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ୌقدৎඟ    พ়ࢁ و 

م  گاଡ خا ن  ඟ ی  ॹࡾپاس   ৾ ا ໊ ਟ ণد و رඟ ࢌ  ی গ د نا ن رو ع ୃ ଘ ජ ر   رকا ا ا ໊ا শ ਪ ত ଌ ࣣਮ ໑تم ن سا ش رو وزان د ه  ور   ଘ ر ࣾ ଃ িا ່ ࣂൕھ ৗ ی . ا ند  భ س ازਛ  ی پ ش  تا  ଡعا ࣒ خا ਗ ীࡦ ণ م భ و  
ما ی  ࢋ  ش ر از او  و س  ࢌ  ජ ه  ن ر ଓ ا اد ৶ ਗ ط ا ীا ऒ ࡶ भ ग़ࡁ ଌ   .ما

ر චୀ ید  భ໋ ඵේज़رم ی  ر ජ  ධا ا ود৯دمھࢡࡶ  র ده ر৯وز ور  ی پر تارگا ون  ورشان   কا ່ ৗ  ণ ھࢠچ अ ی دم ب  ود و  ୀ رو اৣود و از ا ਗ اࣿ ऒ রපුثارشان م قدୌم ر  پاس و  ی پایان  ࢋ  ජষ ণا ৎا ਟ  ໑ 
ه ا. م৶ما ن ھૡ از  اتاد ণ ما مد  سالاری آ༚ی  পناب م  اঘ࣒ر ر  ख़د න ناب   و  প  ی༚یآජ ن  ر  ࣻࡁࡶد ඌࣹ න و ر  ࢌ গ  শد شانا   ی ীما ਪ  رو اঘ࣒ ی ॰د  ඟ ا  ່ ا ه م چ ا ห پایان ر

  ه  ඟ ॺࡗرو ود  م อতࢂ ඟ ر ود و ا গد  ঘ࣒ࢤو ໋ র ऒود ا شان   ࢌ ಪࣤو গد ী শ س ீ   ا ر  ن  ی ا   ی  য ඵේज़ ଌ  ਟ  ن ฬ سا  ଦ و૰مഊ যدیدඟ ໋ی  ਗ . شان ی  ا یک ا৯د ه صدر و  ীر،  ী ষ ૐॣ ධ් ی  سభ ਪ
م ୀد و ච از یاد  ଽ  ت اকا  ໋ ॥ .  

ثار ا پاس  ণقدୌ و  ষ ণ ৎنات شاوراد  ज़ناب  م  প ی༚هآ ر  ฬ ر د ඪ࣊স න م  و دیৣخا و ی  یده  اندس  ओ ෙय़ ণ ੀय़ورت ت و  صا   ی ن ୁر یار ज़  د ऍࢴ ॡ ਛ ا ංඋ  ی ش  و    ଢشان ر ما ਗ با ا ী ऒ යफ ا ী
تماৣد خاری ا شان ا ب ا  భ دیඟ ॥ و شا भࣇ ী مࢁࢵ ی با ໋ ن   ଘ  ॿ ਗ ناب آ༚ی . مآ ی  ඟ ور  পاز د ਗا ໋ باغ ا م  ر  کا د  න   ت ی   ॐ࢟ز و ا باز ऒپایان  ଓฬ  ل  ଣ ل از ار ࣫ ر  ࣫मৎ ا ا

భ ජ ار࣒ࢤود৶ঘࢤود৯د و با ر ندشان  ای  ارز ໑ േॷرا ච پا ඟد৯د  ࢋ یاری  طا  ଣا سࢂ ণ ໊ ॻ ॡ ی م༚ناب آ ی  لات  رم  نده  ما পو از  শਚیേتک ূࡗજی නख़ ৶طان رون ر  سد න زඵم ی   ඟ࣒ ਗ ه .شࢁ کൎاز 
  ی کاری  و  ی  ୀ ل ه ز ی د ز یا ඟوه  ن  ند ید و کار িاسا ਠඁ൘ख़ िھ ا ا ا ا ਔش پ জ ঃ ໋د৯ود ࢋ  جا ৶ࢤࢌ ଘ ا ষ শ࣊ ඁඌ ما ی  ی  द درد ৶ ਗ ناب   از .ما  প ره رم اد ت  گار ریا ر ر اآ༚ی د න නख़ ॥ Aণ

ور رو  ইࠜذ و د ا ی،   و آ༚یان ا ن کا ید  خਔندس  ඌࣹ ণ ੀय़  ی م࢘ਔود  ش    و षख़ࢤ ن  ند ه کار دیان و  و ندس ৯د  م  মࡑخا ا ا ঃا ൎک ओ ੀय़ قات ৣ ی ূ਼࡛ࣣ  ز شਔیا پ জ   جان ی پاس  ଘز ਟکاری ی  िھ
 ඟ شان   భࢁพ় ماࡂ ی  ৶ ਗن  .مൾش  از ھࢠ دی د ن భ و ی  ୀ  ی پایان شان ࢌ  ی  ما ق  و  و ه  ر ସ୍م ଘ و م و  با  భه  پدر و ماو ଘ ندم ده  ار و اিخا ا ا ا ૼا ਟ শ ॐ  ় ॢ ඥھࢡ ৣ ෙय़ േ॒ ৗ

ود৯د ی  ه   مدل و  রا৯دوزی  ਜพࣂൕھ ا ھ ر،ھ ච پاس  ا  ໋ ণما ی  ی  ৶ ਗی ز و ا م ࢋ  ندی شان ر  ر ی و  لا ه    و৯د  ೯ د ਗ ط ا بൎا ໆپࣂ ਠঃ س  ෙय़پایان  .م࣒ భ  ھا از ی   ੀय़ندسट৶خا ف৯ ਊد ا५د ا
وی   ، ه یار د ࣨندس ༙ ૡط ੀय़،د ه ೯د ندس ༙ ا  ا ૡط ੀय़ماد ی   ඟ قدୌ و  وده ا৯د  ن پایان ଓฬ یاری  جام ا భ ජ ا   ی تان و ସ୍ا ه دو ی و  ৶ ਗ ࢁพ় ৶ৎࢤ ଌ  ا ໑ ণ ൎمک.  

مدی ख़ خان  ම। 
ن   ٨٨ࢯ૱ 

 



  

ه و ارزيابي مقاومت به بيماري با هاي آلوددرزيتونVerticillium dahliae برآورد كمي 

  Real- time  PCRاستفاده از تكنيك 

 چكيده

در و تخريب سيستم آوندي باعث  است كه  زيتونمهمهاي پژمردگي ورتيسليومي يكي از بيماري
هاي كنترل بيماري استفاده از ارقام مقاوم يكي از مؤثرترين روش .شودمرگ گياه مينهايت 

 نمونهدر استان زنجان هاي آلوده منطقه طارم ابتدا از زيتونبررسي دراين . شودمحسوب مي
ر روي محيط ببرداري شده   قطعات نمونه،پس از ضدعفوني سطحي.  گرفتبرداري صورت

 در و شرايط تاريكي C  24ْدمايدر Czapec dox agar اختصاصيو PDA   عمومي هايكشت
هاي استاندارد تك اسپور با استفاده از روشسازي قارچ  پس از جدا. شدند كشت دادهانكوباتور

از ورتيسليوم رشد يافته   DNAاستخراج . گرفتانجامدر محيط آب آگار سازي  كردن عمل خالص
  در منطقه با استفاده اززانوع پاتوتيپ قارچ عامل بيماريو  انجام شد PDBبر روي محيط مايع 

 پنجهاي نهالدر ادامه  .گرديدين  تعي Dنوع اختصاصيآغازگرهاي و  Nested-PCRتكنيك 
 موجود در ايستگاه تحقيقات زيتون كييكرونا  آبلونكا و، آربيكن،)بومي طارم( ارقام زرد ماهه

آنها نسبت به يا مقاومت كمي قارچ عامل بيماري و تعيين ميزان حساسيت  طارم براي ارزيابي
تعدادي از . ندتلقيح گرديد Root dipبه روش قارچ عامل بيماري  107 سوسپانسيونبا بيماري
 و هاي تلقيح شدهنهالاز ريشه   DNAاستخراج .شدند ها به عنوان شاهد در نظر گرفتهقلمه

روند افزايش تدريجي .  گرفتانجامبودند  برداري شده كه در فواصل زماني معين نمونهشاهد 
به كارگيري   وReal- time PCRتكنيك  ها با استفاده از قارچ موجود در نهالDNAميزان 

پس از جداسازي . سنجي گرديد كميت هاي اختصاصيهمراه با آغازگر Sybr Greenسيستم 
با و آبلونكا  آربيكن ،داد كه ارقام زردنشان ها بررسيتايج قارچ عامل بيماري از درختان آلوده، ن

بعد از  فواصل زماني معيندر  استخراج شده DNAكل در  قارچ DNAتوجه به بالا بودن غلظت 
كي ي و رقم كروناكي در برابر بيماري دارنديكرونارقم به به ترتيب حساسيت بيشتري نسبت تلقيح 

 Real-time PCRكه نتايج حاصله نشان داد همچنين .  بودتا حدودي در برابر بيماري مقاوم
نسبت به بيماري پژمردگي  هاي مختلف زيتونارزيابي مقاومت ژنوتيپ براي تكنيك مناسبي

هاي معمول براي غربالگري ارقام مقاوم به بيماري تواند در كنار روشكه مي رتيسليومي استو
  .مورد استفاده قرار گيرد

  
 يتونز،  Real – time PCR،مقاومت، Verticillium dahliae :كلمات كليدي

 
 

 



  فهرست مطالب
 عنوان                                                                                                       صفحه

 
 

 

  مقدمه_فصل اول

   2..............................................................................................................................................................................مقدمه -1

  2 .............................................................................................................. و ايرانتاريخچه كاشت زيتون درجهان -2-1   
  2 ..................................................................................زير كشت و ميزان توليد زيتون در ايران و جهانسطح  -3-1

  3 ...................................................................................................................... اهميت اقتصادي محصولات زيتون-4-1

  3 ................................................................................................................. بيماري پژمردگي ورتيسليومي زيتون-5-1

  5 ................................................................................................................................................ بيماريعلايم -1-5-1    

  5 ................................................................................................................................... چرخه عامل بيماري-2-5-1     

  5 ............................................................................................دامنه ميزباني ورتيسليوم و كنترل بيماري -3-5-1     

............................................................................................................................................................ 7  بررسي هدف-6-1

 مروري بر تحقيقات انجام شده  -ل دومفص

  9 .......................................................................................................................................................................... مقدمه-1-2     

 9 ...........................و ارزيابي مقاومت به بيماري  Verticillium dahliaeهاي معمول شناسايي قارچ  روش-2- 2     

  13 ...................................................................................................................................................هاي مولكوليروش -3-2         

  13........................................................................... در بيماري شناسي گياهيDNAهاي تكنيكبررسي  -1-3-2             

  PCR(...................................................13(اي پليمرازهاي زنجيرهبر واكنش نشانگرهاي ملكولي مبتني -2-3-2              

 PCR ............................................................................................................................ 14 روشمزاياي -2-3-2 -1       

  PCR ............................................................................................................................. 14روش معايب  -2-2-3-2       

16 ............................................................................................................................نگاري هاي انگشتتكنيك -3-2 -3    

   Nested-PCR .........................................................................................................................17 روش  توصيف-4-3-2    

  Real-time PCR....................................................................................................................................... 18   مباني-4-2    

  

أ



  فهرست مطالب
 عنوان                                                                                                       صفحه

 
 

 

  Real-time PCR.................................................................................................................19  تكنيك مزاياي-1-4-2   

20.......................................................................................................................................اختصاصي غيرالگوي  -4-2 -2    

  21............................................................................................................................... ي ذوبنمنح تجزيه -1-2-4-2    

  22...............................................................................................................................................اختصاصيالگوي  -4-2 -3

  Real-time PCR .......................................................................................................23  مهمترين كاربردهاي-4-2 -4

 23................................................................................................................................ كميت سنجي مطلق-1-4-4-2                               

  23............................................................................................................................................. فازهاي تكثير-2-4-4-2                                  

  23.............................................................................................................................................سيكل آستانه-3-4-4-2                                   

 24......................................................................................................................................منحني استاندارد-4-4-4-2       

25........................................................................................................................................ها ارزيابي -2-4- 5             كيفي قارچ

  26..........................................................................................................................................ها كمي قارچارزيابي -4-2 -6            

  27....................................................................................................قارچ در بافت ميزبان DNAسنجي   كميت-7-4-2            

  مواد و روش ها- فصل سوم       

  30.....................................................................................................................................................................برداري  نمونه-1-3

  30..................................................................................................................................................... جداسازي قارچ از گياه-2-3

  Czapec dox agar ...................................................................................................30   طرز تهيه محيط كشت-1-2-3             

31.......................................................................................................................................................... سازي قارچ  خالص-3-3

               31.........................................................................................................................................................زايي آزمون بيماري -4-3

  33................................................................... از گياهان تلقيح شده Verticillium dahliae جداسازي قارچ -1-4-3

  33....................................................................................................... و كاربرد آنهاDNAتهيه بافرها و مواد استخراج  -5-3

  DNA ..................................................................................................................35 آماده سازي قارچ جهت استخراج -6-3 

 Potato dextrose broth.............................................................................36  از محيط مايع DNA روش استخراج -7-3

  37....................................................................................تيسليوموهاي آلوده زيتون به ريشه از كل DNA  استخراج-8-3

ب



  فهرست مطالب
 عنوان                                                                                                       صفحه

 
 

 

  39......................................................................................................... توسط اسپكتروفتومترDNA  كميت سنجي -9-3

  40....................................................................................................................ژل آگارزروي  DNA كيفيت سنجي -10-3

  41............................................................................................................. مواد تشكيل دهنده بافر بارگذاري-1-10-3     

    41.........................................................................................................................................%1 تهيه ژل آگارز -2-10-3  

  ١٠TBE.............................................................................................................................41 X ه بافر طرز تهي-3-10-3

...........................................................................................................................Nested-PCRهاي  انجام واكنش-11-3  42

42  Nested-PCR................................................................ آزمون در آغازگرها و ساير مواد مورد استفاده -1-11-3    

تكنيك  44.......................................................................... در كار رفته به حرارتي  Nested-PCR    برنامه -2-11-3    

4  ............................................................4 آزمون در شده تكثير هايفرآورده       Nested-PCR الكتروفورز-3-11-3    

با استفاده از  ND ........................45 نوعپاتوتيپاختصاصي هاي آغازگر  انجام واكنش -11-3- 4 Nested-PCR 

  Real-time PCR...................................................................................................................46هاي انجام واكنش -12-3

...............................................................................................  SYBR Green I Dye46سيستم  توصيف -3 -1-12         

در  Real-time PCR .................................................47 آزمون -3 -2-12          شده تكثير هايفرآورده      الكتروفورز

  48.............................................................................................................................. رسم منحني استاندارد-3 -3-12          

    نتايج -فصل چهارم

  50 ........................................................................................................................ از بافت آلوده شدهجداسازيقارچ  -۴-١

  Verticillium dahliae.............................................................................................50 شناسايي و مشخصات گونه -2-4

  52...................................................................از گياهان تلقيح شدهشده جداسازي  Verticillium dahliae قارچ -3-4

 Potato dextrose broth.......53محيط كشت شده در كشت داده از ورتيسليوم شده استخراج  DNAنتايج  -4-4

  PCR.....................................................55  واكنش با استفاده ازVerticillium dahliae   شناسايي نوع پاتوتيپ-5-4

  تكنيكاستفاده از بادر طول دوره زماني مشخص در گياه  Verticillium dahliae شناسايي نوع پاتوتيپ -6-4

Nested-PCR.........................................................................................................................................................................57  

ج



  فهرست مطالب
 عنوان                                                                                                       صفحه

 
 

 

  59.................................................................................هاي زيتونپژمردگي ورتيسليومي در ژنوتيپتوسعه علايم  -7-4

  هاي درزيتون Verticillium dahliaeسنجي  براي كميتReal-time PCRهاي  بررسي نتايج واكنش-8-4

  60...........................................................................................................................................................................................آلوده

  60.................................................................................................................................. ارزيابي منحني استاندارد-1-8-4          

63 .........................ها براي تكثير نمونهReal-time PCR در واكنش  SYBR Greenتفاده از سيستم اس-2-8-4          

 به مقاومت ارقام مختلف براي تعيين Real-time PCRهاي كميت سنجي  بررسي نتايج واكنش-9-4

Verticillium dahliae ...........................................................................................................................................................66 

  بحث و پيشنهادات –فصل پنجم   

72........................................................................................................................................................................................حثب-5

 78....................................................................................................................................................................................پيشنهادات

 79............................................................................................................................................................................منابعفهرست 

 

 

د



  فهرست جداول
 عنوان                                                                                                         صفحه

 

 

 

42 Nested-PCR ............................. آزمون در استفاده مورد آغازگرهاي  Dاختصاصي پاتوتيپ  توالي      -3-1جدول

........................................................................42 Nested–PCR   اجزا و ميزان مواد مورد نياز براي آزمون-3-2جدول

43  .............................................. كيت از استفاده با براي نياز مورد مواد ميزان و         Nested-PCR     اجزا-3-3جدول

46 ........................Nested-PCRآزمون در استفاده مورد آغازگرهاي NDاختصاصي پاتوتيپ  توالي       -3-4جدول 

 46 SYBR Green I Dye.....................................  مقدار مواد استفاده شده براي هر واكنش در سيستم -3-5جدول

47  .............................................................. SYBR Green I Dye برنامه حرارتي به كار رفته در سيستم  -3-6جدول

  62..........تاندارد  به روش منحني اسSYBR Green Iهاي ناشناخته در سيستم   تعيين غلظت نمونه-4-1جدول

  

Rه

 



  ها و نمودارهافهرست شكل
            صفحهعنوان                                                                                              

 

 

 

22 ....................................................DNAبه عنوان عامل اتصال شونده به  SYBR Green I نحوه عمل -2-1كلش  

24 .........................................................................................سيكل آستانه و ارتباط آن با ميزان الگوي اوليه -2-2شكل 

dox agar Czapec51 وPotato dextrose agar هاي محيط كشت كلني ورتيسليوم رشد يافته بر روي-4-1شكل 

.....................هاي قارچ ورتيسليوم رؤيت شده زير ميكروسكوپ فياليدها و كنيدي ر،بتصوير كنيدي -4-2شكل   52

52...............................................زير ميكروسكوپدر ماه   ميكرواسكلروت تشكيل يافته بعد از يكتصوير-4-3شكل 

53..................... از زمان تلقيح روز15گذشت  ورتيسليوم رشد يافته بر روي رقم زرد آلوده شده بعد از -4-4شكل

 54.پس از رنگ آميزي با اتيديوم% 1آگارز  ده از ورتيسليوم خالص بر روي ژنومي استخراج شDNA -4-5شكل 

55 . پس از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد%1استخراج شده از بافت ريشه آلوده بر روي آگارز  DNA -4-6شكل 

56 ............................................................................................Verticillium dahliaeپاتوتيپ  شناسايي نوع  -4-7شكل

ز نمونهبا استفاده ا  58.. روز بعد از تلقيح24رقم زيتون  ريشه چهار DNAهاي  آنا Nested-PCRليز   -4-8شكل

.............................................................................................................................................62   منحني استاندارد-4-9شكل 

65 .................................................................................................................................................. منحني تكثير-4-10شكل 

.........................................................................................................................مشتق منحني تكثير  نمودار-4-11شكل   65

65 ......................................................Verticillium dahliaeشده با  هاي آلوده منحني دماي ذوب نمونه-4-12شكل

.......................................................Real–Time PCR  شده در سيستم  الكتروفورز محصولات تكثير-4-13شكل   65

66 ...................................ورتيسليوم در ريشه آلوده رقم كروناكي DNAسنجي   نتايج حاصل از كميت-4-1نمودار 

67 .......................................ورتيسليوم در ريشه آلوده رقم آبلونكا DNAسنجي   نتايج حاصل از كميت-4-2نمودار 

68 ......................................رتيسليوم در ريشه آلوده رقم آربيكنو DNAسنجي   نتايج حاصل از كميت-4-3نمودار 

  69............................................ زردورتيسليوم در ريشه آلوده رقم DNAسنجي   نتايج حاصل از كميت-4-2نمودار 

  70..........................زيتونرقم چهار ورتيسليوم در ريشه آلوده  DNAسنجي   نتايج حاصل از كميت-4-3نمودار   

 
  

و

 



 

 

  

  ઔधل اول

 



 2                        مقدمه- اولفصل 

 

  

  

  مقدمه -1

مراه با گندم است كه ه Oleaceaeتنها گونه خوراكي خانواده  .Olea europaea Lزيتون با نام علمي 

است  هاي كشاورزي حوزه مديترانه را در طول قرنها تشكيل دادهها و ستونو انگور يكي از پايه

سوره تين (در موارد متعدد است در قرآن مجيد به اين گياه مقدس سوگند ياد شده . )1376 درويشيان،(

  . از آن ياد شده است) 141/99، انعام 20 مؤمنون ،4/1آيه 

   و ايران  تاريخچه كاشت زيتون درجهان-2-1

مبدأ آن سوريه است كه تدريجاً به . گرددمي  سال قبل از ميلاد مسيح بر3500سابقه كاشت زيتون به 

). 1374 ،طباطبايي(است  هدر آن مناطق سازگاري پيدا كرد كشورهاي اطراف درياي مديترانه انتقال يافته و

دانند اي ميبعضي نويسندگان آن را مربوط به دوره. است هاي دور وجود داشتهزيتون از زماننيز در ايران 

اي نيز معتقدند كه اين درخت به عده. است كه امپراطوري ايران تا سواحل درياي مريترانه گسترش داشته

 در برخي از منابع، تاريخ ورود .استشده  ترش دادهدر ايران گس) سلوكيه(هنگام تسلط و نفوذ يونانيان 

   ).1377 نظامي ضيابري،مير(شده است   سال قبل تخمين زده900زيتون به شمال كشور 

   سطح زير كشت و ميزان توليد زيتون در ايران و جهان -3-1

طح زير  ميليون اصله و س850، 2000جمع كل درختان زيتون در دنيا در سال  FAOطبق آمار نامه 

%) 33(در اين ميان اسپانيا بزرگترين توليد كننده و صادر كننده زيتون . ميليون هكتار است5/10 آن كشت

هاي در مقام%) 7(و ايتاليا ) 6/7(، سوريه %)9(، مراكش %)11(، آمريكا %)14(باشد و سپس تركيه مي

 هكتار از 94000 بيش از 1384طبق آمارنامه وزارت جهاد كشاورزي در سال . بعدي قرار مي گيرند
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 هكتار از آن زير كشت نهال و مابقي، درخت بارور 71000اراضي كشور زير كشت زيتون قرارگرفته كه 

شهرستان طارم با در اختيار داشتن . دهنده توسعه روز افزون كشت اين محصول است باشد كه نشانمي

كننده اين  به عنوان تنها شهرستان توليدر  كيلوگرم در هر هكتا3900متوسط عملكردو  هكتار باغات 9212

آمار نامه ( استداررا كه رتبه اول در توليد زيتون كشور محصول در استان زنجان به شمار مي رود 

  ).1384  كشاورزي،

  زيتونمحصولات  اهميت اقتصادي -4-1

). 1366، وريميرمنص(شود ميعموماً از زيتون دو فرآورده اصلي روغن زيتون و زيتون كنسروي تهيه 

 و )(Rallo et al., 2000هاي گياهي از نظر سلامت اهميت زيادي دارد روغن زيتون نسبت به ساير روغن

است كه اين ناشي از نوع اسيد چرب و مقدار كمي از  هاي قلبي و سرطان محافظت كنندهدر برابر بيماري

هاي زيبا و ن به دليل نقشچوب درخت زيتو ).Luaces et al., 2005(مواد متشكله فنوليك است 

طباطبائي،  (هاي لوكس كاربرد فراواني دارداستحكام زياد براي ساخت وسايل تزئيني و تهيه روكش

اين ميوه . شودپروتئين است كه علوفه خوبي براي دامها محسوب مي% 9برگ زيتون داراي . )1374

هاي ، گوگرد، منيزيم، كلسيم، ويتامينارزشمند داراي چربي و مواد معدني گوناگون نظير فسفر، پتاسيم

  ).1377ميرنظامي ضيابري،( گوناگون و به خصوص كاروتن مي باشد

 زيتونژمردگي ورتيسليومي   بيماري پ-5-1 

 Ruggieriاولين بار توسط كه باشد مي Verticillium dahliae عامل پژمردگي ورتيسليومي زيتون

 Verticilliumجنس  هايي ازگونه ).Lachqure (and Sedra, 2002است  در ايتاليا توصيف شده) 1946(

 و Sordoriomycete رده ،Ascomycotaشده هستند متعلق به شاخه  كه داراي توليد مثل جنسي شناخته

گونه فوق فاقد مرحله توليد مثل . (Fradin and Thomma., 2006)باشند  ميPhyllachoralesراسته 

گيرد سايي آن در حد زيرگونه، نژاد، فرم مخصوص يا پاتوتيپ انجام مي شنا واستشده  شناخته جنسي
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and Sedra, 2002) Lachqure.( رنگ خوابيده بر سطح محيط كشت توليد مي هاي بياين قارچ ميسليوم-

آيد بعد از يك هفته كرم رنگ شده و به كند كه با گذشت زمان به شكل پنبه اي ظريف و سفيد در مي

شود رنگ پرگنه به تيرگي تمايل اسكلروت تيره رنگ و جدار ضخيم قارچ تشكيل ميتدريج كه ميكرو

رنگ بوده و ها يك سلولي و تخم مرغي شكل، دوك مانند يا كروي بيكنيدي). 1381اشكان،(كند پيدا مي

ا كنيديوفوره). 1383الهي نيا، ( گردندبه صورت منفرد يا مجتمع در انتهاي فياليدهاي مجتمع تشكيل مي

انتهاي  .اندها به صورت مارپيچي درآمدهعمودي، جداگانه و شاخه شاخه هستند و تعداد كمي از شاخه

  ).Issak, 1967(فياليدها معمولاً فلاسكي شكل بوده و در نوك نقطه مانند است 

 بر اساس تفاوت .انداز نظر مورفولوژي و بيماري زايي نيز تنوع نشان داده V. dahliaهاي جدايه

 )ND2(و غير برگريز ) D1( اين قارچ به دو دسته برگريز،در پنبه V. dahliaهاي زايي بين ايزولهماريبي

 NDخطرناكتر از پاتوتيپ  Dزايي با پاتوتيپ شدت بيماري). (P´erez-Art´es et al., 2000بندي شد طبقه

-Mercado (2002 دارد  پاتوتيپ وجود نوعشده با اين است و حتي احتمال مرگ براي گياهان آلوده

Blanco et al.,.(  

هاي آلوده در ايران نيز اين بيماري به علت توسعه زيتونكاري در خاكهاي آلوده و همچنين تهيه قلمه

و استان ) استان زنجان(منطقه طارم  به طوريكه موارد متعددي از آلودگي درختان در. رو به گسترش است

درختان زيتون به اين بيماري براي اولين  آلودگي ).1383 ران،صانعي و همكا(شده است گلستان مشاهد 

استان گلستان و در درختان موجود در ايستگاه تحقيقات  در) 1998 ،رهنما و همكاران(بار در ايران توسط 

   .هاشم آباد گرگان مشاهده شد

 

1Defoliation 

2 Nondefoliation 
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  بيماريعلايم-1-5-1

ولي را تجزيه كرده و باعث نكروزه شدن هاي پكتوليتيك ديواره سلهاي ورتيسليوم با توليد آنزيمگونه

علايم بيماري پژمردگي  از). Fradin and Thomma, 2006( شوندگياه و بروز علايم پژمردگي آوندي مي

 ,Gayoso and Pomar ( ها استورتيسليومي شامل پژمردگي، كلروز، كوتولگي، نكروز و زردي رگبرگ

هاي پژمرده و جوان باقي  و شكننده و پيچيده روي شاخه ترد،در برخي ازموارد، برگهاي پژمرده ).2007

 ).1383الهي نيا، ( دهد استرس خشكي و پيرشدگي طبيعي علائم را توسعه مي.مانندمي

  چرخه عامل بيماري -2-5-1

 C  تا21در دماي آن پيشرفت و توسعه بيماري توسط كند كه اي ايجاد مياين قارچ بيماري تك چرخه

زني هر ميكرواسكلروت به عنوان منبع مهم مايه تلقيح توانايي جوانه).1383الهي نيا، (فتد ااتفاق مي 27 ْ

كند و در حين حركت به بافت آوند چوبي از قارچ در مرحله پارازيتي نوك ريشه را آلوده مي. دارد

 يعني شوندآندودرم به عنوان يك سد فيزيكي در مقابل آلودگي عبور كرده سپس وارد بافت آوندي مي

در طول نكروزه . افتدزنند و اسپورز زايي براي سيكل ديگر بيماري اتفاق ميها جوانه ميجايي كه كنيدي

هاي هاي آوندي، ريشهشدن بافت يا پير شدن گياه قارچ وارد مرحله ساپروفيتي شده و صرفنظر از بافت

را ها ار زيادي از ميكرواسكلروتمقدار بسي V. dahliaeدر اين مرحله قارچ . شوندگياه نيز مسدود مي

  . (Fradin and Thomma, 2006) برند كه در خاك جا گرفته و مواد گياهي را از بين مي كردتوليد خواهد

   وكنترل بيماريدامنه ميزباني ورتيسليوم -3-5-1

نند بسياري از گياهان ما  باعث پژمردگي دروويژگي پلي فاژي بسيار بالايي دارد  V. dahliaeقارچ 

 (P´erez-Art´es et al, 2005). شود هلو و رز در سراسر جهان مي،زيتون ، سيب زميني، پنبه،بادمجان

است زيرا اين پاتوژن يك اندام استراحتي چند سلولي  فراهم نشده V. dahliaeكنترل مطلوب  راهي براي

 Kabir et(ن سال حضور دارد كند كه در خاك براي چنديو داراي ملانين به نام ميكرواسكلروت توليد مي
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al., 2004.( هايي غيركارآمد استبه اين ترتيب تناوب زراعي براي كنترل اينچنين قارچConway et al., 

 اند سموم شيميايي تأثير مطلوبي ندارد و به علت آسيب به محيط و سلامت عمومي محدود شده).(1983

.(Rodríguez et al, 2008)  ضدعفوني خاك گران بوده و هميشه در دسترس روشهاي كنترل مثلساير 

هاي كنترلي براي مغلوب ساختن ورتيسليوم در زيتون بيشتر روشبنابراين، ). Schena et al, 2004( نيستند

با اين حال مراحل جداسازي قارچ عامل  (Rodríguez et al, 2008).روي كاشت ارقام متمركز شده است 

قاومت ارقام به بيماري از دشواري و پيچيدگي بالايي برخوردار بوده بيماري از گياه و نيز ارزيابي م

اغلب  شودوكارايي اين روش، كه معمولاً در شرايط گلخانه يا باغ با تلقيح قارچ و مشاهده علائم انجام مي

با توجه به معايب  .)Cristinzio et al., 1994( هاي تلقيح و شرايط جغرافيايي استتحت تأثير روش

هاي مولكولي مختلف با سرعت ودقت بالا در شناسايي، كشف، توصيف تكنيكاي متداول قديمي هروش

اي پليمراز هاي زنجيرهاند مانند واكنشهاي خاكزاد پاتوژن گياهي گسترش يافتهو كميت سنجي قارچ

PCR11 وسعه هاي مختلط، كنترل تبراي شناسايي پاتوژن قارچي در بافت گياهي آلوده، تشخيص آلودگي

-در خاك به كار مي هاي توده زنده قارچ در گياه و تخمين مايه تلقيحسنجي قارچ در ميزبان، انجام كميت

  .(Bridge and Arora, 1998)رود 

 Verticillium براي كشف و كميت سنجي Real – time PCRدر حال حاضر تكنيك مولكولي 

dahliae شده است بدون نياز به محيط كشت با حساسيت بالا رايج (Hietala et al., 2003). تكنولوژي 

Real – time PCR دهد كه بتوان به طور همزمان اين امكان را ميDNA قارچ و گياه ميزبان را كميت 

هاي مورد بررسي با استفاده از سنجي كرد و بدين ترتيب به جاي ارزيابي روند توسعه بيماري در ژنوتيپ

 

Polymerase chain reaction  1 
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قارچ بيمارگر در نمونه گياهي و ميزان احاطه شدن بافت گياه با  DNAتوان ميزان  مي،علائم بيماري

  (Gayoso and Pomar, 2007).بيمارگر را مشخص نمود 

   بررسيهدف -6-1        

نوع  سريع و دقيقهاي آلوده منطقه طارم و شناسايي از زيتون  V.dahliaeجداسازي قارچ .1

 نياز به انجام مراحل كشت و خالص سازي بدون Nested-PCRپاتوتيپ آن با استفاده از تكنيك 

 قارچ عامل بيماري

 به منظور ها در گلخانه و مشاهده شدت بيماري زايي انجام آزمون بيماري زايي بر روي قلمه .2

 هاي مولكولي روشهاي حاصل ازمقايسه نتايج با داده

كميت سنجي  از  ارقام مختلف زيتون با استفاده يا حساسيتارايه روشي براي ارزيابي مقاومت .3

DNAه وسيله قارچ در طول دوره زماني معين ب  Real – time PCR و معرفي ارقام مقاوم براي

    هاي تازه تأسيسكاشت در قلمستان
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