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 چکيده
زای زیتیون دردنییا ومنیاطخ مختلی      یکیی از مخربتیریع عوامیی بیمیاری     Verticillium dahliae بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی در اثر قارچ

 ی بررسیی ژنوتیپ بومی زیتون نسبت به قارچ عامی بیمار 11بخش و رقم امید 11 العمی عکسشود. در ایع تحقیخ  کاری ایران محسوب می زیتون
فرو بیردن ریشیه   روش  ماهه زیتون برای ارزیابی کمی قارچ عامی بیماری و تعییع میزان حساسیت یا مقاومت نسبت به بیماری با  نههای  نهال. شد

میراه بیا   ه SYBR Greenو سیسیتم   Real time PCRتکنیی    ها با اسیتااده از قارچ موجود در نهال DNAمیزان افزایش کمی  .انجام شددر زاد مایه 
-QG-11 ،DD2های د. ژنوتیپش ، ارزیابیمایه زنیروز پس از  88و 51، 11، 2در فواصی زمانی صار، 2برای ژن بتا توبولیع های اختصاصیآغازگر

1 ،PS-5 های  ند. ژنوتیپشتنها در برابر بیماری داترتیب بالاتریع حساسیت را نسبت به سایر ارقام و ژنوتیپ و رقم مانزانیلا بهKH-13 ،TTS-1  کید ،
ریشه را به خود اختصاص دادند. علاوه بیر اییع، در اییع تحقییخ مشیخ        کی  DNAقارچ در  DNAتریع غلظت  ترتیب کم به DS-5لرستان و  1

 ه ازت سینجی قیارچ بیا اسیتااد    با نتایج حاصی از کمی بیماری ظاهری علایمبر ثبت  ارزیابی مقاومت ارقام زیتون مبتنی متعارف گردید نتایج روش
Real time PCR بنیدی   جزء ارقام مقاوم یا بسیار حساس طبقه متعارف طوری که ارقامی که در روش ارزیابی  پوشانی نسبتاً بالایی است به دارای هم

از روش تیوان   دقت وحساسیت بالای روش ارزیابی ملکیولی میی   های مشابهی قرار گرفتند. با توجه به شدند، درروش ارزیابی ملکولی نیز در گروه
 اخیر برای غربالگری منابع مختل  زیتون برای مقاومت به بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی استااده کرد.

  Real time PCR ،مقاومت زیتون،ارقام ارزیابی کمی،  های کلیدی: واژه
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Abstract 

Verticillium wilt of olive (VWO) caused by fungus Verticillium dahliae, is one of the most important diseases of olive worldwide. The 

response of 15 promising olive cultivars and 15 local varieties was evaluated to the fungus. The olive saplings of each genotype were inoculated 

with suspension of the fungus using root dip method. The degree of susceptibility/resistance of each genotype was evaluated based on both 

morphological feature and quantification of fungus in the root system of different genotypes. Total DNA was extracted from root of saplings at 

different sampling intervals: 0, 2, 12, 45 and 80 days post inoculation. The gradual increase for DNA of fungus in saplings was quantified by 

Real-time PCR technique and utilizing of SYBR Green system with specific primer pairs for ß-tubulin2 gene. Based on both morphological and 

quantitative Real-time PCR assays: QG-11, DD2-1, treeNo2, PS-5 and Manzanilla were highly susceptible and KH-13, TTS-1, DS-5 code 5 

Lorestan and DS-5 were evaluated as resistant genotypes to the VWO. Moreover, we found parallel results for conventional method of screening 

(based on disease symptoms) and quantification of DNA in root system of olive by Real-time PCR technique. Olive genotypes evaluated as 

highly susceptible or resistant to the disease in conventional method showed the similar reaction to the fungus in Q-PCR method. This may suggest 

that conventional method of evaluation for resistance could be replaced by Q-PCR molecular method in high thropout screening of olive germplasm.  
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 هممقد

 Verticillium dahlia قیارچ  در اثیر لیومی یبیماری پژمردگی ورتیسی 

که شود  محسوب میتریع تنش های زیستی زیتون  یکی از مهم

 .باعث افت کمی و کیای شدید محصول زیتون شیود تواند  می

ایع بیماری دارای گسترش جهانی اسیت و یکیی از مهمتیریع    

 Ai-Ahmad and)شیود   های زیتون در دنیا محسوب می بیماری

Mosli, 1993; Blanco-Lopez et al., 1984; Cirulli and 

Montemurro, 1976; Lopez-Escudero and .Blanco-Lopez, 

2001; Hiemstra and Harris, 1998; Rodriguez-Jurado et al., 1993; 

Serrhini and Zeroual, 1995; Thanassolopoulos et al., 1979 .)

باشید  اری معمولاً در درختان جوان بیشتر میشدت و بروز بیم

(Al-Ahmad and Mosli, 1993; .Blanco-Lopez et al., 1984; 

Serrhini and Zeroual, 1995; Wilhelm and Taylor, 1965 .) در

هیای  کاری در خاکعلت توسعه زیتون ایران نیز ایع بیماری به

بیمیاری در   بیه  قلمه از درختان مادری آلیوده تهیه  نیزآلوده و 

میوارد   هیای اخییر   در سیال  کیه طیوری  بیه  گسترش است حال

منطقه طارم )اسیتان زنجیان( و    متعددی از آلودگی درختان در

 Sanei et al., 2003; Jafary etاستان گلستان مشاهد شده است )

al., 2014.) بار  درختان زیتون به ایع بیماری برای اولیع آلودگی

موجیود در ایسیتگاه تحقیقیات    درختیان  دراستان گلسیتان  در 

 (.1311 ،رهنمیا و همکیاران  )آباد گرگیان مشیاهده شید    هاشم

مدت طیولانی،   ویژگی پایداری بیمارگر ورتیسیلیوم در خاک به

-Blanco-Lopez and Jimenezکیرده اسیت )   کنترل آن را دشوار

Diaz, 1995; Tjamos and Jimenez-Diaz, 1998   قدرت بیالای .)

(، دامنه میزبانی گسیترده  Wilhelm, 1955اک )بقاء پاتوژن در خ

(Heale, 1988; Sinclair et al., 1987; Vargas-Machuca, 1987 )

های توصیه شده برای میدیریت  یی روشآیا عدم کارکاهش و 

 باشد.  های کنترل بیماری ورتیسیلیومی می بیماری از محدودیت

 هیای  جدایهزایی و بیماری براساس خصوصیات ظاهری

Verticillium dahlia ریز متعلخ به پنبه و زیتون در دو پاتوتایپ برگ 

(Defoliatingو غیر برگ )  ( رییزNon-Defoliating طبقیه )   بنیدی

 (.Perez-Artes et al., 2000 Schnathorst, 1973اند ) شده

 NDییپ  ااز پاتوت بیشیتر  Dییپ  ازایی پاتوتشدت بیماری

وجیود  نییز  شده  ودهاست و حتی احتمال مرگ برای گیاهان آل

 (.Mercado-Blanco et al., 2002; Lopez-Escudero, 1999) دارد

در  Dدر حال حاضر با توجه به پراکندگی و وجیود پاتوتاییپ   

باغات زیتون کشور، تعییع ارقام زیتون با حساسیت کمتیر بیه   

 باشد. ضروری می Verticillium dahliaeایع پاتوتایپ از 

ی روش مبارزه شیمیایی قاطع واثیر  بیمار ایع برای کنترل

سیموم شییمیایی تیرثیر انیدانی در      بخشی ارایه نشده است و

زراعیی،  مبیارزه  هیای   روش و کاهش خسارت بیماری ندارنید 

در باغیات کیاربرد نیدارد. در     مانند استااده از تناوب زراعیی، 

تریع روش کنترل بیمیاری در   اقتصادی تریع و مهم حال حاضر

 باشد می مقاوم های سالم و نیز کاشت ارقام نهالاستااده از دنیا 

(Rodríguez et al., 2008). 

ارزیابی دقیخ و کمیی بیومیاس )زیسیت تیوده( بیمیارگر      

های مقاوم یا متحمی زیتیون، غربیالگری   برای شناسایی واریته

( و Mercado- Blanco et al., 2003بیییع ژرم پلاسییم زیتییون )

طیور بیالقوه    یتون که بههای وحشی زهمچنیع انتخاب ژنوتیپ

باشید  عنوان پایه زیتون استااده شوند بسیار مهم می توانند بهمی

بییرای کنتییرل بیمییاری  مییدیریتیو یکییی از راهکارهییای مهییم 

-Jimenez) شیود  محسیوب میی  پژمردگی ورتیسیلیومی زیتیون  

Diaz et al., 2012; Colella et al., 2008 .) 

رقیم   11 عمیی ال عکیس در اییع تحقییخ   همیع منظیور   هب

ژنوتییپ   11امیدبخش و در دست معرفی زیتون و نییز تعیداد   

بومی زیتون موجود در ایستگاه تحقیقات زیتیون طیارم اسیتان    

زنجان نسبت به قارچ عامی بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی بیا  

 .شدبررسی  Real time PCRروش کمی 

 

 هامواد و روش

  Verticillium dahliaeجدایه 

های زیتیون از جداییه    برای مایه زنی نهال در ایع تحقیخ

 موجییود Verticillium dahliae قییارچ Dخییال  پاتوتایییپ  
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های گییاهی مرکیز تحقیقیات و آمیوزش      درآزمایشگاه بیماری

اسیتااده   (IRAN 1431Cکشاورزی و منابع طبیعی استان زنجیان )کید  

هیای مشیکوک    ها و ساقهبرداری از سرشاخهبا نمونه شد. ایع جدایه

به آلودگی ورتیسیلیومی با داشیتع علایمیی ماننید پژمردگیی، سیبز      

ها از درختان زیتیون باغیات شهرسیتان    خش  شدن و ریزش برگ

 Czapec-Dox agar (Kim محیط کشت مصنوعی درطارم و کشت 

et al., 2005   جداسیازی و بیا روش )Nested-PCR   واسیتااده از

-یمیاری نوع پاتوتایپ آن مشیخ  و ب اختصاصی  آغازگرهای

 (.Jafary et al., 2014) زایی آن اثبات شده است

 هاي زیتون مورد استفاده در تحقيقارقام و ژنوتيپ

و در دسیت معرفیی و   برای انجام ایع تحقیخ ارقام امیدبخش 

مستقر در کلکسییون  (، 1های بومی ایران )جدول برخی از ژنوتیپ

تیون  های زیتون بومی اییران در ایسیتگاه تحقیقیات زی    ژنوتیپ

طارم انتخاب و در سیستم میست )ترمیع رطوبیت میورد نییاز    

سسیه  گلخانیه م  دار کیردن( موجیود در   هیا بیرای ریشیه   قلمه

دار شیده   های ریشیه  د. نهالشدار تحقیقات علوم باغبانی ریشه

، کود دامی و پرلیت ییا ماسیه   به گلدان )حاوی مخلوط خاک 

اییی و  ز( منتقی شیده و جهیت انجیام آزمیون بیمیاری     سترون

 ، در گلخانه نگهداری شدند. ارزیابی مقاومت نسبی

 زنيمایه

ورکیردن نهیال   غوطیه  هیای زیتیون ازروش  نهال زنی مایهبرای 

 ;Mercado-Blanco et al., 2002) درسوسپانسیییون اسییپور 

Rodriguez-Jurado et al., 1993   اسییتااده شیید بییرای ایییع )

 181لظیت  بیا غ  )برگرییز(  Dمنظورسوسپانسیون اسپور جدایه 

 لام و بیرای تعیییع تیراکم اسیپور از     تهییه لیتیر  اسپور در میلی

ماهیه   نیه هیای   استااده شد. برای مایه زنی، نهیال  سایتومتر وهم

 دشخارج  پرلیت و بدون آسیب به ریشه آنها از آرامی زیتون به

های انتخیاب شیده زیتیون    هر کدام از ارقام و ژنوتیپ ریشه و

 38میدت   وی سوسپانسیون اسپوربهطور جداگانه در بشر حا به

 هیای هیا بیه درون گلیدان    دقیقه غوطه ور شدند. متعاقباً نهیال 

 سییترون )خییاک، شییع، پرلیییت بییا نسییبت   خییاک حییاوی

دار هیای ریشیه  شدند. قلمیه  آبیاری بلافاصله و( منتقی 1: 1: 1

هیای   قرار داده شدند. نهال سترونشده شاهد نیز در آب مقطر 

و  22ه روز در گلخانه با شرایط دمیای  مدت س زنی شده به مایه

درصد و تاریکی قرار گرفتند تیا تلایات ناشیی از     11رطوبت 

کاهش یابد. پس از سه روز گیاهان در گلخانیه   مایه زنیروند 

 درصد قرار گرفتند. 88با نور طبیعی و رطوبت 

 Verticilliumهااي زیتاون باه   ارزیابي مقاومت ارقاام و ژنوتياپ  

dahliae  ايگلخانهدر شرایط 

نهال شیاهد   11شده و  مایه زنینهال  11هر تیمار شامی 

برداری از کی ریشیه  نمونه .( بودسترونبا آب مقطر  مایه زنی)

های شاهد و آلوده در زمیان صیار   و قسمت انتهایی ساقه نهال

روز بعد از  88و  51و 11و  2های ( و در زمانمایه زنی)زمان 

وده و شاهد صورت گرفت سپس های آلقارچ از نهال مایه زنی

ها داخی فویی آلومینیومی سیریعاً درون ازت میایع قیرار    نمونه

درجه سلسیوس  -18گرفتند و به آزمایشگاه منتقی و در فریزر 

 برای انجام مراحی بعد نگهداری شدند.

 شدت بيماري -1

بییرای ارزیییابی مقاومییت بییه پژمردگییی، شییدت بیمییاری 

مایه )شروع دو هاته پس از  هاته 18مدت  صورت هاتگی به به

ای پیشیینهادی لییوپز  درجییه 1( بییا اسییتااده از شییاخ  زنییی

( براساس میزان کلروز بافت گیاه، 2885اسکودرو و همکاران )

نکروز برگ و جوانه و یا برگریزی اسیتااده شید. گییاه سیالم     

 ،1درصیید علا ییم بیمییاری   1-33، 8بییدون علا ییم بیمییاری 

درصیید علا ییم  61-11، 2درصیید علا ییم بیمییاری    66-35

. سیپس مییانگیع شیدت بیمیاری     5، مرگ گیاه   3بیماری   

ها( در هر تکرار محاسیبه شید.   برای هر تیمار )ارقام و ژنوتیپ

گییری  های انیدازه در ایع پژوهش، تجزیه و تحلیی آماری داده

هیا بیا   و مقایسیه مییانگیع   SAS 9.1افزار شده با استااده از نرم

 در سطح پنج درصد انجام گرفت. LSDاستااده از آزمون 

 هاي زیتون   در ریشه ارقام و ژنوتيپ بيمارگر DNAسنجي کميت -2

 هاي زیتون ریشه کل از DNAاستخراج 

های آلوده زیتون بیا  از ریشه قلمه DNAمراحی استخراج 

انجیام  ات با اندکی تغیییر CTAB (Novaes et al., 2009 )روش 
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از  DNAهیای  لظت نمونه. جهت تعییع درجه خلوص و غشد

دستگاه اسپکتروفتومتر نانودراپ و ژل آگارز استااده و کیاییت  

اسیتخراج   DNAهای ها بررسی شد. تمام نمونهو کمیت نمونه

سنجی با نیانودراپ  های زیتون بعد از کمیت شده از ریشه نهال

رقیخ شیدند تیا ارزییابی     DNAنانوگرم   288همگی تا غلظت 

پاتوژن در ریشه انجام  DNAان از میزان دقیقی در شرایط یکس

 (. Mercado-Blanco et al., 2003شود )

  Real time PCR هاي واکنش

بیا   Verticillium dahliaeقیارچ   DNAسنجی میزان کمیت

 EXI-05C-1303021میدل   Real time PCR از دسیتگاه  اسیتااده 

و ، برای تعییع رقیم  تحقیخدر ایع انجام شد.  Bioneerشرکت 

از روش  Verticillium dahliaeمقاوم زیتیون بیه قیارچ    تیپ ژنو

  SYBER Greenاستاندارد بیا اسیتااده از سیسیتم    منحنیترسیم 

مورد استااده بر اساس مطالعات ازگرهای غاستااده شد. توالی آ

( انتخاب شید و  2813و همکاران ) Gramajeانجام شده توسط 

 NCBIپایگیاه  بلاسیت در   ،برای اطمینان از درستی آغازگرهیا 

 برای ژن بتا توبولیع انجام شد.

 18 میکرولیتییر شییامی 28در حجییم  PCRهییر واکیینش 

( شیییرکت Master Mixآمیییاده ) مخلیییوط از میکرولیتیییر

JenaBioscience ،1/8   میکرومولار از هر آغیازگرVertBt-F (5′-

AACAACAGTCCGATGGATAATTC-3′ و آغییازگر )VertBt-

R (5′-GTACCGGGCTCGAGATCG-3′ ) میکرولیتیییییر از  5و

DNA    بافت ریشه زیتون بیود. واکینشReal time PCR    بیا سیه

 صورت مجزا، برای هر ی  از تکرارها انجام شد. تکرار به

میدت   شامی ی  مرحله ابتدا ی بیه  Real time PCRبرنامه 

منظیییور  و بیییهدرجیییه سلسییییوس  11دقیقیییه در دمیییای  5

ی دمیای  ای شیام ارخیه  58سازی اولیه و ی  برنامه  واسرشت

ثانیه، دمای اتصیال آغازگرهیا    38مدت  بهدرجه سلسیوس  11

 12ثانییه و دمیای    38میدت   بیه درجه سلسیوس  63در دمای 

ثانیه بود. پیس از آخیریع ارخیه     38مدت  بهدرجه سلسیوس 

درجییه سلسیییوس  12دقیقییه در دمییای  1مییدت  مخلییوط بییه

رسیم منحنیی بوب    واکینش  پاییان  از نگهداری گردیید. پیس  

 1/8بیا اخیتلاف   درجیه سلسییوس    68-11ر دمیای  واکنش د

درجه سلسیوس در هر ارخه انجام گرفت. بیرای اطمینیان از   

هیای  درستی انجام واکنش و اختصاصی بودن واکنش، فراورده

( درصید  2بر روی ژل متافور آگیارز )  Real time PCRواکنش 

 مدت در V 88ولتاژ شدت با الکتروفورز عمیبارگذاری شدند. 

 محلیول  از آمییزی ژل  رنی   برای. شد انجام ساعت ی  زمان

 بیناش  نور ماوراء تحت ژل . سپساستااده شد بروماید اتیدیوم

(UV )دستگاه در Gel document گرفت. قرار بررسی مورد 

 رسم منحني استاندارد

خال   Verticillium dahliaeقارچ  DNAهای سری رقت

با  (Song et al., 2002)مایع براساس روش شده از محیط کشت 

آماده شیدند و در  /. نانوگرم 881/.، 81/.، 1 ،1، 18 هایغلظت

Real time PCR   بیا سیه تکیرار    برای ترسیم منحنیی اسیتاندارد 

گیاهیان شیاهد اسیتااده     DNAسازی از . برای رقیخشداستااده 

بیا اسیتااده    Real time PCRاحتمالی واکنششد تا تغییر پذیری 

هیای  ود. آزمایش با استااده از سریگیاه نیز بررسی ش DNAاز 

هیای  هگانه، اجرا گردید. هر کدام از نمونی پنجسازی شده رقیخ

مجهول و شاهد نیز مورد آزمایش قرار گرفتند. آزمایش بیرای  

عنیوان کنتیرل متبیت تکیرار شید.       نمونه ورتیسیلیوم خال  به

های ورتیسیلیوم در کی نمونه DNAهای مجهول تخمیع غلظت

دسیت   بیه   Ctدادن ه آلوده توسط ایع تکنی  بیا قیرار  ریشه گیا

های مجهول در معادله خطیی نمیودار اسیتاندارد    آمده از نمونه

 Verticilliumغلظیت  ، Ctمقیدار  براسیاس  آیید.  دسیت میی   به

dahliae DNA های ناشناخته با در نظیر گیرفتع دوره   در نمونه

رده شده آوبربا استااده از ایع روش بعد از آلوده سازی  زمانی

 است.

ها براساس طرح آماری کاملاً تصادفی و با استااده از  داده

تجزییه و تحلییی شیدند. مقایسیه      SAS  9.1افیزار آمیاری   نرم

در سطح ی  درصد انجام  LSDها با استااده از آزمون میانگیع

در نهایت واکنش ارقام زیتون بیر مبنیای شیدت بیروز     گردید. 

قیارچ    DNAسینجی ی از کمیتهای حاصعلایم بیماری با داده

 .در روی ریشه مطابقت داده شد
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 نتایج و بحث

هااي   ارزیابي علائم بيماري و شدت آلاودگي ارقاام و ژنوتياپ   

 اي  در شرایط گلخانه Verticillium dahliaeزیتون نسبت به قارچ 

با توجه به جدول تجزیه واریانس غربیالگری حساسییت   

شود که بیع ارقیام   اهده میارقام زیتون به قارچ ورتیسیلیوم مش

مختل  از لحاظ میزان حساسیت و علا یم بیمیاری و شیدت    

داری در سطح احتمیال   بیماری اختلاف معنی آلودگی نسبت به

 (. 1ی  درصد وجود دارد )جدول 

هیای آلیوده   براساس ارزیابی علا م بیماری ارقام و ژنوتییپ 

هایی  ژنوتیپشده به ورتیسیلیوم مشخ  شد که هیچکدام از ارقام و 

که در ایع طرح میورد بررسیی قیرار گرفتنید، در مقابیی بیمیاری       

حساسیت  پژمردگی ورتیسیلیومی ایمع نبوده و تمامی آنها درجاتی از

شیود   مشیاهده میی   1 طور که در جدول شماره را نشان دادند. همان

هیا و  براساس مقایسه میانگیع تیمارهای موجود، تمیامی ژنوتییپ  

 مبنیای رجی مورد مطالعیه در اییع بررسیی، بیر     ارقام داخلی و خا

 1حساسیت نسبت به ایع بیمیاری بیا اسیتااده از شیاخ       میزان

 Lopez-Escudero) ای پیشنهادی لوپز اسکودرو و همکیاران  درجه

et al., 2004)  ها گروه قرار گرفتند. هراند بیشتر ایع نهال 6در

یا مقاومیت   حساسیت و Verticillium dahliaeدر مقابله با قارچ 

هیا هیم   متوسطی را از خود نشان دادند ولیی تعیدادی از ژنوتییپ   

های متااوتی از حساسیت در مقابی ایع قارچ از خود بروز واکنش

تیریع ژنوتییپ شیناخته    عنوان حساس هب QG-11دادند: ژنوتیپ 

-DSو  DS-9هیای  شد و در درجه بعدی از حساسیت، ژنوتیپ

هیای  داشتند. در مقابی ژنوتییپ و رقم کنسروالیا قرار  D-1و  5

T-TS-1  وKH-13 تییریع در میییان تمییامی  عنییوان مقییاوم  هبیی

ها و ارقام مورد مطالعه در ایع طرح شناخته شدند. در  ژنوتیپ

، T-MO4 ،T-H4 ،KH-10های درجه بعدی مقاومت نیز ژنوتیپ

KH-11 ،QG-18.دکی و رقم ماری درشت قرار داشتند ، 

 Verticillium dahliaeبراي کميت سنجي  ارزیابي منحني استاندارد

 آلوده هاي زیتون نهال در

 Verticillium dahliaeقیارچ   DNAمنحنی استاندارد بیرای  

 DNAرسم شد و برای تعیییع مقیدار    Real time PCRبا روش 

 منحنیی ارزییابی  ها مورد استااده قرار گرفت. بیمارگر در نمونه

2استاندارد بر اساس مقدار 
 R شود. اگر اییع مقیدار   میسنحیده

2باشد قابی قبول است. میزان  درصد 11بالای 
 R  گزارش شیده

های ورتیسیلیوم استاندارد تهیه شده از سری رقت منحنیبرای 

نشانگر بالا بودن سطح دقیت  که بود /. 111در ایع مطالعه برابر 

 (.1شکی ) و توانایی واکنش براساس ایع نمودار استاندارد است
 

 
 Ct = -0.2794 Log .و معادله  2R   0.995منحنی استاندارد با  -1شکل 

[DNA] +9.2092  همچنیعEfficiency=90%  لگاریتم  عمودیکه محور

 .سیکی آستانه می باشد افقیو محور  DNAغلظت 
Fig. 1. Standard curve with R2= 0.995 and equation of 

Ct = -0.2794 Log [DNA] +9.2092. Efficiency= 90% vertical axis 

refers to the threshold cycle and the horizontal axis 

shows the logarithm of the DNA concentration. 
 

 Real time PCRواکنش 

 ازآغازگرهیای  Real time PCRمنظیور انجیام واکینش     بیه 

VertBt-F  وVertBt-R 2، که قطعه اختصاصی از ژن بتا توبولیع 

نمایید، بیرای   را در واکنش تکتیر میی  bp111دازه بیمارگر به ان

و  AB101قارچ اسیتااده و از آغازگرهیای    DNAسنجی کمیت

AB102 (Sun et al., 1994 )میراز  ای پلیی هیای زنجییره  در واکنش

 های زیتون استااده گردید.ارقام و ژنوتیپ DNAسنجی برای کیایت

و  VertBt-F با آغازگرهای Real time PCRدر واکنش 

VertBt-R  بیمارگر به اندازه 2قطعه اختصاصی از ژن بتا توبولیع 
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bp111 دمای متوسط بوب محصول مورد انتظار در  که تکتیر

تریید کرد  منحنی بوب بود. آنالیزدرجه سلسیوس  81حدود 

و شرایط  جاد نشدهیکه هیچ گونه محصول غیر اختصاصی ا

 مچنیع دره(، 2شکی)است  آزمایش برای تکتیر مطلوب بوده

 آورده شده SYBR Greenمنحنی تکتیر در سیستم  3شکی 

است. نتایج آنالیز منحنی بوب و منحنی تکتیر توسط تکنی  

دیده  5(. همانطور که درشکی 5 شکیگردید )تریید الکتروفورز

به منظور تریید بیشتر بر  Real time PCRشود محصولات می

شدند که باند درصد الکتروفورز  2روی ژل متافور آگارز 

 تولید نمودند. bp111 اختصاصی را به اندازه 

 Verticilliumقارچ DNAمقدار  سنجيکميتنتایج حاصل از 

dahliae هاي زیتوندر ریشه ارقام و ژنوتيپ  

با استااده از  Real time PCRهای سنجینتایج کمیت

 های مورد مطالعهژنوتیپکی ریشه آلوده در  DNAهای نمونه

نشان داده شده است. بیشتریع مقدار  های جداگانهداردر نمو

DNA  مایه زنیروز بعد از  51زمان ها در اکتر ژنوتیپدر 

 سنجی گردید.کمیت

 

 
های تلقیح شده منحنی دمای بوب قطعات تکتیر شده در نمونه -2شکل 

 .Verticillium dahliaeبا 
Fig. 2. Melting curve of DNA isolated from root samples infected 

with Verticillium dahliae. 

 
دستگاه های آلوده شده زیتون، توسط منحنی تکتیر برای ریشه -9شکل 

Bioneer در سیستمSYBR Green محور افقی تعداد سیکی و محور ،

 قرا ت شده توسط دستگاه می باشد. نتعمودی میزان فلئورس
Fig. 3. Proliferation curve for infected olive root by Bioneer, vertical 

axis refers to the number of cycles and the horizontal axis shows the 

fluorescence read by device. 

 

 
 Real time PCRالکتروفورز محصولات تکتیر شده در واکنش  -4شکل 

زمان مایه : L :Orang Ruler 50 bp DNA Ladder .1روی ژل متافور آگارز. 

روز  51: 5 ،مایه زنیروز بعد از  11: 3 مایه زنی،: دو روز بعد از 2 زنی،

 .مایه زنیروز بعد از  88: 1 ،مایه زنیبعد از 
Fig. 4. Electrophoresis of amplified DNA products in  

Real time PCR reaction on MetaPhor agarose gel. 

L: O’Range Ruler 50 bp DNA Ladder. 1: Inoculation time, 2: Two 

days after inoculation 3: 15 days after inoculation 4: 45 days after 

inoculation. 5: 80 days after inoculation. 

L 1 2 3 4 5 

115 bp 
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 DNAدر بررسیییی جیییدول تجزییییه وارییییانس غلظیییت 

  های مختلی  شود که در زمان ( مشاهده می2ورتیسیلیوم )جدول

( و 3)نمیودار   51( ، 2)نمودار  11( ، 1) نمودار  2برداری  نمونه

( بیع ارقام مختل  تایاوت  مایه زنی( روز پس از 5)نمودار  88

داری در سطح ی  درصید وجیود دارد. یعنیی بییع ارقیام       معنی

ورتیسییلیوم و   DNAمورد بررسی زیتون از لحاظ میزان غلظیت  

 .ی وجود داردیا حساسیت به ایع قارچ تااوت بالای

های زیتیون  مقایسه میانگیع میزان آلودگی ارقام و ژنوتیپ

(، نشان داد که میزان غلظت 5روز پس از مایه زنی )نمودار 88

DNA هییای  ورتیسیییلیوم در ژنوتیییپQG-11  وDD2-1  بسیییار

بیشتر از سایر ارقام مورد بررسی بود و پیس از آن بیه ترتییب    

و رقیم میانزانیلا قیرار     PS-54، 2های درخیت شیماره    ژنوتیپ

گرفتند که نشان دهنیده حساسییت بیالا بیه قیارچ ورتیسییلوم       

د کیه کمتیریع مییزان تجمیع     شی باشد.  همچنیع مشیخ    می

، KH-13هیای   ترتییب در ژنوتییپ   ورتیسیلیوم بیه  DNAغلظت 

TTS-1  باشد که حاکی از حساسیت کم آنها لرستان می 1و کد

 DNAع و غلظیت  باشید. هرایه مییزان تجمی    به آلیودگی میی  

کی ریشه گیاه آلوده افیزایش یابید،    DNAورتیسیلیوم نسبت به 

عبیارت   توانایی قارچ در ایجاد بیماری بیشتر خواهید بیود. بیه   

ورتیسیلیوم در ریشه گیاه نشیان   DNAدیگر میزان بالای مقدار 

(. 5دهنده حساسیت بیشتر رقم )یا ژنوتیپ( می باشد )نمیودار 

های مورد بررسیی از لحیاظ حساسییت     بقیه ارقام و یا ژنوتیپ

بییه قییارچ ورتیسیییلوم دارای حالییت حیید واسییط )حساسیییت 

 (. 5متوسط( هستند )نمودار
 

 ای.در شرایط گلخانه Verticillium dahliaeهای مختل  زیتون  مایه زنی شده با مقایسه میانگیع شدت علا م بیماری روی ارقام و ژنوتیپ -1جدول 
Table 1. Comparison of mean of the disease severity index in different cultivars and genotypes of olive inoculated  

with Verticillium dahlia in greenhouse conditions 

Mean of disease 

severity index (%) 

Cultivar/Genotype Mean of disease 

severity index (%) 

Cultivar/Genotype Mean of disease 

severity index (%) 

Cultivar/Genotype 

bcd 1.2 Besh ab 1.8 DS – 5 bcd 0.8 Tree No 2 

abc 1.4 PS – 5 d 0.2 KH – 13 cd 0.4 T – Mo4 

bcd 1 Little mary cd 0.4 QG – 18 bcd 1.2 QG – 4 

ab 1.8 D 1 cd 0.4 KH – 11 a 2.6 QG – 11 

bcd 1 Cod 5 Lorestan d 0.2 T – TS1 ab 1.8 DS – 9 

bcd 1 No 11 cd 0.4 T – H 4 cd 0.4 Big mary 

abc 1.4 Dd – 2 bcd 0.8 Shiraz bcd 1 RD 

bcd 0.8 QG – 17 ab 1.6 Manzanila abc 1.4 T – Mo3 

bcd 0.8 Roghani (small) cd 0.4 KH – 10 bcd 0.8 B n-2 

bcd 0.8 Roghani (big) cd 0.4 Dakal bcd 1 QG – 12 

 1-33، 8گیاه سالم بیدون علا یم بیمیاری     :(. )شدت علا م بیماریαدرصد    1در هر ستون اعدادی که دارای حروف مشترکند در ی  گروه آماری قرار دارند )

 (..5، مرگ گیاه   3درصد شدت بیماری    61-11، 2درصد شدت بیماری   35-66، 1بیماری   شدتدرصد 
Disease severity Index: 0= healthy plant; 1= disease severity 1-33%, 2= disease severity 34- 66%; 3= disease severity 67-99%; 4= dead plant 

 
 .مایه زنیهای زیتون در فواصی زمانی مختل  بعد از ورتیسیلیوم در ریشه ارقام و ژنوتیپ DNAتجزیه واریانس میزان غلظت  -2جدول 

Table 2. Analysis of variance of DNA concentration of Verticillium dahliae in the root of olive cultivars and genotypes  

in time courses post inoculation. 

Mean of Square 
df Source of variation 

2 DAI 15 DAI 45 DAI 80 DAI 

** 1.2714 ** 0.018210 ** 0.0578 ** 0.03171 29 Cultivare 

0.0008 0.00024 0.00012 0.0009 60 Exp. Error 

1.48 0.42 0.29 0.25 Coefficient of variation (CV) 

 .Indicted significant differences at 1% level :**باشد.  میدرصد  1دار در سطح احتمال دهنده وجود اختلاف معنی: نشان**
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 .مایه زنیروز پس از  11های زیتون در ارقام و ژنوتیپ Verticillium dahliaeبیمارگر  DNAلظت غمقایسه میانگیع میزان   -2نمودار 

2. Comparison of different DNA concentrations of Verticillium dahliae in olive cultivars and genotypes 15 days after inoculation. 

 

 
 .مایه زنیروز پس از  51های زیتون در ارقام و ژنوتیپ Verticillium dahliaeبیمارگر  DNA غلظتمقایسه میانگیع میزان  -9نمودار 

Chart 3. Comparison of different DNA concentrations of Verticillium dahliae in the olive cultivars and genotypes 45 days after inoculation. 
  

 
 .مایه زنیروز پس از  88های زیتون در ارقام و ژنوتیپ Verticillium dahliaeبیمارگر  DNAغلظت زان مقایسه میانگیع می -4نمودار 

Chart 4. Comparison of different DNA concentrations of Verticillium dahliae in the olive cultivars and genotypes 80 days after inoculation. 
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ورتیسییلیوم   DNAافزایش غلظیت  مقایسه روند  1نمودار 

، KH-13و مقییاوم  QG-11 ،DD2-1 هییای حسییاس در ژنوتیییپ

TTS-1 دهد. ایع برداری را نشان می های مختل  نمونه در زمان

دهد کمیت قارچ عامی بیماری بیع زمان صار نمودار نشان می

تیر  روز در ارقام حساس نسیبت بیه ارقیام مقیاوم سیریع      2تا 

روز پیس از   11چنیع تجمع بیمارگر تا افزایش یافته است. هم

تر و در ارقیام مقیاوم   در ارقام حساس بیشتر و سریع مایه زنی

روز   51با روند کندتری پیش رفته است.  DNAتجمع غلظت 

پاتوژن به بیشتریع مییزان خیود    DNAغلظت  مایه زنیپس از 

رسد و پس از آن میزان تجمع پاتوژن در ریشه گیاه زیتیون   می

( همیان  TTS-1و  KH-13کند. در ارقام مقیاوم )  ا میکاهش پید

باشد، ایع روند بیه صیورت   مشخ  می 1گونه که در نمودار 

( اگراه DD2-1و  QG-11باشد اما در ارقام حساس )نزولی می

پاتوژن نزولی است ولی رونید و سیرعت    DNAکاهش غلظت 

 باشد. با توجه به ایع نتایج ارقیام  کاهش بسیار ناایز و کند می

روز کند کننید   51مقاوم توانستند سرعت رشد قارچ را پس از 

سیر نزولی به خود گرفته است. امیا در   DNAو سرعت تجمع 

ورتیسییلیوم خیلیی    DNAارقام حساس سرعت کاهش تجمیع  

تواند شاخ  مهمی برای حساسییت ارقیام و   کند بوده که می

 باشد.های زیتون به آلودگی با ورتیسیلیوم میژنوتیپ

تییریع اری پژمردگییی ورتیسیییلیومی، یکییی از جییدیبیمیی

هایی است که در جهان روی زیتون ترثیرگذار اسیت و   بیماری

باعث خسارات شدید باغات زیتیون در کیی منطقیه مدیترانیه     

هیچ راه کنترل شییمیایی بیرای    (Muwarfaq, 2006). شده است

هیای کنتیرل   مقابله با ایع بیماری وجود ندارد. بنیابرایع روش 

 تمرکز شیده اسیت  میسیلیوم بر روی استااده از ارقام مقاوم ورت

(Fradin and Thomma, 2006اندازه .) گیری کمیDNA   در گییاه

به جای ارزیابی مستقیم قیارچ عامیی بیمیاری روش سیریع و     

شییده اسییت  معرفیییمطمئنییی بییرای شناسییایی ارقییام مقییاوم 

(Mercado-Blanco et al., 2003). 

برای تشخی  سریع و  Real time PCRاستااده از تکنی  

در بیذر لوبییا    Fusarium oxysporom f. sp. solaniسنجی کمیت

منظور جلوگیری از گسترش بیمارگر با بذر لوبیا آلوده انجام  به

(. ایع تکنی  برای مطالعه میزان Sousa et al., 2014شده است )

 در ریشیه  Fusarium solani f. sp. glycinesسنجی رشد و کمیت

تواند به عنیوان  گیاه سویا استااده و مشخ  شده است که می

هیای سیویا در   ی  روش مناسب برای ارزیابی مقاومت لاییع 

(. همچنیع ایع Lie et al., 2008برابر ایع بیمارگر استااده شود )

تکنی  به عنوان ی  روش حساس و قوی برای ارزیابی روند 

زمینی و مقاومیت  در ریشه سیب Phytophthora infestansرشد 

هیای مختلی  سییب زمینیی     میزبان در برابر بیمیاری در لاییع  

بیا اسیتااده از اییع    (. Hussain et al., 2013استااده شده است )

در ارقییام مختلیی   Verticillium dahliaeروش وجییود قییارچ 

مورد بررسی قرار گرفته و ثابت شده است که نسبت  سولاناسه

DNA م به ورتیسیلیوم کمتر از سیایر  قارچ به گیاه در رقم مقاو

معنی داری ارقام بوده است. نتایج همچنیع نشان داد که رابطه 

هیای مختلی  و مقیدار    بیع شدت علا م گیاه آلیوده در لاییع  

DNA  قارچ وجود دارد.(Gayoso and Pomar, 2007)  
 

 
 گربیمار DNAسنجی نتایج حاصی از کمیت -5نمودار 

Verticillium dahliae در ریشه ژنوتیپ( های حساسQG-11  وDD2-1) 

( در فواصی زمانی مشخ  بعد از فرآیند TTS-1و  KH-13و مقاوم )

 سازی.آلوده
Chart 5. DNA quantification of Verticillium dahliae in root  

samples of the partially resistant and susceptible genotypes  

in time courses. 
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جیای ارزییابی    در گییاه بیه   DNAگییری  در مجموع اندازه

مستقیم قارچ عامیی بیمیاری روش دقییخ، کارآمید و مطمئنیی      

 ,.Moretti et alبرای شناسایی ارقام مقاوم گزارش شده اسیت ) 

2015; Gao et al., 2004; Mercado-Blanco et al., 2003 بیا .) 

تعامیی  بیا اییع روش روی    های انجیام شیده  توجه به پژوهش

تیوان از اییع   در دنیا و نتایج ایع پیژوهش میی   میزبان -پاتوژن

هیای امییدبخش و ارقیام    روش در آینده نسبت به غربالگری لایع

تیر اقیدام    زیتون به بیماری پژمردگی ورتیسیلیومی در سطح وسییع 

عنوان ی  روش مناسیب بیرای    به Real time PCR. تکنی  کرد

میزبیان و   -پیاتوژن  پاتوژن، اکولوژی ، تعامیی  مطالعه بیولوژی

 ،.nicotianae Phytophthora هایهای قارچبسیاری دیگر از جنبه

citrophthora Phytophthora ،Rosellinia necatrixt  ،Verticillium 

dahliae کار برده شده است به (Schena et al., 2004 .) ایع روش

اکتریع اندازه از قیارچ  علت حساسیت بالا قادر است تا کو به

  (.Muwarfaq, 2006را در میزبان ردیابی نماید )

و همکیاران در سیال    Gramajeای که توسیط  طبخ مطالعه

پروتکیی   8انجام شد میزان دقت، اختصاصیت و کارایی  2813

Real time PCR   بییرای تشییخی   2882کمییی کییه از سییال

ی گییاهی  هیا در گونه Verticillium dahliaeاختصاصی و کمی 

مختل  و خاک منتشیر شیده بیود بیر روی زیتیون بررسیی و       

ها برای شناسایی کمی و اختصاصی را معرفیی  بهتریع پروتکی

)براساس ناحییه   TAQکردند. بر اساس ایع مطالعه دو پروتکی 

IGS  وTag Man Prob و )SYBR 4   بر اسیاس ژن(β-tubulin 2 

ها بیرای   کیتریع پروت تریع و مناسب ( حساسSYBR-Greenو 

در  DNAبیرای مییزان کیم     Verticillium dahliaeسنجی کمیت

های مختل  زیتون )ریشه، برگ و ساقه( شیناخته شیدند   بافت

، DNAاز  fg 18حیییداقی مییییزان   SYBR-4کیییه پروتکیییی  

Verticillium dahliae ( را توانست شناسایی کندGramaje et al., 

هیای  و ژنوتییپ (. برهمیع اساس بیرای شناسیایی ارقیام    2013

کیه کیارایی    SYBR 4مقاوم زیتون در اییع طیرح از پروتکیی    

 Verticillium dahliaeپییاتوژن  DNAبییالایی بییرای تشییخی   

 باشد استااده شد.  می

در ایع مطالعه رقم مانزانیلا تقریبا حساس گزارش شده اسیت  

که با مطالعات قبلی که روی مقاومیت اییع رقیم انجیام شیده      

. در مطالعات قبلی رقم مانزانیلا به شدت باشد است منطبخ می

 Sanei ( و نسبتاً حساس )Latife and Mehmet, 2011حساس ) 

and Razavi, 2011; El Said et al., 2012  .معرفی شده است ) 

پس از گذشت  DNAنکته قابی توجه ایع است که مقدار 

یابید. اییع   کیاهش میی   ارقیام ی  مدت زمان طولانی در همه 

واند ناشی از پدیده طبیعی بهبود باشد که مرتبط بیا  ت کاهش می

دهید بیه زخیم و    هایی است که به درخت اجازه میی مکانیسم

 توانید هیا میی  ضعی  شدن خود غلبه کنید کیه اییع مکانیسیم    

 شییود فعییال Verticillium dahliaeبعیید از آلییودگی توسییط  

Markakis et al., 2009).) 

و حسیاس زیتیون    مورد پدیده بهبودی در ارقام مقاومدر 

بهبیودی   مطالعات نشان میی دهید   NDو  Dنسبت به پاتوتیپ 

ها، شدت علاییم نشیان   جدایهگیاه بستگی به بیماری زایی ایع 

داده شییده توسییط گیییاه وسییطح مقاومییت کولتیوارهییا دارد.   

قابلیت درخت برای انسداد آوندهای آلیوده،   فاکتورهایی مانند

ش سییطح ترکیبییات هییای جدییید و افییزایممانعییت از آلییودگی

در ایییع بیییع از اهمیییت بیشییتری برخییوردار هسییتند فنولییی  

(Markakis et al., 2009 (Blanco-Lopez and Lopez-Escudero, 2005;. 

نتایج بررسی مقاومیت ارقیام بیا اسیتااده از روش سینتی      

ها و بررسی شدت بیروز علا یم( بیا نتیایج     گیاهچه مایه زنی)

ر در ریشه گیاه میزبیان بیا   بیمارگ DNAسنجی حاصی از کمیت

همپوشیانی مناسیبی داشیته     Real time PCRاستااده از تکنیی   

-کمییت  DNAکیه مقیدار   مشخ  شد در ایع مطالعه است و 

سنجی شده در هر ژنوتیپ زیتیون بیا وقیوع و شیدت علاییم      

ترتییب،   بیماری پژمردگی ورتیسییلیومی میرتبط اسیت. بیدیع    

ریشه در طیول دوره  سنجی شده در پاتوژن کمیت DNAمقدار 

)ژنییوتیپی بییا   DD2-1و  QG-11ژنوتیییپ در روزه  88زمییانی 

و  KH-13 هیای نسیبت بیه ژنوتییپ   شدیدتریع علایم بیماری( 

TTS-1  ( بالاتر بوده است.کمتر با علایمژنوتیپ ) 
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 مناسبعنوان ی  ابزار  تواند بهمی Real time PCRتکنی  

نییز ردییابی و   و عوامی بیمیاریزا  کمی  سریع و برای تشخی 

 .استااده گیردد  ایع عوامی توسعه بیماری و انسداد گیاه توسط

 هییایهمچنیییع شناسییایی سییریع و قابییی اعتمییاد پاتوتیییپ   

Verticillium dahliae های آلوده بیا  به ممانعت از کاشت زیتون

پژمردگی ورتیسییلیومی   نترلو ک نمودهکم  زا  عوامی بیماری

 . دسازپذیر می امکانرا در زیتون 
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