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زمینی و   سیبsolani  Fusariumهای   ریبوزومی جدایهITS ،DNAبررسی تنوع احتمالی موجود در منطقه 
 های خراسان رضوی و شمالی زایی و منشاء جغرافیایی در استان  آن با بیماریارتباط

 
  3فر  و فرهاد شکوهی2، بهروز جعفرپور2، ماهرخ فلاحتی رستگار1ساره بقائی راوری*

  ، گروه گیاهپزشکی دانشگاه فردوسی مشهدداتاس2 مدرس، تربیت دانشگاه شناسی گیاهی گروه بیماریدانشجوی دکتری 1
 پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد مربی3

 21/11/85: ؛ تاریخ پذیرش 15/9/84 :تاریخ دریافت
 

 

 چکیده
 ی اصلاحیها ن عوامل محدودکننده برنامهیاز مهمتر یاهی گیزا یماری بیها  تنوع ژنتیکی قارچ باارتباطاندک در اطلاعات 

 یدگی و پوسی عامل پژمردگFusarium solaniه ی جدادو و ستیب با 1383-84 ی زراعیها  در سالقین تحقیا. باشد یم
. ه بود، انجام شددست آمد ه بی و شمالی خراسان رضویها  استانینیزم بی سیاز مزارع و انبارهاکه  ینیزم بیخشک س

 یاه نی غدهز در سوسپانسیون اسپور، مایها ی رقم آگریها سازی خاک، فرو بردن ریشه گیاهچه های مذکور به روش آلوده جدایه
منظور   به.گردیداثبات زایی   بیماری،ای از محیط کشت حاوی قارچ  با قطعهها زنی غده  با سوسپانسیون اسپور و مایهن رقمیا

های خراسان رضوی و شمالی و شش جدایه  دو جدایه استان و  بیست ریبوزومیDNAمطالعه تنوع موجود در کلاستر ژنی 
 تفاوت طول مناطق اینترونی دربرگیرنده قطعه ،PCR-ribotyping یل با استفاده از روشهای تهران، همدان و اردب استان

 تنوع موجود در HaeIIIو  EcoRI با استفاده از دو آنزیم ،همچنین.  قرار گرفتیمورد بررسریبوزومی  DNAکوچک 
 28 خشک و یدگی پوس باعثای آگررقمغده   گرفته شده ازیها هیکه همه جداج نشان داد ینتا. توالی این منطقه بررسی شد

 گیاهان رقم آگریا  را دروندی آ پژمردگی علائمها جدایهدرصد 76  و همچنینها شدند  نرم غدهیدگیپوسسبب درصد از آنها 
  و1 تیپ ITS در دو گروه ی مورد بررسیها هیجدا ،F. solaniقارچ  rDNA-ITSر منطقه یث تکز با استفاده ا.ایجاد کردند

ITS  آنزیم برشی  .ک شدندیتفک 2تیپHeaIII نسبت به EcoRIرا در تعداد و طول قطعات حاصل از  ی بهتر، چند شکلی
مناطق بین ها،   در تفکیک گروه PCR- ribotypingتکنیک  که مشخص شدین بررسیدر ا ،همچنین .هضم نشان داد

 .دهد را نشان نمیارتباطی ها   جدایهزایی  قدرت بیماری وجغرافیایی
 

  مینیز  ریبوتایپینگ، سیب-Fusarium solani ،PCR :های کلیدی واژه
 

 مقدمه
 ـ فوزار ی پژمردگ  خشک و    یدگی پوس یماریب1  بـا   یومی

 ن یتـر  پرخسـارت   از Fusarium solani یعامل قـارچ 

                                                 
 sbaghaee@yahoo.com:  مسئول مکاتبه-*

کشــت زیــر در تمــام منــاطق  ینــیزم بی ســیهــا یمــاریب
  و همکـاران،   ییراه خـدا  ( باشـد  کشور مـی   زمینی در  سیب
 ؛ازاده قلمفرس ـ ی مسـتوف ؛2000 و همکاران،    یفیشر ؛2002
 یمارگرهـا یدانش کامل در رابطه بـا ب      . )2000 ،هاشمی بنی

 ینیزم بیسزان خسارت در عملکرد ی کاهش میخاکزاد برا
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با وجود ابهامات موجود درباره نحوه واکنش . باشد یمهم م
 ،)2004 م،ینــال(  خــاکزادیهــامارگریزبــان نســبت بــه بیم

 ـزان ما ی چون سنجش م   یادی ز یراهکارها  خـاک   حیه تلق ـ ی
 ـو (قبل از کشـت    هـا،   کـش  ، اسـتفاده از قـارچ     )2001 ل،ی

 ریثأ، ت)2002و و کوشاپالا، یل (یآگاه شی پیها  مدلیطراح
 یمارگرهــایب یکیولــوژیســت در کنتــرل بی آنتاگونعوامــل
بـات نمـک    یر ترک یثأ، ت )1997کسلر و همکاران،    ( مختلف

ــپورزایرو ــهیی اس ــ  و جوان ــامی بیزن ــف یارگره  مختل
 ی و تنـاوب زراع ـ    )2004لـز و همکـاران،      یم (ینیزم بیس
در . رفتـه اسـت   یانجـام پذ  زان خسارت،   یکاهش م منظور   به

 ـحال حاضر روش را     اسـتفاده از ارقـام مقـاوم        ،ج مبـارزه  ی
 مقاومـت   یک ـی متفـاوت ژنت   یها زمین حال مکان  ی با ا  ،است

عمـل  و استقلال   مارگرها  یبن  ی نسبت به ا   ینیزم بیارقام س 
 بـک،   ی و مرتضو  یننصر اصفها  (یماری عامل ب  یها هیجدا

شتر مـاده   یاز به درک ب   ی است که ن   ی از جمله موارد   )2004
العمـل   بیمارگر را همزمان بـا بررسـی عکـس         ژنوم   یوراثت

ن ی در هم ـ  .سـازد   ضـروری مـی    ین ـیزم بی س ارقام متفاوت 
عنـوان یـک      بـه  DNAراستا، ابزار مولکولی بر پایه آنـالیز        

شناسـی   بیوشـیمیایی و شـکل     یها آزمون در مقابل    راهکار
هـای   هـای گونـه    منظور بررسـی بیوتایـپ واریتـه       سنتی، به 

. )2004م،  ینـال  (باشـد  ها مـورد اسـتفاده مـی       مختلف قارچ 
هایی تـرین نشـانگر     معمول ء ریبوزومی جز  DNAهای   ژن

کـاربرد  مولکـولی    یلـوژن ی روابـط ف   یبررس ـ  که در  هستند
امل تکرار متوالی سه منطقه      ش rDNAکلاستر ژنی   . دارند
 ,ITS(و دو منطقه اینترونـی  ) 18s-5.8s-28s( یاگزون

IGS( س اصلی بـرای ایـن نـوع مطالعـات اسـت           و لوک  و 
 rDNA های ژن ).1شکل   ()2004رو و همکاران،    یلیبرس(

 از مناطق حفظ شده و متنـوع را         یبسیار ثابت بوده و تناوب    
 آنـالیز هضـم     ، از سـوی دیگـر     .دهـد  درون ژنوم نشان می   

 پتانسیل این ابـزار سیسـتماتیک را افـزایش          ،ITSقطعات  
 .خواهد داد

از این تکنیک در بررسی روابط فیلوژنی و جغرافیـای          
نـالیم و همکـاران،    (F. solaniای  زیستی مجموعه گونه

ــه)2003 ــک   ، طبق ــای فیزیولوژی ــدی نژاده ــادت و ( بن گ
 .Fهـای تخصـص یافتـه     ، تفکیک فـرم )1989همکاران، 

solani )    ،؛2000؛ لـی و همکـاران،       1995ادونیل و گری 
هـای برشـی دارای      و یافتن آنـزیم   ) 2002،  دکاستاالیورا و   

 .Fهـای متفـاوت تخصـص یافتـه      قابلیت تمایز بین فـرم 

solani)     ،اسـتفاده شـده اسـت     ) 2000سوگا و همکاران .
 نیـز چندشـکلی را حتـی در         )2004(برسیلیرو و همکاران    

هـای مختلـف      جدایه rDNAده لوکوس   توالی بسیار فشر  
F. solaniهدف از این پژوهش بررسـی  .  مشاهده کردند

ــه    ــود در منطق ــالی موج ــوع احتم ــوزومی DNAتن  ریب
زمینی و بررسی ارتباط آن بـا    سیبF. solaniهای  جدایه
 .زایی و منشاء جغرافیایی بوده است بیماری

 
 ها مواد و روش

هـای   ی سـال   ط ـ :جداسازی و شناسایی عامل بیماری    
زمینــی کــاری   از منــاطق عمــده ســیب1383-84 زراعــی
های خراسان رضوی و شمالی اقدام به جداسـازی و           استان

های عامل بیماری  پژمردگی و پوسـیدگی         شناسایی جدایه 
مشخصات عمده برای شناسایی    . زمینی گردید  خشک سیب 

 وم ـوزاریـایی فـبراساس کلیدهای شناس F. solaniگونه 

 
 
 
 

 
این مناطق . اند  از هم جدا شدهITS2 و ITS1های مناطق کدکننده توسط مناطق  ژنrDNA . کلاستر ژن  از یبخش  دیاگرام شماتیک -1کل ش

 مورد استفاده bp 900-400  و تشکیل قطعه در ناحیه rDNA برای تکثیر منطقه ITS5 و ITS4 آغازگر. شوند ز رونویسی پیرایش میبعد ا
 ).2004همکاران،  رو ویلیبرس(گیرد  قرار می

rDNA
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400-900 bp 
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 ؛1983؛ نلســون و همکــاران، 1982رنبــرگ، یو نگــرلاخ (

ــاران،  ــرگس و همک ــد )1994ب ــال ش ــه و اعم . ند ملاحظ
 و  ی  مولکـول   های  شی شده جهت آزما   یی شناسا یها هیجدا

  و ماســه 1SNAطی محــی مــدت روی طــولانینگهــدار
گروه گیاهپزشکی دانشکده کشـاورزی      کشت و در     سترون
  . شدندی نگهداره فردوسی مشهددانشگا
 ـ در ا  :ییزا یماریاثبات ب  هـای مختلـف     روش ق،ی ـن تحق ی

ب ی بالا بـردن ضـر     منظور  تکرار به   5 با   یزای اثبات بیماری 
 کردن احتمـال    یها و منتف   زا بودن جدایه   اطمینان از بیماری  

کـار گرفتـه    ه   ب یماریعلائم ب ثیرگذاری شرایط محیطی بر   أت
هـای بخـش سـاقه،       برای جدایه زایی   در اثبات بیماری   .شد

 و  یابـاو  (2سـازی خـاک    سه آزمون آلوده   از   طوقه و ریشه  
فروبردن ریشـه گیاهچـه در سوسپانسـیون      ،  )1972ر،  یلورب

هـا بـا     زنـی غـده    و مایـه  ) 1992ونتر و همکاران،     (3اسپور
. شـد  استفاده   )1987ترون و هولمز،     (4سوسپانسیون اسپور 

ست آمده از غـده دو آزمـون        د ههای ب  همچنین برای جدایه  
تـرون و هـولمز،     (ها با سوسپانسـیون اسـپور        زنی غده  مایه

ای از محیط کشت حاوی      ها با قطعه   زنی غده  و مایه ) 1991
ها برروی رقـم آگریـا در         تمام آزمون  .قارچ انجام پذیرفت  

دانشـگاه فردوسـی     یدانشکده کشـاورز  گلخانه تحقیقاتی   
 . شدمشهد تحت شرایط کنترل شده انجام

 دو  بـرای بیسـت و  DNAاسـتخراج   DNA:اسـتخراج  
علاوه شـش    های خراسان رضوی و شمالی به      جدایه استان 

ــتان ــه از اس ــل   جدای ــدان و اردبی ــران، هم ــای ته ــق ه طب
  اصلاح شده)1995نگ و همکاران،   یوس(  5CTABروش

ــد ــام ش ــت  . انج ــت و کمی ــی کیفی ــس از بررس  DNAپ
ولی، غلظـت    مولک ـ هـای   شاستخراجی، جهت انجام آزمای   

DNA   ها در حد       کلیه نمونهng/µl 25    20  تنظیم و در- 
 .نگهداری شدگراد  درجه سانتی

                                                 
1- Special Nutrient Agar 
2- Soil-infestation 
3- Root-dipping  
4- Tuber Inoculation with spore suspension 
5- Cetyl Trimetyl Ammonium Bromide 

PCR منظـور مطالعـه تنـوع موجـود در          به :6 ریبوتایپینگ
بـه   F. solani یها هی جدایبوزومی رDNAکلاستر ژنی 

وسیله آغازگرهای پیشنهادی توسط برسیلیرو و همکـاران         
 . مورد بررسی قرار گرفت، این منطقه تکثیر و)2004(

  ITS4 یآغازگرهااز 
)5´-TCCTCCGCCTTATTGATATGC-3´ (
  ITS5 و

5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAA-3´) ( 
ــانی   ــده از کمپـ ــه شـ  ,MWG, Biotechتهیـ

Germany( مطالعـه اسـتفاده      ایـن   تنوع در  ی بررس یبرا 
 5/2  میکرولیتـری شـامل    25 در واکنش    DNAتکثیر  . شد

 با Tris-HClمولار  میلی PCR 10X) 20میکرولیتر بافر 
pH :8 ،50  میلــی مــولار KCl (، 5/1  میلــی مــولار 
MgCl2، 1/0 ــی ــوط   میلـ ــولار مخلـ  dNTPs ،5/12مـ

 ژنــومی و DNA نــانوگرم 50 ،پیکومــول از هــر آغــازگر
 در دسـتگاه    )ناژنیشرکت س  (پلیمراز  واحد آنزیم تک   25/1

امه با برن )  آلمان ,Biometraساخت کمپانی   ( ترموسایکلر
 1 بـا     چرخه 40گراد،    درجه سانتی  95قه در    دقی 4حرارتی  

 درجــه 55 دقیقــه در 1گــراد،   درجــه ســانتی92دقیقــه در 
گـراد و مرحلـه       درجـه سـانتی    72 دقیقـه در     2 ،گراد سانتی

. گراد انجام شـد     درجه سانتی  72 دقیقه در    5تکثیر نهایی با    
عنـوان    ژنـومی بـه    DNAیک واکنش بدون اضافه کـردن       

. در نظر گرفتـه شـد     نیز   آلودگی    احتمال  برای کنترل  شاهد
قطعات تکثیر شده در هر واکنش با استفاده از الکتروفـورز           

 75 و بـا ولتـاژ   TBE 0/5x در بافر درصد5/1ژل آگارز 
ها با قـرار گـرفتن       ژل. میلی ولت از یکدیگر تفکیک شدند     

 mg/ ml 10 دقیقه در محلول اتیدیوم بروماید 10مدت  به
آمیـزی و بـا اسـتفاده از          مدت در آب مقطر، رنگ     و همین 
)  آمریکـا  ,Biodocساخت کمپـانی  (Gel Docدستگاه 

ک ی ـ تفک ی بـرا  ،نیهمچن ـ.  مرئی شدند  UVدر مقابل نور    
 ی از الکتروفورز ژل پل ـ  ،تر قیبهتر باندها و برآورد اندازه دق     

 در بافر )1989سمبوروک و همکاران،  ( درصد 6د  یلامیاکر

                                                 
6- PCR-ribotyping 
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TBE 1xسـاعت  5/2مدت  و به ولت یلی م90تاژ  و با ول 
آمیـزی نیتـرات نقـره قـرار         ها تحت رنـگ    ژل. استفاده شد 

ــا جهــت بررســی  ــد و از تصــویر آنه ــدی  گرفتن ــای بع ه
 .برداری شد عکس

PCR- RFLP1: های برشـی   منظور مقایسه بین آنزیم به
  هـای مختلـف    جدایـه ن  ی ب  تولید چندشکلی   احتمال از نظر 

F. solaniــز دو، از ــابق  (HaeIII  وEcoRIیم  آن مط
بـرای هضـم قطعـات     )Fermentas دستورالعمل شرکت

DNA    در نهایـت   . گردیـد اسـتفاده   شده   ریبوزومی تکثیر
چندشکلی قطعات ایجاد شده از نظر نواحی برش و تعداد          
باندهای برش خورده و طول قطعات بـرش خـورده روی           

ی مطابق روش قبل مورد ارزیاب     درصد   6ژل پلی اکریلامید    
 .ر گرفتقرا
 

 نتایج و بحث
اهـان آلـوده    ی گ یی هـوا  یهـا   در بخـش   یمـار یعلائم ب 

هـا،   ای شدن بـرگ    قهوه  و یدگیچیپ خشکیدگی،صورت   به
 .کاهش رشد، پژمردگـی و در مـواردی رزت نمایـان بـود            

 و  هـا  چروکیدگی در محل زخم    ،ای های قهوه  همچنین لکه 
از مجمـوع   . ها بود  از علائم بارز آلودگی غده    شدن   ییایموم

دسـت آمـده از    هه بی جدا22 ، انجام شدهیها یخالص ساز 
 اسـاس ی برن ـیزم بیشه و غده سی ساقه، طوقه، ر   یها بخش

 تعلـق   F. solaniبـه گونـه   ،کلیدهای شناسایی فوزاریوم
 .داشت
 هــای آزمــوننتــایج : یــیزا یمــاری بیهــا ج آزمــونینتــا

ریشـــه گیاهچـــه در  خـــاک و فروبـــردن یســـاز آلـــوده
های ریشه، طوقـه و      های بخش   اسپور، جدایه  سوسپانسیون

ــاً ســاقه را در گــروه ــرار دادهــای تقریب ــم . مشــابه ق  علائ
هـا و    شدن بـرگ   شدن، پیچیدگی، آویزان   ای صورت قهوه  به

وز آوندی در بافت سـاقه در       طول نکر . پژمردگی دیده شد  
دهـد ایـن      متر بـود کـه نشـان مـی          میلی 5/0-7/0 محدوده

ــتر بــــــه ناح یــــــه ریشــــــه و بیمــــــارگر بیشــــ

                                                 
1 - Restriction Fragment Length Polymorphism 

توانـد بافـت آونـدی را مـورد           می لیطوقه خسارت زده و   
 .تهاجم قرار دهد و باعث پژمردگی آوندی شود

ــ ــایدر بررس ــونج ی نت ــه آزم ــای مای ــا   ه ــده ب ــی غ زن
ای از محـیط     زنی غده بـا قطعـه      سوسپانسیون اسپور و مایه   

، هــای مــورد آزمــون جدایــههمــه کشــت حــاوی قــارچ، 
نتـایج  . هفتـه نشـان دادنـد     پوسیدگی خشک را پس از سه       

زا بـودن تمـام      زایـی حـاکی از بیمـاری       های بیماری  آزمون
 . ها در مطالعه حاضر بود جدایه
 1که در جدول     طوری همان: PCR-ribotypingنتایج  

  ITS5 و   ITS4 با استفاده از آغازگرهای      شود مشاهده می 
هـا تکثیـر شـد و تنهـا در            در تمامی جدایـه    bp620قطعه  

 تولیـد   bp600، یک تک باند در محـدوده        Fsg22جدایه  
با توجه به نتـایج تکثیـر منطقـه          ین بررس یادر  . ه است شد

ITS، دو گروه ITS و1 تیپ   ITS از هم تفکیک  2تیپ
 که با نتایج ارائه شده توسـط برسـیلیرو و همکـاران            ندشد

هـر چنـد تمـامی       ).2شـکل   ( مطابقت دارد  باًیتقر) 2004(
قـرار   1تیـپ   ITS در Fsg22دایـه  ها به استثناء ج    جدایه

  منطقهرفت چند شکلی در توالی این   یگرفتند ولی انتظار م   
، EcoRIهـا بـا      در هضم آنزیمی جدایه    .نیز مشاهده گردد  

 تولیـد   320 و   bp 300، دو بانـد     1 تیـپ    ITS های جدایه
 ITSجدایه  در   310و   bp 290که دو باند     در حالی کردند  
دازه نتفاوت بسیار اندک در ا    ). 3شکل  (، تکثیر شد    2 تیپ

 مشاهدهاکریلامید به وضوح     باندهای تولیدی روی ژل پلی    
 )2004(این نتیجه با نتایج برسـیلیرو و همکـاران          . شود می

 bp 310نومورفیـک در محـدوده      متولید دو قطعه     مبنی بر 
 ـ ژنوم ا  تواند به علت تفاوت در     ین م یکه ا متفاوت بود    ن ی

، HaeIII هضم آنزیمی توسط     همچنین در  .ها باشد  هیجدا
کـه بانـد    نمودنـد تولید قطعه  ، چهار1تیپ ITS  ها جدایه

bp 130   ن ای ـ. صورت دو قطعه منومورفیک بود      در آنها به
سـه قطعـه    ،  2 تیـپ    ITSدر حالی بود که در تنهـا عضـو          

 ).4 لشک(تولید شد 
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 ITS  ،DNAتکثیر منطقه  ازحاصل Fusarium solaniهای قارچ    الگوی باندی جدایه-2شکل 

 bp100مارکر  :   M   درصد 6اکریلامید    در ژل پلی PCR- Ribotypingبا استفاده از تکنیک  ریبوزومی 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  باFusarium solani تکثیر شده جدایه های  ITS  هضم قطعات -3شکل 
  درصد6 در ژل پلی اکریلامید EcoRIآنزیم برشی 

 bp100مارکر  :   M          1 تیپ ITSشده قطعه تکثیر  :   *
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  باFusarium  solani تکثیر شده جدایه های  ITS   هضم قطعات- 4شکل 
 درصد6 در ژل پلی اکریلامید  HaeIII آنزیم  برشی
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، دو  bp90، تولید یـک قطعـه       1 تیپ   ITSهای   جدایه
 ـ     bp270 و یک قطعه     bp130قطعه   ا نمودند و در ارتباط ب
 و  bp150، یـک قطعـه    bp85، یـک قطعـه      Fsg22  جدایه

در مجمـوع، آنـزیم برشـی       .  تولید شـد   bp 365یک قطعه   
HeaIII    نسبت به EcoRI          چنـد شـکلی را در تعـداد و ،

نتایج هضم با   . طول قطعات حاصل از هضم بهتر نشان داد       
HaeIII  ،ITS   تولید سه قطعه نمـود کـه در یـک           1 تیپ 

 وجود داشت و این مـورد بـا         جایگاه دو قطعه منومورفیک   
 متفــاوت )2004 (نتــایج تحقیقــات برســیلیرو و همکــاران

هـای ایـن محققـان هضـم آنـزیم بـا             در بررسـی  . باشد می
HaeIII    های  2  در ارتباط با جدایهITS   دو قطعه    1 تیپ  ،

تولید نمود که یک قطعه آن از دو باند منومورفیک تشکیل           
) 2000ادونیـل،   (های ارائه شده قبلی      در گزارش . شده بود 

 با موفقیت همراه نبوده اسـت در    HeaIIIهضم آنزیمی با    
یی آکـار  که در مطالعه حاضر هـر دو آنـزیم برشـی،           حالی

 .خوبی را نشان دادند
 یهـا   رونـد تکامـل در سـطح گونـه از ژن           یدر بررس 

DNA تظال حف ین امر به دل   یا ، که  استفاده شد  یبوزومی ر 
باشد که در تمـام موجـودات بـه          ی مناطق م  نیشده بودن ا  

 ی که رو  یا  در مطالعه . باشند ی ثابت م  یجز استثنائات جزئ  
 انجـام گرفـت، طـول    F. soalniافتـه  ی فرم تخصص 12

کسـان  یطـور    در همه بـه ین توالیی بعد از تعS 5.8منطقه 
bp 128   بود، بـه جـز F. solani f.sp. phaseoli  کـه 
 ـ(داد   ی نشان م  24گاه  یجا را در    یدیک حذف نوکلئوت  ی  یل

 ITS اسـت کـه منـاطق        ین در حال  یا ).2000و همکاران،   
 به همـین    ر بوده، یرپذییار تغ ی بس یبوزومی ر DNA یها ژن

. شـوند  ی روابط در سطح گونه استفاده م      ی بررس ی برا دلیل
 ـت  یالبته احتمال وجود تنوع در جمع      در را نیـز    ک گونـه    ی

ــ نباITSمنطقــه  فرت، یئل و شــســمو (ده گرفــتیــد نادی
 متعلـق بـه     یها نیدهد که استر   یها نشان م   یبررس). 1995

 یهــا ینی از جانشــیزان بــالاتریــ مMartiellaدســته 
ر یسـبت بـه سـا      ن ،2  تیـپ  ITSه  ی ـ را در ناح   یدینوکلئوت
اسـتفاده از   ). 2000 و همکاران،    یل(د  نده یها نشان م   دسته

 مـارگر یافته متفاوت ب  ی تخصص   یها ن فرم ین روش در ب   یا
F. solaniورا و ی ـال( برخوردار اسـت  ی بالاترییآ از کار

 با استفاده زیرا ،)2000؛ سوگا و همکاران،  1995همکاران،  
 یهـا   فـرم  تـوان   مـی  rDNA-ITS هضم منطقه    یاز الگو 

 .F. solani f. sp ی نژادهـا یافتـه و حت ـ یتخصـص  
cucurbitae   ـ ا ین توال یین تع یهمچن. را تشخیص داد  ن ی

 ـ یشتر کلاسـترها  یامر است که ب    آنگر  نایمنطقه ب  دسـت   ه ب
 یهـا  نی شامل استر  ،ی مولکول یها لیه و تحل  یآمده در تجز  
ســوگا و (افتــه هســتند یک فــرم تخصــص یــمتعلــق بــه 
 ی برش یها گاهیوجود جا  ،از طرف دیگر  ). 2000همکاران،  

 ی از انـدونوکلئازها   ی بعض ـ ی بـرا  ITSخاص در منـاطق     
افته را  ی تخصص   یها  از فرم  یک بعض ی تفک ییتوانا،  یبرش

ــه ــ مهF. solani یا در مجموعــه گون . ا ســاخته اســتی
ا یجدا شده از سو F. solani f. sp. Phaseoliک یتفک

، 2تیپ   ITS در منطقهیگاه برشیک جای داشتن ربه خاط
، یل و گـر   یادون(ن امر است    ی از ا  ی حاک PstIم  ی آنز یبرا

 ـک جدا ی ـرسـد تفک   ینظر م ـ  ن به یبنابرا ).1995  Fsg22ه  ی
 و تفـاوت آن بـا    ITSد قطعـه ی ـ، از نظر تول1بق جدول ط
 EcoRI ی برش ـ یها میها در مورد هضم با آنز      هیر جدا یسا
 ـ از حـذف، اضـافه شـدن و          یتواند ناش ـ  ی م HaeIIIو   ا ی

نـان  ی حصـول اطم   ید باشد کـه بـرا     یک نوکلئوت ی ینیجانش
 .  شودین توالیی منطقه مورد نظر تعیستیبا

 ــ ــزان ت ــاکتور مأبررســی می ــایی در ثیر ف ــه جغرافی نطق
گرچـه ایـن عامـل از       ادهـد،    ها نشان می    بندی جدایه  گروه

هـای   بنـدی و جداسـازی جدایـه       اهمیت بـالایی در گـروه     
رسـد خـود     نظر مـی   مختلف قارچی برخورداراست ولی به    

 الشعاع فاکتورهایی چون فشار انتخـابی میزبـان، دارا         تحت
 از .اشدهای احتمالی ب بودن فرم جنسی قارچ و بروز جهش

، جدایــه هــایی بــا قــدرت 1 تیــپ ITS در ،ســوی دیگــر
 ITSزایی متفاوت جای گرفته بودند و تنها عضـو           بیماری

ای از لحـاظ قـدرت       ، هـیج مشخصـه متمایزکننـده      2تیپ  
هـای تیـپ اول نداشـت کـه          زایی نسبت به جدایـه     بیماری

 بـا   ،بنـابراین . عنوان ملاک جداسازی مد نظر قرار گیـرد        به
، و نیـز    )2004(قیقـات برسـیلیرو و همکـاران        توجه به تح  

های  نتایج مطالعه حاضر احتمال وجود تنوع در بین جدایه        
ای وجود دارد که این به تفاوت در ژنوم  یک جمعیت گونه 

 .گردد می ها بر این جدایه
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 .HaeIII و EcoRIهای برشی   و هضم آن با آنزیمF. solaniهای   جدایهITS نتایج تکثیر منطقه -1جدول 
ITS-RFLP (bp) 

 
ای که قارچ از آن  منشاء جغرافیایی و ناحیه
 ITS (bp) جدا شده

EcoRI HaeIII 
Fs7 270+130*)2+(90 320+300 620  ساقه- خراسان-نیشابور 
Fs10 270+130*)2+(90 320+300 620  طوقه- خراسان-نیشابور 

Fs22 270+130*)2+(90 320+300 620  طوقه- خراسان-فریمان 

Fs33 270+130*)2+(90 320+300 620  طوقه- خراسان-مشهد 

Fs34 270+130*)2+(90 320+300 620  طوقه- خراسان-نیشابور 

Fs17 270+130*)2+(90 320+300 620  طوقه- خراسان-چناران 

Fs19 270+130*)2+(90 320+300 620  طوقه- خراسان-قوچان 

Fs01 270+130*)2+(90 320+300 620 ریشه- خراسان-فریمان 

Fs010 270+130*)2+(90 320+300 620  طوقه- خراسان-تربت حیدریه 

Fs040 270+130*)2+(90 320+300 620  طوقه- خراسان-فریمان 

Fs22r 270+130*)2+(90 320+300 620  ریشه- خراسان-فریمان 

Fs23 270+130*)2+(90 320+300 620  ریشه- خراسان-نیشابور 

Fs30 270+130*)2+(90 320+300 620  ریشه-سان خرا-نیشابور 

Fs31 270+130*)2+(90 320+300 620  ریشه- خراسان-تربت حیدریه 

Fsg2 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- خراسان-قوچان 

Fsg11 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- خراسان-تربت جام 

Fsg23 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- خراسان-نیشابور 

Fsg24 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- خراسان-نیشابور 

Fsg22 365+150+85 310+290 600  غده- خراسان-چناران 

Fsg33 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- خراسان-مشهد 

Fsg8 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- خراسان-تربت حام 

Fsg01 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- خراسان-مشهد 

Fsg61 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- همدان-کوریجان 

Fsg135 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- همدان-امیرآباد 

Fsg131 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- اردبیل-فندوقلو 

Fsg132 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- اردبیل-فندوقلو 

Fsg208 270+130*)2+(90 320+300 620 غده - تهران-کتالان 

Fsg209 270+130*)2+(90 320+300 620  غده- تهران-سبلان 
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Abstract 

Lack of adequate information regarding genotypic diversity within populations of plant pathogenic 
fungi is one of the most critical factors limiting breeding programs. During the growing seasons of 
2003-2004, twenty two Fusarium solani isolates, the casual agent of wilting and dry rot of potato were 
obtained from fields and storages of Razavi and Northern Khorasan provinces. The pathogen city tests 
were carried out by soil-infestation, root-dipping, injection of spore suspension into tubers and tuber 
inoculation with a piece of media covered with mycelia on susceptible cultivar, Agria. In order to 
study the variation of the rDAN gene cluster, PCR-ribotyping was done on 22 isolates of Razavi and 
Northern Khorasan provinces and six isolates of Tehran, Hamadan and Ardabil provinces. Also the 
amplification of ITS-rDNA was subjected to digest by EcoRI and HeaIII enzymes. The results 
revealed that dry rot occurred by all isolates, soft rot by 28% and wilting symptoms by 76% of the 
total 22 isolates used in this experiment. The amplification of rDNA-IT'S divided all isolates into ITS1 
and ITS2 types. HeaIII showed the polymorphism in number and length of digested fragments better 
than EcoRI. In this study, there was no obvious evidence of any correlation between geographical 
origion, pathogenicity and ITS types of isolates. 
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