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  یدهچک

ایجاد می Verticillium dahliae توسط گونه   باشد کهمی یتونمهم ز يهایمارياز ب لیومی یکیییسورت یپژمردگ
 شود.یم یمارمرگ درختان ب یتها، کاهش عملکرد و در نهاشاخه یدگیبا تخریب آوندها باعث خشکشود. عامل بیماري 

تحت عنوان  یزگروه متما دو در زایییم و شدت بیمارياز نظر علا با وجود تشابه ظاهري، ،یماريقارچ عامل ب هايجدایه
 قارچ  يهایپشناخت پاتوت .شوندیم يدسته بند )Non-defoliating( یزربرگ یر) و غDefoliating( یزربرگ يهایپپاتوت

V. dahliae ییشناسا يراب .باشدمیاستفاده از ارقام مقاوم  با یماريکنترل ب ياستراتژ ییندر تع یاديز یتاهم داراي 
در منطقه طارم در استان زنجان نمونه  یسیلیومیورت یمشکوك به پژمردگ یتونقارچ، از درختان ز ینا يهاپاتوتیپ
هاي از ساقه یسیلیومورت جدایه قارچ 12ها، تعداد قارچ يمعمول کشت و خالص ساز يهاشد. با استفاده از روش يبردار

 یقارچ جدایه شده با زنیمایههاي و نیز از نهال از میسلیوم کل DNAتعاقباً . مآلوده درختان زیتون جداسازي گردید
 براي دوشده  یطراح یاختصاص يبا استفاده از آغازگرها Nested-PCRو معمولی  PCRهاي واکنش و گردید استخراج
جداسازي شده  ومییسیلتقارچ ور یهجدا 12 یناز ب یافته، یرتکث DNA انجام شد. با توجه به طول قطعات  یپنوع پاتوت

براین اساس  .تعیین شدریز برگ از نوع یهجدا یکتنها و  ریزغیر برگ پاتوتیپ از نوع) جدایه 11 (تعداد بیشتر آنها
نتایج این تحقیق نشان  .برخوردار استکاري طارم زیتونبیشترین فراوانی و توزیع در مناطق  ازریز پاتوتیپ غیر برگ

بیماري  قارچ عامل توانمی مایه زنیدر فاصله زمانی کوتاهی پس از Nested-PCR یت بالاي روش به دلیل حساسداد که 
  نمود. تعیینآن را  پاتوتیپردیابی و  آلوده زیتون هايرا در روي ریشه نهال

  
  Nested-PCR یکتکن یز،ربرگیرغ پاتوتیپیز، ربرگ پاتوتیپ ،لیومییزیتون، پژمردگی ورتیس :یديکل لغات

  

  

mailto:hjafaryir@yahoo.com


 
                                                                                                    و همکاران                جعفري                                                                                                                                                                                                    48

 
 

  قدمهم
از خانواده  .Olea europaea L یبا نام علم یتونز

Oleaceae استهو ر  Terebinthalesباشد که در نقاط یم
با ارزش کشت  یمحصول باغ یکبه عنوان  یامختلف دن

ر استان زنجان از نظ ،. بر اساس آمار موجودشودیم
رتبه اول را در  یتونز یدمساحت باغات بارور و تول

صاص داده است. در حال حاضر کشور به خود اخت
استان  شهرستان طارم در در یتونکشت ز یرسطح ز

 یرکشت(سطح ز هزار هکتار 16000زنجان بالغ بر 
آن  یدتول یزانهکتار) و م 6700درختان بارور معادل 

 .)1389آمارنامه کشاورزي (باشد یتن م 26800بر بالغ
 ي مهمهایمارياز بیکی  یسلیومیپژمردگی ورت یماريب

 است یجهان یتاهم ياست که دارا یتونز یقارچ
  . )2006(موارفاق 
 Kleb Verticillium dahliae. عامل بیماري قارچ
 یتونز علاوه برو  استدامنه میزبانی وسیعی  داراي

 ینی،زم یبس ،مانند پنبهیگري مختلف د هايیزبانم يرو
بیماري  یمعلا .باشدمی زایماريب نیزهلو، زرد آلو، بادام 

، زرديشامل پژمردگی،  لیومیییسورت یپژمردگ
(گایوسو و  ها استکوتولگی، نکروز و زردي رگبرگ

   ).2007 همکاران
زیتون به این بیماري براي اولین  ياهآلودگی درخت

) در استان 1377(بار در ایران توسط رهنما و همکاران 
موجود در ایستگاه  هايدرخت رويگلستان و در 

متعاقبا وقوع . گردید مشاهدهد گرگان تحقیقات هاشم آبا
 شد گزارشمنطقه طارم  در 1379بیماري در سال 

  ).1379 و همکاران افشاري آزاد(
هاي مختلف در میزبان V. dahliaeقارچ  يهایهجدا

 یزو ن زایییماريدر ب فاوتت ي،ظاهر هايتفاوت يدارا
هاي مختلفی براي روش تاکنون هستند. یکیتنوع ژنت

در  قارچ  این هاي مختلفو شناسایی جدایه تفکیک
این هاي جدایه. ه استکار برده شدبههاي مختلف میزبان

 هاي اختصاصیبه وسیله ویژگیقارچ اغلب 
هاي هاي سازگار رویشی و آزمونفیزیولوژیکی، گروه

دیف  ،1999بات و سوبارائو( اندمتمایز شدهزایی بیماري
 بودهبر زمان معمولا هاي فوقروش). 1995و همکاران 

 هاي قارچ در تشخیص جدایه یدقت کم از و
در  .)2001بلانکو و همکاران -مرکادو( برخوردارند

هاي معمول، معایب روش به هاي اخیر با توجهسال
هاي مولکولی متعددي با سرعت و دقت بالا در تکنیک

 .V هاي  قارچشناسایی، توصیف و کمیت سنجی جدایه

dahliae هاي مختلف توسعه یافته است.زباندر می 
در روي پنبه با استفاده از تکنیک قارچ  ینا يهایهجدا

 Polymerase( واکنش زنجیري پلیمراز بر هاي مبتنی

Chain Reaction = PCR( یزربه دو دسته برگ )D = 

Defoliating( یزربرگ یر) و غND = Non defoliating (
  ).2000ان آرتس و همکار- (پرز تفکیک شده است

متعلق به  يهایهشده توسط جدا یجادا یماريب یمعلا
است و ممکن است منجر به  NDتر از  یدشد D پاتوتیپ
بلانکو و همکاران -(مرکادو آلوده شود یاهانمرگ گ

 يهایهامروزه در مورد جدا يبندطبقه ینچن ).2002
 یرو غ یزردو دسته (برگ ینباشد. ایمعتبر م یزن یتونز

تر از گونه به عنوان یینپا يهايبند یم) در تقسزیربرگ
 ییهاو در واقع فرم یرندگیمورد استناد قرار م پاتوتیپ

 یاتکه از نظر خصوص هستند V. dahliaeاز گونه 
از نظر  یول شتهدا هم اهت زیادي بهشب یشناس یختر
 یمشخص يهاتفاوت يدارا یتونز يبر رو یمعلا یجادا

  ).2002بلانکو و همکاران - ادو(مرک هستند یکدیگربا 
 هاي سازگار رویشی،گروهاز  یک تحقیق،در 

 پاتوتیپ آغازگرهاي اختصاصی و نشانگرهاي ملکولی
ساختار  مطالعهبراي  PCRهاي در واکنش NDو D هاي

در روي  V.dahliaeهاي زایی جمعیتژنتیکی و بیماري
که  این تحقیق نشان داد . نتیجهشداستفاده  زیتون

با سرعت و دقت  مولکولیهاي تکنیکفاده از است
متمایز را  NDو  Dهاي پاتوتیپ است تا بیشتري قادر

  ).2005و همکاران  احسنبل  ( دنمای
 یتاهم يدارا V. dahliae قارچ  يهاپاتوتیپشناخت 

در  خصوصاً یماري،کنترل ب ياستراتژ ییندر تع یاديز
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تواند در ن میعلاوه بر ای استفاده از ارقام مقاوم، است.
به مناطق دیگر، و به   Dپاتوتیپجلوگیري از انتشار 

کمک  V. dahliae قارچ  خصوص در  مناطق عاري از
در  ).2002بلانکو و همکاران -(مرکادو نمایدشایانی ب

 ی، از بررسقارچ پاتوتیپشناسایی  معمول يهاروش
و توسعه آن در  یماريشروع ب یچگونگ یماري،ب یمعلا
 یمارينسبت به ب یزبانالعمل معکس یزو ن نیزبام يرو
 .V پاتوتیپ یینشود. تعیاستفاده م پاتوتیپ یینتع يبرا

dahliaeییهایژگیممکن است با استفاده از و ینچن، هم 
سرعت جوانه  یسلیوم،رشد م يمناسب برا يدما یرنظ
 هايآزموندر  یکرواسکلروتم یدها و تولیديکن یزن
 ییهایزبانم يرو حال یند. با اانجام گرد زایییماريب

 يهایآلودگ یلهبه وس یپژمردگ یمبروزعلا یتون،مانند ز
داشته  یازماه زمان ن ینممکن است به چند یمصنوع

ممکن است تحت  یماريب یمعلا یگرباشد. از طرف د
 زایییماريب يهاو رقم در آزمون یطیعوامل مح یرتاث

بلانکو و - (مرکادو باشد یرمتغ یارقرار گرفته و بس
   ).2001همکاران 

 ي اختصاصی براي آغازگرها در حال حاضر
 واکنش با استفاده از V. dahliae يهایهجدا ییشناسا

PCR به قارچ  یآلودگ وجود بررسیاند که شده یطراح
  فرنگیگوجهمختلف  يهایپژنوت يدر رو لیومییسورت

 ).2002همکاران  اوسامی و( سازدپذیر میرا امکان
-پاتوتیپ یاختصاص ییشناسا يبرا PCRاز  ینوع

 Nested-PCRبه نام  یتوندر پنبه و ز  V. dahliaeيها
 يشده است که در آن با استفاده از آغازگرها یمعرف

از  NDو  D يهاپاتوتیپ یو خارج یداخل یاختصاص
بلانکو و همکاران -(مرکادو شوندیم یزمتما یگرهم د
 یلکولوم يهاروش استفاده از رسدبه نظر می ).2002

 یگزینروش جاقارچ عامل بیماري  پاتوتیپ یینتع يبرا
با  باشد. پاتوتیپ یینمتداول تع يهاروش يبرا یمناسب

کوتاه  یمدت زمان یکدر  هاي ملکولی،استفاده از روش
توان یقارچ م DNA یمقدار اندک و تنها با استفاده از

-ادو(مرک را مشخص نمود یماريقارچ عامل ب پاتوتیپ
  ).2001بلانکو و همکاران 

 هايجدایه هايپاتوتیپتعیین  این تحقیق از انجام هدف 
از  جداسازي شده از روي زیتون V. dahliae قارچ

باشد می Nested-PCRتکنیک استفاده از با  منطقه طارم
هاي مدیریت بیماري، به تا بتوان از نتایج آن در برنامه

یماري استفاده غربالگري مقاومت به ب جهتخصوص 
  نمود.

  هامواد و روش
  زایییماريکشت و اثبات ب ي،نمونه بردار

مشکوك به  يهاها و ساقهاز سرشاخه يبردارنمونه
سبز خشک  ی،مانند پژمردگ یمیبا داشتن علا یآلودگ
از باغات  يشدن آوند ياها و قهوهبرگ یزشر ،شدن

انجام  87-90 يهاسالشهرستان طارم در طول  یتونز
  گرفت.

 یبیبه طول  تقر یقطعات ،یسطح یپس از ضدعفون
و  یهآلوده ته هايچوب شاخهمتر از یسانت سهحدود 

) به 1:9و آب مقطر ( يتجار یمسد یپوکلریتسپس با ه
 یلهوسشد. سپس به یسطح یضدعفون یقهدق دومدت 

و  یدهها را برنمونه یینشده بالا و پا یضدعفون یچیق
به  مثلثیفاقد پوست به شکل  يهامانده نمونه یباق

 Czapekکشت  یطشده و به مح یمقطعات کوچکتر تقس

Dox agar درجه  24 يو دما یکیتار یطمنتقل و در شرا
محیط کشت شدند.  يروز نگهدار 12گراد به مدت یسانت

فوق از مواد زیر و بر اساس روش پیشنهادي کیم و 
آهن،  گرم سولفات 1/0  ) تهیه شد: مقدار2005همکاران (

گرم  2 /. گرم سولفات منیزیم،5 /. گرم کلرید پتاسیم،5
لیتر آب  1گرم فسفات پتاسیم را در  1نیترات سدیم و 

دقیقه در حمام آب گرم  15به مدت  ودیونیزه حل کرده 
 15گرم سوکروز و  30پس از سرد شدن  شد.قرار داده 

قارچ عامل  يهایکلن رشدبعد از  د.گردیگرم آگار اضافه 
 خالص جهت در اطراف قطعات ساقه کشت شده، یماريب

  استفاده شد. اسپور تک روش از سازي
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ماهه رقم  هفت يهااز نهال زایییمارياثبات ب براي
طارم استفاده  یتونز یقاتتحق یستگاهزرد موجود در ا

نهال  ششقارچ تعداد  يهایهاز جدا یک هر يشد. برا
به عنوان شاهد در  یزن نهال سهو  مایه زنی يبرا یگلدان

 براي نهال شش مجموع از نهال سهنظر گرفته شد. 
  سازي جدا براي دیگر نهال سه و ریشه قطعات کشت
DNA کل )DNA براي انتخاب گردید) قارچ و ریشه .

 از .جدایه قارچ استفاده شد پنجزایی از اثبات بیماري

 اسپور سوسپانسیون روزه قارچ براي تهیه هفت کشت

خالص  هايکشت از منظور ینا ي. برادیدگر استفاده
 در متر را برداشته ومیلی پنج قطر به قطعه یک قارچ

 میلی 150 محتويهر یک  که لیتري میلی 250 هايارلن

( عصاره سیب زمینی+ قند  مایع کشت محیط لیتر
 روز سه مدت به و اضافه بودند استریل شده دکستروز)

 داده قرار دقیقه در دور 120 سرعت با شیکر روي

با استفاده از پارچه  ارلن هر محتویات سپس شدند.
 لام از استفاده با آن از گردید. پس صاف ململ استریل

 یونسوسپانس از و تعیین اسپورها تراکم شمارگلبول
منظور  ینا يبرا .شد استفادهبراي مایه زنی   710اسپور

ج خار پرلیت از آرامی به یتونماهه ز هفت يهاابتدا قلمه
 يدرون بشر حاو آرامی به آن هايریشه وگردید 

قرار داده  یقهدق 20اسپور قارچ به مدت  یونسوسپانس
 خاك حاوي یدهاي جدگلدان ها به دروننهال سپس .شد

 هانهال یاري. آبگردید بلافاصله آبیاري و منتقل استریل
 ینبار در روز و بعد از ا دو تعدادروز اول به  هفتدر 

 به یزشاهد ن هاينهال. یدانجام گرد یکبارروز  دومدت 
چهار و . شدند برده فرودر آب مقطر  یقهدق 20مدت 

 25-30نگهداري نهال ها در دماي بعد از  هشت هفته
 از درصد 60-70و رطوبت حدود  گرادسانتی درجه
 یشده و شاهد قطعات مایه زنی يهاو ساقه نهال ریشه

 Czapek Dox agarکشت  یطبرش داده شد و در مح
  .گردید کشت
  

و   V. dahliaeقارچ هايجدایه از DNAاستخراج 
  ریشه نهال هاي مایه زنی شده

روش  هاي قارچ، ازجدایه از DNAاستخراج  براي
استخراج  . پس ازاستفاده شد )1996( بی و همکاران

DNA  آنها با استفاده از  یتکمجدایه قارچ، 12از  تعداد
 یین شد. همچنین بررسیتعاسپکتروفوتومتر  ستگاهد
  انجام گرفت.  %1ژل آگارز  يرو قارچ نیز DNA یفیتک

از ریشه  DNA و استخراج برداريمراحل نمونه
از روش پیشنهادي  با استفاده هاي مایه زنی شدهنهال

شد با این  انجام) 2002( بلانکو و همکاران -مرکادو
ده استفا CTAB بافر استخراجکیت از  تفاوت که به جاي

  شد.
  

  V. dahliae) قارچ هاي( پاتوتیپ تعیین
 V. dahliaeقارچ هايجدایه از DNAپس از استخراج 

اثبات  ياستفاده شده برا یتونز يهاهالن یشهر از یزن و
ابتداء با استفاده از  PCRواکنش  زایی،یماريب

 گرفت انجام D پاتوتیپ یاختصاص آغازگرهاي
 هايازگرآغ یتوال .)2002بلانکو و همکاران -(مرکادو

  آمده است. 1 در جدول PCRآزمون  در استفاده مورد
 پاتوتیپ قطعاتی از ژنوم آغازگرها ینهر دو جفت ا

D  قارچV. dahliae  را درPCR جفت اول کنندیم یرتکث .
)VD1R/VD1F واکنش) در PCR جفت باز  548 منفرد

  Nested- PCR) درINTD2F/ INTD2Rو جفت دوم ( 
- (مرکادوکند یم یدتول باز جفت 462ه طول ب ياقطعه

 در )1(جدول  آغازگرهاسنتز .)2002بلانکو و همکاران 
مواد مورد  یهو کل  انجام شد هلند  Biolegio BV شرکت

  .شد یهته یناژناز شرکت س PCR يبرا یازن
 واکنش یک در نیاز مورد میزان مواد و اجزا

 یزانبه م ng/μl20-10 با غلظت  ژنومی DNA: شامل
به  μMol20با غلظت  یاختصاص آغازگر یکرولیتر،م دو
  μlبه میزان μMol05با غلظت  μl 75/0 ،  2MgCl یزانم

25/1 ،dNTP   با غلظتmMol10 به میزان μl 5/0 بافر ،
PCR  به میزان  μl5/2  یت با ود که در نهامیکرولیتر ب
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 μl یزانگرفته شده به م یونآب مقطر  اضافه کردن
 .یدرس یکرولیترم 25به  ییهاحجم ن8/17

 مورد ریزبرگ پاتوتیپ یاختصاص آغازگرهاي توالی -1 جدول
   PCR واکنش در استفاده

 یاسام
  آغازگر

  آغازگر یتوال

VD1R  ׳-GACACGGTATCTTTGCTGAA -3 5 ׳  
VD1F  ׳-  CATGTTGCTCTGTTGACTGG -3 5 ׳  

INTD2F  5 ׳- ACTGGGTATGGATGGCTTTCAGGACT-3  

INTD2R  -TCTCGACTATTGGAAAATCCAGCGAC-3′5׳  
 

مرحله  :مورد استفاده شامل یبرنامه حرارت
به  گرادسانتیدرجه  94 يدر دما یهاول يواسرشت ساز

 يچرخه)، مرحله واسرشت ساز یک( یقهدق چهارمدت 
اتصال  یقه،دق یکبه مدت  یگراددرجه سانت 94 يدر دما
 ياو بسط  در دم یقهدق یکدرجه به مدت  58 يدر دما

چرخه)، مرحله بسط  30( یقهدق یکدرجه به مدت  72
 یک( یقهدق ششدرجه به مدت  72 يدر دما یینها

  درجه بود. چهار يدر دما يچرخه) و نگهدار

از  یکرولیترم یکبا استفاده از  Nested-PCR واکنش
به شرح  یمرحله اول و برنامه حرارت PCRمحصول 

 دماي در هاولی سازي واسرشت مرحله :انجام شد زیر
)، چرخه یک(دقیقه  چهار مدت به گرادسانتی درجه 94

 یک مدت به درجه 94 دماي در سازي واسرشت مرحله
 و دقیقه یک مدت به درجه 64 دماي در اتصال دقیقه،
)، چرخه 30( دقیقه یک مدت به درجه 72 دماي در  بسط

 شش مدت به درجه 72 دماي در نهایی بسط مرحله
 درجه چهار دماي در نگهداري و) چرخه یک( دقیقه
  .گرادسانتی

 -Nested آزمون يبرا یازمواد مورد ن یزاناجزا و م

PCR   همانندPCR  مرحله اول است که در بالا شرح
 وINTD2F  يتفاوت که جفت آغازگرها ینداده شد با ا

INTD2R   درNested- PCR مورد استفاده قرار گرفت 
  . )2002بلانکو و همکاران -(مرکادو

مخصوص این  يهاراز آغازگ ،ND پاتوتیپبراي 
بلانکو و همکاران - (مرکادو گردیداستفاده  پاتوتیپ

سنتز فرانسه  Metabionشرکت  این آغازگرهادر ).2001
که  یبا همان برنامه حرارت Nested-PCR شد. واکنش

 انجامقبلاً شرح داده شد  D پاتوتیپ يآغازگرها يبرا
 PCRآزمون  در استفاده وردم هايازگرآغ یتوال .گردید

  آمده است. 2 در جدول
 پاتوتیپاز ژنوم  یآغازگرها قطعات ینهر سه جفت ا

ND  قارچV. dahliae فرآیندرا در PCR کنندیم یرتکث .
 اولیه PCR ) در NDr/NDfکه جفت اول ( يبه نحو

 /INTND2F(  يو دو جفت بعد 1410 طول به ايقطعه
INTND2R ) و (INTNDf /INTNDrدر (Nested-PCR 

 را باز جفت 824و1163  طول به قطعاتی یببه ترت  
 و بلانکو مرکادو توسطآغازگرها  این. دنکنمی تکثیر

 اختصاصی توالی روي از 2001 سال در همکاران
طول  به  V. dahliaeقارچ ND پاتوتیپ ژنوم از ايقطعه
با نام  RAPDآغازگر جفت باز که با استفاده از  1958

OPH-19 است یدهگرد یشده بود، طراح یرتکث 
  .)2001بلانکو و همکاران -(مرکادو

  
 ریزغیر برگ پاتوتیپ یاختصاص هاي آغازگر توالی -2 جدول

  PCR واکنش در استفاده مورد
 یاسام

  آغازگر
  آغازگر یتوال

NDf  5 ′ ATCAGGGGATACTGGTACGAGA 3′  
NDr  5 ′ GAGTATTGCCGATAAGAACATG 3′  
INTNDf  5 ′CCACCGCCAAGCGACAAGAC 3′  
INTNDr  5 ′ TAAAACTCCTTGGGGCCAGC 3′  
INTND2f  5′CTCTTCGTACATGGCCATAGATGTGC3′  
INTND2r  5 ′CAATGACAATGTCCTGGGTGTGCCA 3′  

 
  و بحث یجتان

 باغات در لیومییورتیس پژمردگی بیماري علایم
  طارم: زیتون
  طارم منطقه یتوندر باغات ز یماريعمده ب یمعلا

ها در طول فصل رشد، سر شاخه یرگ ناگهانشامل م
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در  .ها بودبرگ یزشر شدن و گاهاً ياهخشک شدن، قهو
 یک یفاصله زمان یکدرخت در  یمرگ ناگهان يموارد
درخت  یکاز  قسمتیاغلب تنها مشاهده شد.  یزماه ن
 يداد. نکروز حلقه آوندمیرا نشان  یماريب یمعلا
) ورتیسلیوم قارچ هايمیزبان یگربر خلاف د( یتوندرز

با علایم  طارم علایم بیماري در منطقه. نبود مشهود
 توصیف شده بیماري در نقاط دیگر دنیا مانند اسپانیا

 . مطابقت داشت )2004اسکودرو و همکاران - (لوپز
 بروز سال در زمانی مقطع دو در بیماري علایم معمولا

زمان و هم بهار یلدر اوا یکی ؛داشت بیشتري ظهور و
در اواخر  یگريدرخت و د یشیا شروع رشد روب

بعد از بر طرف شدن فصل  مهر ماه یلو اوا یورشهر
در طول فصل تابستان که با  یماريگرما در منطقه. ب

 یشرفتپ هوا در منطقه همراه است یدشد يگرما
در مواقع گرم  يبردارنمونه ین. همچنشتندا محسوسی

  .بودهمراه نقارچ  يدر جدا ساز یاديز یتسال با موفق
از درختان،  يمشابه در تعداد یمرغم وجود علا یعل
قارچ از همه  يامکان جداساز ینامعلوم یلبه دلا
استفاده از بودند با  یماريکه مشکوك به ب یدرختان

نمونه  29 ینمجموع از ب در روش معمول فراهم نشد.
 که لیومییورتیس پژمردگی یماريمشکوك به ب

 شناسی بیماري زمایشگاهآ به و ثبت آنها مشخصات
 استان طبیعی منابع و کشاورزي تحقیقات مرکز گیاهی
 لیومییسنمونه قارچ ورت 12تنها از  گردید، منتقل زنجان

  .یدگرد يجدا ساز
  

  شده يجدا ساز یمشخصات گونه قارچ
از نظر  Czapek Dox Agar یطپرگنه قارچ در مح

در مراحل مختلف رشد متفاوت بود. رنگ  شکلرنگ و 
 ریز یلتشک یلبه دل یتکرم و در نها ید،آن ابتدا سف

  .گردیدرنگ  یاهس هاسختینه
 یلکشت تشک یطدر مح یبه فراوان قارچ يبرهایديکن

قائم  یهبا زاوو رنگ بوده  یافراشته و ب آنها. شدندمی
-به اندازه یالیدف سه واجد برکنیدي هرند. دشیمنشعب م

نقطه آن  یکاز بود که  یکرومترم 16-35×1- 5/2 يها
قارچ به  يهایديکن .شودیم یلآنها تشک يرو وخارج 
طور منفرد بودند که به یکرومترم 2/4- 7×8/2 - 9/4ابعاد

به وجود  یدیوفورهاکن يدر دستجات کوچک در انتها یا
نامنظم،  يااستوانه یباًتا تقر یضويها بیديکن .مدندآیم

با  يهایسلیوم. مبودند اي حجرهتک  نوعاشفاف و 
-یزسختینهر در محل اتصال بهمنحصراً  ايرنگدانه قهوه

ها در یزسختینه. رشدند مشاهدهکشت  یطها در مح
 یکرومترم 50تا  15و قطر آنها از  یرشکل و اندازه متغ

  .بود متفاوت
  

  V. dahliaeقارچ  ییدو تا شناسایی
 يرو از لیومییسگونه قارچ ورت ییشناسا 

و  یديتریک فیالید، کنمشخصات مرفولوژیک و مرفوم
میکرواسکلروت و با استفاده از کلید ارائه شده توسط 

از  يانمونه ،ییدتأ ي) انجام گرفت. برا1992هیلوکس (
 یپزشک یاهگ یقاتشده به موسسه تحق ییقارچ شناسا

 V. dahliaeگونه  به آن تعلق شد که کشور ارسال 
 جانزن از شده سازي جدا نمونهقرار گرفت.  ییدتا مورد

 يهایبخش رستن یونکلکس در IRAN 1431C شماره با
  ثبت شد. یپزشک یاهگ یقاتتحق موسسه

  
   V. dahliaeقارچ يهایهجدا زاییبیماري اثبات
شده با  زنیمایههاي برداري از نهالنمونه

 نمونه. گرفت انجام مرحله دو درسوسپانسیون قارچ 
 هفته تهش دوم برداري نمونه و هفته چهار اول برداري
جدا  اولیه برداري نمونه در. شدانجام  مایه زنیپس از 

برداشت شده از  يهانمونه از یقارچ یهجدا سه يساز
 دوم برداري نمونه در. ا موفقیت انجام شدب یشهر
 یهجدا پنجهر  جداسازي) مایه زنیهفته پس از  هشت(

حدود  یآلودگ یهاول علایم با موفقیت همراه بود. یقارچ
در  علایم این. ها ظاهر شدنهال مایه زنیعد از ب روز 27

 سه در. شد شروع هانهال پژمردگی و زردي ابتداء با
 و یافته بهبود زردي علایم بروز از بعد هانهال مورد



 53                                            ...                                                               عامل بیماري Verticillium dahliae هاي قارچ تعیین پاتوتیپ

 

 حال این با. شد ناپدید هفته هشت از بعد بیماري علایم
 بیماري علایم. یافتادامه  یماريب یمعلا ها،نهال بقیه در
شده بودند  زنیمایه یک یهکه با جدا یهالن سه در
ها همراه شد. برگ یزشر یمتر بود و با بروز علایدشد

 Nested-PCR یکبا استفاده از تکن يبعد يهایبررس
باشد و میD  پاتوتیپفوق متعلق به  یهداد که جدا نشان

 یزشر یمباشد. هر چند علامی NDها از نوع یهجدا یهبق
 يهایهشده با جدا مایه زنی يهااز نهال یبرگ در بعض

رسد در مجموع یبه نظر م یمشاهد شد ول یزن یگرد
برخوردار  یشتريب یاز قدرت تهاجم یکشماره  یهجدا

جدا  لیومییسقارچ ورت ،شاهد يهانهال یشهاست. از ر
  .نشد يساز

  
با استفاده از  V. dahliae هاي پاتوتیپ ییشناسا

   Nested-PCRواکنش 
 يبا استفاده از جفت آغازگرها که PCR واکنش
 از شده سازي جدا قارچDNA مربوطه و  اختصاصی

 زایییمارياثبات ب يکه برا زرد، رقم هاينهال ریشه
 DNA از استفاده با یزو ن ،استفاده شده بود

با  ،کشت  یطمح يرو یافتهخالص رشد  لیومییسورت
با  Nested-PCR واکنش انجام همرا بود. یتموفق

هر  در پاتوتیپکه نوع  نشان داد کل DNAز استفاده ا
) قابل یهفته بعد از آلودگ هشتو  چهار( دو مرحله

 هاينهال ازدو مرحله استخراج  درهراست.  یصتشخ
  .نشد تکثیرPCR  محصول یچشاهد ه
از قارچ و  شده استخراج DNAهاي ي نمونهبرا

 PCRبا  یر، مراحل تکثزنی شدههاي مایهریشه نهال
 نشان D پاتوتیپ يآغازگرها از استفاده با و معمولی

 یناولدر )یک(جدایه شماره  هاجدایه از یکیتنها  کهداد 
PCR نمود تکثیر راجفت باز  548 طول به ايقطعه 

 ).1 شکل(
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

  
  
 

 دور در یافته تکثیر قطعات الکتروفورز از حاصل هايباند -1 شکل
 ریزبرگ پاتوتیپ اختصاصی آغازگرهاي از استفاده با PCRاول

D1/D2)( چاهک شماره  2و   1  شماره جدایه آن در که)از  3و2
 عنوان به سوم چاهک. کرد تولید bp 548 طول به چپ)محصولی

 .است DNA بدون و منفی کنترل

  
 دسته ب محصول با Nested-PCR واکنش متعاقبا

 از استفاده با و الگو عنوان به قبل مرحلهPCR  از آمده
 در که شد انجام INTD2f/INTD2r آغازگرهاي فتج

 شکل( یافت تکثیر bp 462 اندازه به قطعاتی مرحله این
2.(  

شده، مراحل  استخراج DNA نمونه 12تعداد  يبرا 
 با Nested-PCR نیز و معمولی PCRبا استفاده از یرتکث

انجام شد. در  یزن ND پاتوتیپ يآغازگرها از استفاده
با استفاده از آغازگر  ولیمعم PCR دور یناول

NDf/NDr یافت تکثیرجفت باز  1410لبه طو ياقطعه .
استفاده از  با Nested-PCR واکنش انجام بعد، مرحله در

 INTND2f/INTND2rو INTNDf/INTNDrيآغازگرها
 824و جفت باز  1163 يها ازهاند هب یببه ترت قطعاتی

 ).4 شکل و 3 (شکل نمود تکثیرجفت باز 
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 در یافته تکثیر قطعات الکتروفورز از حاصل باندهاي -2 شکل
Nested-PCR ریزبرگ پاتوتیپ اختصاصی آغازگرهاي از استفاده با 

INTD2f/INTD2r)( تقریبی طول به ايقطعه آن در که bp 462 

- چاهک. باشدمی) DNAبدون(منفی  شاهد 1 شماره چاهک. تکثیرشد

 که ریزغیر برگ هايجدایه به است مربوط 4 و 3 ،2شماره هاي
 به مربوط 8 و 7 ،6 ،5 شماره هايچاهک و نکردند تولید محصولی
  .باشدمی قارچ ریزبرگ  پاتوتیپ به متعلق هايجدایه
 

 در ND و  Dپاتوتیپ دو هر که داد نشان فوق نتایج
به نظر  حال این با. دارند وجود طارم يکارتونیز مناطق

 برخوردار یشتريب پراکنش از ND پاتوتیپ رسدمی
علایم بیماري  ات مربوط بهنتایج مشاهد . هر چنداست

هاي ملکولی مطابقت در باغات زیتون منطقه با نتایج داده
هاي بیشتري از جدایه پاتوتیپبا این حال تعیین  ،دارد

-ت زیتون طارم، نمونهدر باغاگردد. قارچ توصیه می

 که یوملیآلوده زیتون به قارچ ورتیس درختان از هایی
طور کامل خشک به یا داشته شدید ریزي علایم برگ

 خشکیدگی با رویت قابل علایم اغلب. است نادر شوند
 هاشاخه قسمتی از یک درخت یا تک مرگ و طرفه یک

آلودگی  است که به نظر می رسد این علایم در اثر همراه
  ایجاد شده باشند. NDپاتوتیپ جدایه هاي متعلق بهبه 

 پاتوتیپ زیتون، هاينهال انتقال و نقل اثر در است ممکن
 D منطقه به )گلستان استان مانندکشور( دیگر مناطق از 

 مانند دنیا خیز زیتون هايکشور در. باشد شده وارد
. است شده گزارش پاتوتیپ نوع دو هر وجود نیز اسپانیا

 قبلا که مناطقی در D پاتوتیپ بار اولین کشور این در
 مشاهده شدمی کشت وسیعی سطح رد پنبه آنها در

 نواحی اغلب در پاتوتیپ این متعاقباً ولی گردید
 از یکی عنوان به و یافت گسترش اسپانیا يکارتونیز

 کشور این در زیتون تولید کننده تهدید اصلی عوامل
  .)2002بلانکو و همکاران - (مرکادو گردید مطرح
 
 

 
 در یافته تکثیر تقطعا الکتروفورز از حاصل هايباند -3 شکل

Nested-PCR پاتوتیپ اختصاصی آغازگرهاي از استفاده با 
 طول به ايقطعه آن در که )(INTNDf/INTNDr ریزغیربرگ
منفی  شاهد مارکر، از بعد 1 شماره چاهک. تکثیرشدbp 1160 تقریبی

 جدایه  DNA به است مربوط 2 شماره چاهک. باشدمی) DNAبدون(
 به مربوط ترتیب به 9 و 8 ،7 چاهک هاي و ) ریزبرگ پاتوتیپ( 1

. باشدمی) ریزغیر برگ هايپاتوتیپ( قارچ 5 و 4 ،3هاي جدایه
استخراج شده از ساقه  DNA ينمونه ها  6و  5، 4شماره  يهاچاهک
  .باشندیآلوده شده با قارچ م يهانهال

 
به درختان  یشتريمعمولا خسارت ب D پاتوتیپ

 یدشد یزير کن است با برگکند و ممیآلوده وارد م
که  یشود. در حال یمارآنها منجر به مرگ در ختان ب

بعد از  یممکن است مدت ND پاتوتیپدرختان آلوده به 
 یکمحدود به  یگسترش آلودگ یاو  یابندبهبود  یآلودگ

گسترش  لازم است از ینبنابرا .بماند یشاخه باق
 تیپپاتو ینبا ا یرآلودهبه مناطق غ D مخرب پاتوتیپ

ابتداء  تا است لازم کار ینا ي. برایدممانعت به عمل آ
در مناطق مختلف  یماريقارچ عامل ب پاتوتیپ

و  هاقلمه جابجاییشود تا در  یینکشور تع يکارتونیز
قارچ  پاتوتیپنوع  مختلف،مناطق  ینب یتونز يهانهال

 .یردمورد توجه قرار گ یزدرمنطقه ن
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 در یافته تکثیر قطعات کتروفورزال از حاصل هايباند -4 شکل
Nested-PCR غیر  پاتوتیپ اختصاصی آغازگرهاي از استفاده با

 طول به ايقطعه آن در که) INTND2f/INTND2r( ریزبرگ
منفی  شاهد مارکر، از بعد 1 شماره چاهک. تکثیر شد bp 824 تقریبی

  DNAبه  است مربوط 3 شماره چاهک. باشدمی)  DNAبدون(
 ترتیب به 8 و 7 ،6 ،2هاي چاهک و ) ریزبرگ پاتوتیپ( 1 جدایه
 هايپاتوتیپ(داهلیا  لیومیورتیس قارچ 5 و 4 ،3، 2هاي جدایه به مربوط
 دهنده نشان هايمارکر چپ و راست سمت در. باشدمی) ریزغیربرگ
 نمونه فاقد 9 شماره چاهک. دارند قرار )Size ladder(قطعات  اندازه

)Blank (باشدمی.  
 
-تکنیک از استفاده با کهنشان داد  یبررس ینا یجنتا 

 در حتی توانمی  Nested-PCRمانند لکولیوم هاي
پاتوژن و  یابینسبت به رد یزن آلودگی اولیه مراحل

قارچ  پاتوتیپآن اقدام نمود. با شناخت  پاتوتیپشناخت 
 یگرتوان از گسترش آن به مناطق دیم یماريعامل ب
امر امروزه به علت حجم  ینا کرد و جلوگیري کشور

و  یدر سطح مل یتونز يهاها و قلمهمبادلات نهال یعوس
  .است یاديز یتاهم يدارا یالملل ینب

  به کار رفته در این تحقیق ملکولی تکنیکاز  استفاده
-قارچ در کشت پاتوتیپ یصکه امکان تشخ ینعلاوه بر ا

در  امکان ینا ،کندیخالص قارچ را فراهم م يها
 ریشه از شده استخراج DNAقارچ از  پاتوتیپ یصختش

روش  ینا یی. کارآسازدمی فراهم نیز را آلوده هاينهال
در  یعیطب يهایوجود آلودگ یصتشخ يبرا ینهمچن
در نقاط  یتونز رقم ینچندساله  یک الی دو يهانهال

 است یدهبه اثبات رس یااسپان يکارتونیزمختلف 
توان از یم ین. بنا برا)2002بلانکو و همکاران -(مرکادو

 یهمراحل اول یصدر تشخ يروش به نحو موثر ینا

از  یريگاستفاده کرد و از قلمه يدر باغات مادر یآلودگ
  آلوده اجتناب کرد. يهانهال یاباغات 

 
 تشخیص در PCRبر  یمبتن يهاروش حساسیت

  V. dahliae قارچ پاتوتیپ
 پاتوتیپ ییشناسا مورد در اخیر هايیبررس یجنتا

V. dahliae از استفاده با DNA استخراج شده از  کل
 یمعمول PCRآلوده با استفاده از واکنش  یاهانگ یشهر

همراه  یاديز یتآن با موفق یاختصاص يو آغازگرها
 ینا و همکاران، اطلاعات چاپ نشده). ي(جعفر نبود

کل  قارچ در DNAبودن نسبت  یینممکن است به علت پا
DNA باشد و  یاهیگ يهاده از نمونه بافتاستخراج ش

 معمولی  PCRروش در است ممکن DNAمقدار از  ینا
هاي قارچ پاتوتیپحساسیت لازم رابراي شناسایی 

نشان داد که  یبررس ینا یجحال نتا ین. با انداشته باشد
 ییقارچ و شناسا یابیدر رد Nested-PCRروش 
بت به نس( يبالاتر یتآن از دقت و حساس يهاپاتوتیپ

PCR قارچ را در  توانمی و است برخوردار) معمولی
 فاصله با هانهالستاندر  یتونز آلوده یاهانگ یشهر

. دراین تحقیق با کرد ردیابی آلودگی وقوع از بعد اندکی
 یزيآم یتبه طور موفق Nested-PCR روشاستفاده از 

. شد ردیابی آلوده يهایتوندرریشه ز D پاتوتیپوجود 
ي هاپاتوتیپمستقیم  ییشناسامچنین براي ه فوق روش
نیز به کار یماردرختان ب ساقه هایی ازنمونه در قارچ

 از استفاده کلی طور به .ودبگرفته شد که موفقیت آمیز ن
 قارچ یفیک یصتشخ يانتظارات برا Nested-PCR روش

  یتدر مورد کم یاطلاعات واقع یبرآورده کرد ول را
DNA ون با این روش یتلوده زآ يهاپاتوژن در بافت
  Real– time PCR یک. استفاده از تکنیستن حصولقابل 

را بر طرف  یصهنق ینا یتوانسته است به نحو مطلوب
 DNA سنجی کمیتموثر در  یو به عنوان روش یدنما

(موارفاق  زیتون به کار گرفته شود در موجود قارچ
2006(.   



و همکاران                                                                                                                    جعفري                                                                                                                                                                                                    56
 

ارقام  دهدمطالعات انجام گرفته در دنیا نشان می
نسبت به  متفاوتی يهاواکنش يدارا یتونمختلف ز

ممکن  یهستند. گاه لیومیورتیس مختلف قارچ يهایهجدا
مقاوم  یزربرگ یرغ پاتوتیپارقام نسبت به  یاست برخ

-(لوپز حساس باشند يتا حد یزربرگ پاتوتیپو به 
ضرورت  در این صورت ).2004و همکاران  اسکودرو

گري براي ارقام مقاوم در یک دارد تا قبل از غربال
منطقه، اطلاعات کاملی از مناطق انتشار و اهمیت هر یک 

شود. استفاده از  تهیههاي قارچ درآن منطقه پاتوتیپاز 
بسیار هاي ملکولی می تواند در این خصوص تکنیک

  .باشد سودمند

  یتشکر و قدردان
مراحل مختلف این پژوهش در آزمایشگاه بیولـوژي  

ت کشاورزي و منابع طبیعی استان زنجـان  مرکز تحقیقا
و گلخانه ایستگاه تحقیقات زیتون طارم به انجام رسـیده  

هـاي مربوطـه از محــل اعتبـارات دفتـر زیتــون     و هزینـه 
ــاد کشــاورزي در   ــب قوزارت جه ــروژه   ال بخشــی از پ

 4-47-16-88027تحقیقات خـاص اسـتانی بـه شـماره     
س ابـراهیم  آقـاي مهنـد  نگارندگان از تأمین گردیده است.

مـتن تشـکر و    ادبـی  دستکار به خاطر کمک در ویـرایش 
  قدردانی می نمایند. 
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Abstract 
      Verticillim wilt is one of the most important olive vascular diseases caused by Verticillium dahliae Kleb. 

This fungal pathogen prompts wilting, yield loss and eventually death of the infected trees by devastating 

of their vascular system. The isolates of V. dahliae are grouped, based on the disease symptoms, in two 

distinct defoliating and non-defoliating pathotypes, although they are morphologically identical. 

Detection of the pathotype is an important step forward for selecting proper management strategies, 

especially for screening of resistant cultivars. In this study we used a PCR-based method to detect the 

pathotype of different isolates of the fungus, collected from Tarom region in Zanjan province. The wood 

samples collected from the infected olive trees were cultured and purified on solid medium using 

conventional methods. Total DNA was extracted both from mycelia and from artificially inoculated olive 

saplings. A nested-PCR assay was performed using specific primer pairs developed for detection of both 

pathotypes. Based on the size of the PCR products seperated on the agarose gel, most of the isolates (11 

out of 12) belonged to the ND pathotype and only one isolate belonged to D pathotype. The results of 

this research showed that the ND pathotype is probably the most predominantly distributed pathotype of 

V. dahliae in Tarom region. Because of the high sensitivity of the nested –PCR, it is possible to survey 

and to detect the fungus Verticillium on olive, shortly after inoculation of the saplings. 

Key words: Olive, verticillium wilt, pathotypes, defoliating and non-defoliating isolates, nestted-PCR 
technique 
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