plant. Similar 

levels of pathogenicity were observed for the isolates of AG4 HG-I and AG4 HG-II. This is the first report 

on exact taxonomic status of Rhizoctonia isolates, on the anastomosis groups and subgroups levels, obtained 

from bean field of Iran. 

 

Conclusion 

It can be concluded that R. solani AG4 HG-I is the main taxonomic group of Rhizoctonia, causing stem 

and root canker on bean plants in the regions investigated in this research. Binucleate Rhizoctonia isolates, 

which were hypovirulent or avirulent on bean plants bight be used in biocontrol assays to investigate their 

potential for inducing host defense responses against highly pathogenic R. solani isolates.  
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