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1394تابستان ، 2شماره  38ی (مجله علمی کشاورزي)، جلد گیاهپزشک  

با استفاده از چهار رقم زیتون ریشه در  Verticillium dahliae  قارچکمیت سنجی 
 Real- time PCRتکنیک 

  
  4و سیده مهري جوادي 3محمد سالاري ،2جعفري حسین ،*1محمدي خان سحر

 
  

دانشگاه زابل  دانشجوي سابق کارشناسی ارشد بیماري شناسی گیاهی،گروه گیاهپزشکی، :نویسنده مسوول -*1
)Sahar_khanmohammadi@yahoo.com(  

 استان زنجانمنابع طبیعی  عضو هیئت علمی مرکز تحقیقات کشاورزي و -2

  دانشیار گروه گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه زابل -3 
  هی زنجانعضو گروه بیوتکنولوژي جهاد دانشگا -4

 14/10/93تاریخ پذیرش:     26/12/92  تاریخ دریافت:

  یدهچک
مشکوك  یتوناز درختان ز ابتداپژوهش  یندر ا است. یتونمهم ز يهایمارياز ب یکی یسلیومیورت یپژمردگ
 ،قارچ يکشت و خالص سازپس از شد.  يبردار در منطقه طارم در استان زنجان نمونه یسیلیومیورت یبه پژمردگ

، پنج ماهه ارقام زرد يهانهال یشهر یتون،ارقام ز واکنش یابیارز يبرا .شد انجام سی تب روشبا  DNA اجاستخر
 یماريقارچ عامل ب برگریز یهاسپور جدا 107با سوسپانسیون يساز به روش غوطه ور کرونایکیآبلونکا و  یکن،آرب
 56، 41، 27، 15، 7، 2 يله و سپس در زمان هاشده بلافاص یحتلق يهااز ریشه نهال  DNA استخراج. یدگرد یحتلق
 روشها با نهال یشهقارچ موجود در ر DNA یزانم یجیتدر یش. روند افزایدانجام گرد یحروز بعد از تلق 77و

time PCR -Real  بررسی یج. نتایدگرد یسنج یتکمهمراه با آغازگرهاي اختصاصی سایبرگرین  از استفادهو با 
 کرونایکینسبت به ابلونکا و یکندر ارقام زرد و آرب کل DNAقارچ به  DNAزمان، نسبت نشان داد که در طول 

 ینا بانمود.  یجادا یشهر يدر رو بیمارگراستقرار  يبرا یشتريب یتمحدود یرقم کرونایکو  داشتند یشتريب یشافزا
 یمارياز ب یدتريشد وعلایم یافته یرتکث یشتريتوانست با سرعت ب یماريرقم زرد، قارچ عامل ب یشهر يحال در رو

مقاومت  یابیارز يبرا یابزار مناسب Real-time PCR یکنشان داد که تکن یبررس ینا یجرا ظاهر سازد. نتا
معمول  يهاتواند در کنار روشیاست که م یسلیومیورت یپژمردگ یمارينسبت به ب یتونمختلف ز يهایپژنوت

  .یرداستفاده قرار گ مورد یماريارقام مقاوم به ب يغربالگر يبرا
 

  Real–time PCR یکتکن مقاومت ارقام، ،Verticillium dahliae قارچ یتون،: زکلید واژه ها
  

  مقدمه
تنها گونه  .Olea europaea Lزیتون با نام علمی 

است که همراه با گندم و   Oleaceaeخوراکی تیره
کشاورزي حوزه مدیترانه را در  يهاانگور یکی از پایه

). 1376نها تشکیل داده است (درویشیان، طول قر
استان زنجان از نظر مساحت باغات شهرستان طارم در 

رتبه اول را در کشور به خود  یتونز یدبارور و تول
حال عملکرد  ینبا ا .)1389 ،نامبی(داده است اختصاص 

است.  تر یینمحصول پا ینا یآن از سطح عملکرد جهان
ابتلاء آن  یتون،د زکاهش عملکر یاز عوامل اصل یکی

مهم از بیماریهاي  .باشد یو آفات م ها یماريبه انواع ب
  .است یسلیومیپژمردگی ورت یماريبقارچی زیتون، 

 Verticillium dahliae قارچتوسط یماري ب ینا 
بار در سال  ینکه اول )2006 ،1(موارفاق شودیم یجادا

ت اس و بسیار پلی فاژ شده است یفتوص یتالیادر ا 1946
                                                             

1- Muwarfaq 
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 ...در ریشه Verticillium dahliae  خان محمدي و همکاران: کمیت سنجی قارچ

آلودگی درختان زیتون به  ).2002 ،1(لاچکیور و سدرا
این بیماري براي اولین بار در ایران توسط رهنما و 

درختان  روي بر) در استان گلستان و 1377(همکاران، 
 گزارشموجود در ایستگاه تحقیقات هاشم آباد گرگان 

اولین بار  ،در منطقه طارم نیز این بیماري. است هشد
  .گزارش گردید )1379 ( همکارانو  ادافشاري آز توسط

 V. dahliaeکنترل  يبرا یو مطلوب زراع ثرؤمراه 
 بیمارگر ینا هاي یکرواسکلروتم یرااست ز نشده ارایه

و  2(کبیر ماند   می زنده متوالی سال ینچند يدر خاك برا
 يبرا یکنترل يهاروش یشترب ین،بنابرا .)2004 همکاران،

کاشت ارقام  يرو یتوندر ز یسلیومقارچ ورت یریتمد
   ).2008 ،3(رودریگز و همکارانمقاوم متمرکز شده است 

 یروش 4Real-time PCR یکدر حال حاضر تکن
بدون  V. dahliae یسنج یتوکم تشخیص يبرا یعسر

 5و همکاران (هیتالا است جداسازي بیمارگربه  یازن
به طور همزمان  توان یم یکتکن یناستفاده از ا با. )2004،

DNA  ینکرد و بد یسنج یترا کم یزبانم یاهقارچ و گ 
- یپدر ژنوت یماريروند توسعه ب یابیارز يبه جا یبترت

توان یم یماري،با استفاده از علائم ب یمورد بررس يها
 یزانو م یاهیدر نمونه گ یمارگرقارچ ب DNA یزانم

 را مشخص نمود یمارگربا ب یاهاحاطه شدن بافت گ
  ).2007 ،6(گایسو و پومار

هاي بیمارگراین روش براي معرفی و شناسایی  
 .F. oxysporum fپژمردگی آوندي گوجه فرنگی 

sp lycopersici،  V. albo-atrum وV. 

dahliae  سه  ایناسپورهاي   کهاست کار رفته  بهنیز
ك گیاه، آب و خااز طریق د نتوان قارچ خطرناك می

اي در مطالعه ).2003 ،7ونز و همکاران (لی منتقل شوند
 Real-timeاز  )2003 ،8دیگر (فیلیون و همکاران

                                                             
1- Lachqure & Sedra 
2- Kabir et al 
3- Rodriguez et al 
4- Polymerase chain reaction 
5- Hietala et al. 
6- Gayso & pomar 
7- Lievens et al. 
8- Filion et al 

PCR براي شناسایی و کمیت سنجی مستقیم DNA 
 .Fusarium solani f. sp عامل بیمارگرژنومی 

phaseoli .استفاده نمودند 

براي ارزیابی نوین هدف از این بررسی ارایه روشی  
 به بیماري ارقام مختلف زیتونیا حساسیت مقاومت 

 DNAبا استفاده از کمیت سنجی  پژمردگی ورتیسلیومی
و میزان احاطه شدن گیاه توسط  در گیاهبیمارگر قارچ 
 Real  تکنیک طول دوره زمانی معین به وسیله درقارچ 

– time PCR  تا بتوان از نتایج آن در برنامه استبوده
هاي مدیریت بیماري، به خصوص در زمینه غربالگري 

معرفی ارقام مقاوم براي کاشت در و ري مقاومت به بیما
 یهدر صورت ارااستفاده نمود.  هاي تازه تأسیسقلمستان

مقاومت ارقام و با توجه  یابیدر ارز یقروش مطمئن و دق
امکان طارم منطقه  در یتونز یکیژنت یغن یربه  وجود ذخا
 یریتدر مدمقاوم ارقام  استفاده از يبرا ینشجستجو وگز

  .اهد شدفراهم خو یماريب
  مواد و روش ها

  و کشت قارچ عامل بیمارينمونه برداري 
هاي مشکوك به ها و ساقهنمونه برداري از سرشاخه 

آلودگی با داشتن علایمی مانند پژمردگی، سبز خشک 
شدن و ریزش برگها و قهوه اي شدن آوندي از باغات 

انجام  87-89هاي  زیتون شهرستان طارم در طول سال
دعفونی سطحی نمونه هاي گیاهی گرفت. پس از ض

سانتی متر از نمونه هاي  3قطعاتی به طول تقریبی حدود 
دقیقه  2به مدت % 10آلوده تهیه و با هیپوکلریت سدیم 

ب پس از سه بار شستشو با آو  ندضد عفونی سطحی شد
منتقل و در  9محیط کشت اختصاصی زاپکمقطر به 

 12به مدت درجه سانتی گراد  24 شرایط تاریکی و دماي
محیط کشت فوق بر اساس روش نگهداري شدند. روز 

بعد از  .) تهیه شد2005( 10پیشنهادي کیم و همکاران
بیماري در اطراف قطعات  هاي قارچ عاملپرگنهتشکیل 

 تک کشت از سازي خالص جهت ساقه کشت شده،

                                                             
9- Czapec-Dox agar 
10- Kim et al 
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) 1376مطابق روش پیشنهادي نصر اصفهانی ( اسپور
  .گردیداستفاده 

 ورتیسلیوم قارچ DNAاستخراج 
ورتیسلیوم خالص براي انجام مراحل  DNAوجود 

ضروري است. براي  Real-time PCRبعدي و کار با 
ورتیسلیوم رشد یافته بر روي محیط مایع  DNAاستخراج 

توسط (روگر  پیشنهاد شده 2از روش سی تب1َ پی دي بی
شد. ابتدا براي  با اندکی تغییر استفاده )1985 ،3دیچنو ب

ازي میسلیوم قارچ از محیط کشت مایع، محتواي جداس
از پارچه ململ سترون عبور داده و را ویال حاوي قارچ 

دقیقه آب  2به مدت   g3000ها در سانتریفیوژ نمونه
ها را از پس به آرامی روي یخ پارچهس گیري شدند.

ها با آب تماس نیابند. ها خارج کرده تا پارچهفالکون
ي شده در یک هاون ریخته شده میسلیوم قارچ آب گیر

و با ازت مایع به پودر نرمی تبدیل گردید. بافر استخراج 
 میلی مولار 20، 4کلرید سدیممیلی مولار  4/1[شامل 

تریس میلی مولار  100 ،5اتیلن دي آمین تترا استیک اسید
 سی تب %2و  7پلی وینیل پیرولیدون % 1، 6هیدروکلراید

درجه سانتی  65 با دمايماري است که در حمام بن  ]
 پس از شود.دقیقه گرم می 15 -10به مدت گراد 

 ستگاهآنها با استفاده از د یتکم، DNAاستخراج 
 یفیتک تعیین شد. همچنین بررسی 8اسپکتروفوتومتر

DNA انجام گرفت. % 1ژل آگارز  يرو قارچ نیز 

 تلقیح نهال هاي زیتون
 از استفاده با اسپورها تراکمتلقیح نهال ها به منظور 

در  107و از سوسپانسیون اسپور تعیین 9سیتومتراهم لام
به علت خطرناك بودن ( 10قارچ جدایه برگریز میلی لیتر

                                                             
1- Potato dextrose broth(PDB) 
2- (CTAB) Cetyl Trimetyl Ammonium 
Bromide 
3- Roger & Bendich 
4- Nacl 
5- EDTA 
6- Tris-Hcl 
7- Polyvinylpyrrolidone 
8- Spectrophotometer 
9- Hemocytometer 
10- Defoliation(D) 

این جدایه نسبت به جدایه غیر بالاي شدت بیماریزایی 
 5هاي براي این منظور ابتدا قلمه .گردید استفاده )برگریز

 ریشه پسس خارج شد، پرلیت از آرامی ماهه زیتون به

(رقم محلی)  هاي زرد به نام هر کدام از ارقام زیتون
، آبلونکا و آربیکن (ارقام خارجی موجود در کرونایکی

ایستگاه تحقیقات زیتون طارم) پس از خارج شدن از 
پرلیت براي آلوده سازي به طور جداگانه در بشر حاوي 

 گلدان و در دقیقه قرار داده شد 20سوسپانسیون به مدت 

بلافاصله  و کشت شدند استریل خاك حاوي ییها
روز اول به  7در  هاگرفت. آبیاري قلمه صورت آبیاري

 روز یک 2مدت هر روز دوبار و بعد از این مدت آبیاري 
هاي ریشه دار شده شاهد نیز در بار انجام گردید. قلمه

 16نهال آلوده و  42آب مقطر قرار داده شدند. از هر رقم 
تمامی شاهد انتخاب شد. نمونه برداري از نهال به عنوان 

شاهد و آلوده ارقام مختلف زیتون  هاي ریشهقسمت
ها در ازت مایع انجام شد و نمونه تلقیح از بلاقاصله بعد
 ،7 ،2هاي ها در زماننمونه برداري سپس قرار گرفتند.

در هاي آلوده و روز براي قلمه 77 و 56 ،41 ،27 ،15
هاي شاهد براي قلمهتلقیح از بعد وز ر 72و  52 هايزمان

این فواصل زمانی بر اساس کار  به همین ترتیب انجام شد.
بلانکو  -مشابه انجام شده در اسپانیا توسط (مرکادو

از ریشه تعدادي  ) تعیین و انجام گرفت.2003 ،11وهمکاران
روز پس از  2در زمان  هاي سالمنهال هاي آلوده و نیزاز نهال
طبق  روي محیط زاپکبر  ی برش داده شد وقطعات تلقیح

ي اثبات ااین عمل بر کشت شدند. روشی که قبلاً ذکر شد
زایی و اطمینان از درستی روش تلقیح و فرآیند آلوده بیماري
   صورت گرفت.بار  و فقط یکسازي 

هاي آلوده زیتون به ازریشه DNAاستخراج 
 ورتیسلیوم 

 زیتون از روشهاي از ریشه نهال DNAاستخراج  براي
 )2009( 12مکارانه و نوآاز توسط شده اصلاح تبسی

/. گرم از بافت ریشه 2شد. براي این کار ابتدا  استفاده

                                                             
11- Mercado-Blanco et al 
12- Novaes et al 
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% در ازت مایع 70پس از ضدعفونی سطحی با اتانل 
میلی  1کوبیده شد. بلافاصله و قبل از ذوب شدن نمونه ها 

فه ها اضابه هر یک از نمونه سی تبلیتر بافر استخراج 
استفاده شد. بعد % 2 پی وي پی گردید. در این مرحله از

 %120 اس دي اس بافر میکرولیتر 35ها، از کوبیدن نمونه
به آن اضافه گردید تا مخلوط نهایی به شکل یکنواخت 

منتقل میلی لیتر 5/1 درآید. در ادامه محلول به تیوپ 
درجه سانتی  65دقیقه در بنماري  60گردید و به مدت 

ها، در دماي قرار گرفت. بعد از سرد شدن نمونه گراد
ایزوآمیل  -محلول کلروفرم میکرولیتر 600اتاق به آنها 

دقیقه به  5ها به مدت ) اضافه کرده و تیوپ24:1آلکل (
دقیقه با  15ها به مدت آرامی به هم زده شدند. نمونه

g16000 5/1 سانتریفیوژ گردید و محلول رویی به تیوپ 
 140 جدید منتقل شد. در ادامه مقدار میلی لیتري

پنج  کلرید سدیممیکرولیتر 280و % 10 تبسی میکرولیتر
مولار به تیوپ اضافه کرده و با تکان دادن به طور 
یکنواخت مخلوط شد. سپس هم حجم محلول رویی 

ها را چند بار سرو ته ایزوپروپانول سرد اضافه شد و تیوپ
رجه سانتی گراد د -20کرده سپس به مدت یک شب در 

به مدت  g16000قرار گرفت. سپس سانتریفیوژ با دور 
شد.  ریختهدقیقه انجام گردید و محلول رویی دور  10

 30شده در  % سرد شسته70بار با اتانل  2حاصل  2پالت
حل شده و در نهایت با اضافه  3بافر تی اي میکرو لیتر

 37ساعت در  2به مدت  RNase میکرولیترکردن یک 
  ه سانتی گراد قرار داده شد.درج

  تهیه منحنی استاندارد
قارچ ورتیسلیوم خالص شده  DNAهاي سري رقت

سانگ و  بر اساس روش(پی دي بی  از محیط کشت مایع
/. 001/.، 01/.، 1، 1، 10هاي ) با غلظت2002 ،4همکاران

میکرولیتر در هر واکنش) آماده شدند و در  4(به مقدار 
Real-time PCR ترسیم منحنی استاندارد مورد  براي

                                                             
1- Sodium Dodecyle Sulfate (SDS) 
2- Pellet 
3- (TE) Tris-EDTA 
4- Song et al 

به  تکثیر شرایط بهتر براي شبیه سازياستفاده قرار گرفتند. 
قارچ ،  رقیق شده   DNAهاي مختلف از نمونهاین غلطت

 در )آلوده نشدهشاهد ( زیتون  DNAنانوگرم از 80مقدار
تا هر گونه تغییر پذیري  اضافه شد هر نمونه به رقت سري

 گیاه نیز بررسی شود DNAجود هاي داخلی با وفرآیند
. آزمایش با استفاده  )2003 ،بلانکو و همکاران-مرکادو(

گانه، اجرا گردید. هر  5هاي رقیق سازي شده از سري
هاي مجهول و شاهد نیز مورد آزمایش قرار کدام از نمونه

گرفتند. آزمایش براي نمونه ورتیسلیوم خالص به عنوان 
اي حاصل از آزمایش هکنترل مثبت تکرار شد. داده

همزمان با توجه به نوع روش مورد استفاده براي کمیت 
 Rotor-Geneنرم افزار 1/6سنجی، با استفاده از نسخه 

Real-time Analysis Software  مورد تجزیه
  قرار گرفت.

  Real-time PCR هايواکنش انجام
در این  Real-time PCRهاي براي انجام واکنش 

ساخت  6000مدل  -Gene  Rotorمطالعه از دستگاه
همچنین براي استفاده شد.   Corbet Researchشرکت 

از روش  V.dahliaeتعیین رقم مقاوم زیتون به قارچ 
 SYBERترسیم نمودار استاندارد با استفاده از سیستم 

Green I Dye  ازگرهاي مورد غاستفاده گردید. توالی آ
و  مرکادوبلانکو روش با استفاده از استفاده در این سیستم،

 آورده شده است. 1در جدول شماره  )2003(همکاران

به  برگریز و غیر برگریزهاي در جدایه آغازگراین دو 
 .Vجفت باز از ژنوم  523و  539اي به طول ترتیب قطعه

dahliae اگرچه استفاده از قطعات  د.نکنرا تکثیر می
حال کوچکتر باعث افزایش کارایی واکنش می شود با این 

ها در مطالعات قبلی آغازگرقبلاً کارایی این اینکه به دلیل 
به اثبات رسیده بود و  ) 2003( و همکاران مرکادوبلانکو

اختصاصی دیگري با  آغازگرهمچنین در بررسی منابع، 
جدید از  آغازگرپیدا نشد و طراحی  اندازه باند کوچکتر

   گردید.هاي فوق استفاده آغازگراهداف این تحقیق نبود از 
: Ias22r/Ias22f از آغازگر دو آغازگر علاوه بر این

(GA)6(GT)5GACCT(GA)5  که یک نشانگر اس
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باشد به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. این می 1اس آر
جفت باز از ژنوم زیتون را  130اي  به طول آغازگر قطعه

آغازگرهاي فوق  .)2000 ،2و همکارانرالو ( نمایدتکثیر می
فرانسه سفارش و در آنجا سنتز گردید.  3متابیون کت به شر

 مولار  20یک واکنش مقدار مواد استفاده شده نیز براي 

Real-time PCR ) آب مقطر دیونیزه، میکرولیتر 5شامل 
آغازگر  میکرولیتر/. 5 ،4مستقیمآغازگر  میکرولیتر/. 5

میکرولیتر  10و   DNAنمونه میکرولیتر  4، 5معکوس
براي تسریع در کار از یک  .) بود6سایبر مخلوط آماده

جهت انجام واکنش به نام  (کیت) مخلوط آماده
)x2(TMSYBR Premix Ex Taq  ساخت شرکت

 3براي هر تیمار در این واکنش  .ژاپن استفاده گردید 7تاکارا
  تکرار تیوب واکنش در نظر گرفته شد.

از طریق  محصولات Real-time PCRدر واکنش  
تا اطمینان حاصل شود  دندآنالیز منحنی ذوب ارزیابی ش

که نتایج به دست آمده مربوط به محصول مورد انتظار 
 است و ناشی از تشکیل محصولات غیر اختصاصی یا

دیمر نیست و حتی  براي بررسی بیشتر بعد  آغازگرهاي
توسط تکنیک  از اتمام فرآیند تکثیر، محصول ایجاد شده

رز از نظر وجود و یا عدم وجود باندهاي غیر الکتروفو
. در این مطالعه از آنالیز منحنی شدنداختصاصی ارزیابی 

ذوب و تکنیک الکتروفورز براي تأیید محصول مورد 
دماي متوسط ذوب محصول مورد  انتظار استفاده شد.

درجه سانتی  90انتظار براي تکثیر ورتیسلیوم در حدود 
تأیید کرد که هیچ گونه ذوب منحنی بود. آنالیز  گراد

است و شرایط  جاد نشدهیمحصول غیر اختصاصی ا
 است.  آزمایش براي تکثیر مطلوب بوده

  نتایج و بحث
  شده يجدا ساز یمشخصات گونه قارچ

                                                             
1 (SSR) Simple sequence repeat 
2 Rallo et al 
3 Metabion 
4 Forward(f) 
5 Reverse(R) 
6 TM  SYBR Premix Ex Taq 
7 TAKARA 

در  شکلاز نظر رنگ و زاپک  یطپرگنه قارچ در مح
کرم  ید،مراحل مختلف رشد متفاوت بود. رنگ آن ابتدا سف

 .گردیدرنگ  یاهس هاسختینه ریز یلتشک یلبه دل یتو در نها
 یلکشت تشک یطدر مح یبه فراوان قارچ يبرهایديکن

قائم منشعب  یهبا زاوو رنگ بوده  یافراشته و ب آنها. شدندمی
- 5/2 يهابه اندازه یالیدسه ف واجد برکنیدي هرند. دشیم
 يرو ونقطه آن خارج  یکبود که از  یکرومترم 16- 35×1

- 7×8/2 - 9/4  ابعادبه  قارچ يهایديکن .شد یلآنها تشک
در دستجات  یاطور منفرد بودند که به یکرومترم 2/4

 مدند.آیبه وجود م یدیوفورهاکن يکوچک در انتها
 نوعانامنظم، شفاف و  يااستوانه یباًتا تقر یضويها بیديکن

 ايبا رنگدانه قهوه يهایسلیوم. مبودند اي حجره تک
کشت  یطها در محیزسختینهر تصال بهدر محل امنحصراً 

و قطر یر ها در شکل و اندازه متغیزسختینه. رشدند مشاهده
  .بود متفاوت یکرومترم 50تا  15آنها از 

  توسعه علایم بیماري در ارقام زیتون
در رقم کرونایکی توسعه علایم به طور معنی داري 
از ارقام دیگر کمتر بود و در روزهاي آخر این علایم 

از طرفی شدت آن نیز در طول دوره  .عه نیافتتوس
د. اولین علایم براي رقم کرونایکی و شزمانی کمتر 

آبلونکا دیرتر از دو رقم دیگر اتفاق افتاد. در رقم 
آبلونکا توسعه علایم شدت بیشتري نسبت به رقم 

ها خشک شدن کرونایکی داشت و در برخی از قلمه
توسعه علایم در دو برگها و ریزش آنها نیز مشاهده شد. 

رقم آربیکن و زرد علاوه بر اینکه در زمان زودتري بعد 
از تلقیح اتفاق افتاد، از شدت بیشتري نسبت به دو رقم 
قبلی نیز برخوردار بود و تا آخرین روز نمونه برداري 

  نیز ادامه یافت.
  از قارچ ورتیسلیوم DNAستخراج ا

و  Real-time PCRهاي براي انجام واکنش
ژنومی  DNAمنحنی استاندارد داشتن  رسم

شده محاسبه  DNAکمیت ورتیسلیوم ضروري است. 
نانوگرم بر میکرولیتر متفاوت بود که  310- 125بین 

 زنجیره اي پلی مرازکمیت مناسبی براي انجام واکنش 
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محسوب می شود.  Real–time PCR معمولی و نیز
ي با استفاده هاي بعدبراي استفاده البته مقادیر فوق متعاقباً

 DNA ی. بررسیداز آب مقطر دوبار تقطیر رقیق گرد
 که دادنشان  یزژل آگارز ن يها در رو یهجدا یژنوم

DNA یفیتاز ک یقارچ يها یهشده از جدا يجدا ساز 
  ).1(شکل بود برخوردار  یمطلوب

  

و  Real-time PCRهاي بررسی نتایج واکنش
  ارزیابی منحنی استاندارد

رد با استفاده از ایجاد یک سري رقت از نمودار استاندا
نیز به عنوان  ورتیسلیوم DNA از .نمونه استاندارد رسم شد

ارزیابی  .استفاده شدکنترل مثبت در رسم منحنی استاندارد 
شود. اگر سنحیده میR 2نمودار استاندارد بر اساس مقدار 

گزارش 2R% باشد قابل قبول است. میزان95این مقدار بالاي 
هاي راي نمودار استاندارد تهیه شده از سري رقتشده ب

/. بود که نشانگر بالا بودن 99ورتیسلیوم در این مطالعه برابر 
سطح دقت واکنش بر اساس نمودار استاندارد است. 

  
  

 Rael-Time PCR واکنش در استفاده مورد هاي آغازگر توالی - 1 جدول

 یاسام
  آغازگر

  آغازگر یتوال

DB19  5′- CGGTGACATAATACTGAGAG-3′   
  

DB22  5′-GACGATGCGGATTGAACGAA-3′  

  
% پس از رنگ آمیزي با 1ژنومی استخراج شده از ورتیسلیوم رشد یافته روي محیط کشت  بر روي آگارز  DNA-1شکل

مارکر مولکولی. Mاتیدیوم بروماید. 
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 = Ct1نمودار استاندارد با معادله (سیکل آستانه) 2در شکل 

-2.984 Log[DNA] +24.728 .آورده شده است  
در  یسلیومورت DNAمجهول  يهاغلظت ینتخم

با قرار  یکتکن ینآلوده توسط ا هاي نهال یشهر يهانمونه
مجهول در  يهابه دست آمده از نمونهسیکل آستانه  دادن

 بلانکو-طبق روش مرکادونمودار استاندارد  یمعادله خط
 .Vغلظت  و سیکل آستانه. مقدار شد حاصل )2003(

dahliae   قارچDNA ناشناخته با در نظر  يهادر نمونه
با  2بعد از آلوده سازي در جدول   یگرفتن دوره زمان

 یسنج یتکم ه منظورب .محاسبه گردیدروش  یناستفاده از ا
 DNA هايدر بازه یتونآلوده ز ينهالها یشهدر ر قارچ 

 استخراح شده ازDNA هايتمام نمونه ،متفاوت یزمان
   .رسانده شدنانوگرم  100غلظت ریشه گیاه به 

 يبرا DB19/DB22از آغازگر  منظور ینا يبرا
 Ias22f/Ias22rقارچ و از آغازگر DNA یسنج یتکم

 یسنج یتکم اي پلیمراز برايزنجیره هايواکنش در 
DNA منحنی تکثیر  3درشکل  .است یدهاستفاده گرد یاهگ

ین مطالعه دماي است. در ا سیستم آورده شدهاین در 
 DNAمتوسط ذوب محصول مورد انتظار براي تکثیر 

این دما بود.  درجه سانتی گراد 90ورتیسلیوم در حدود 
آورد و تولیدات غیر احتمال تکثیرغیراختصاصی را پایین می

شوند و فلئورسنت انتشار یافته فقط اختصاصی تخریب می
نشان قطعه تکثیر شده هدف متصل شده به سایبرگرین را 

داده و اجازه کمیت سنجی قطعه تکثیر شده با جفت 
دهد.  بررسی منحنی را می  DB19/DB22آغازگرهاي

- ذوب نشان داد که هیچ تکثیر غیر اختصاصی یا دایمر
براي اطمینان بیشتر و  ).4پرایمر انجام نشده است (شکل 

 Real-timeتکثیر در واکنش  تایید نتایج حاصل از
PCR ه در روي ژل آگارز بارگذاري محصولات حاصل

 Real-timeشد. نتایج حاصل از الکتروفورز محصولات 

                                                             
1 - Cycle threshold 

PCR  به  برگریزنشان داد که یک قطعه اختصاصی جدایه
). این 5در واکنش تکثیر شده است (شکل  bp 539اندازه 

نتایج نشان دادکه هیچ گونه محصول غیراختصاصی تولید 
  ب بوده است. نشده و شرایط آزمایش براي تکثیر مطلو

 Real-timeکمیت سنجی حاصل ازبررسی نتایج 
PCR براي تعیین حساسیت یا مقاومت ارقام 

    V.dahliae مختلف به 
در تحقیق حاضر، واکنش چهار رقم زیتون (آبلونکا، 

) نسبت به بیماري ایجاد شده کرونایکیربیکن، زرد و آ
با کمیت سنجی   V. dahliaeگونه  برگریز جدایه توسط

در یک دوره زمانی بعد از آلوده  بیمارگر DNAقدار م
ارزیابی  Real-time PCRسازي با استفاده از تکنیک 

با  Real-time PCRهاي نتایج کمیت سنجیشده است. 
کل ریشه آلوده در چهار رقم  DNAهاي استفاده از نمونه

نشان داده شده است. بیشترین مقدار  6شکل متفاوت در 
DNA  میزان)DNA :9/1در در رقم کرونایکینانوگرم ( 

روز بعد از آلوده سازي اتفاق افتاده است و این  27زمان  در
  .ه استهفته زودتر از مشاهده علایم در گیاه بود 2مقدار 
  

  

  

  

  

 یبضر و 2R= /.99استاندارد با  یمنحن- 2شکل
 یتملگار ی. محور افق 16/1) برابر Efficiency(ییکارآ

  باشد. یآستانه م یکلس يعمود و محور DNAغلظت 

  

  

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


68 

 ...در ریشه Verticillium dahliae  خان محمدي و همکاران: کمیت سنجی قارچ

کل استخراج شده از ریشه نهالهاي تلقیح شده ارقام زیتون  DNAنانو گرم از  100در  V. dahliae قارچ   DNA غلظت -2جدول
  در فواصل زمانی مختلف بعد از تلقیح

 DNA  غلظت
V.dahliae(ng)  

/ نانوگرم100  کل 
DNA گیاه   

 
 سیکل آستانه
 

رقم و زمان نمونه 
يبردار  

 پس از تلقیح

 DNA غلظت
V.dahliae(ng)  

/ نانوگرم100  کل 
DNA گیاه   

 
 سیکل آستانه
 
 

 رقم و زمان نمونه برداري
 پس از تلقیح

007./ /.01 آبلونکا صفر 31   57/30  زرد صفر 
30./  25/26 2آبلونکا زمان   4./  90/25 2زرد  زمان    
91./  85/24 7آبلونکا زمان   31/3  16/23 7زرد زمان   
65/1  05/24 15آبلونکا زمان   16/3  21/23 15زرد زمان    
29/2  65/23 27آبلونکا زمان    09/3  26/23 27زرد زمان    
18/2  70/23 41آبلونکا زمان    63/3  04/23 41زرد زمان   
94/1  85/23 56آبلونکا زمان    23/3  19/23 56زرد زمان   
58/1  11/24 77آبلونکا زمان    88/2  34/23 77زرد زمان    

008./  88/30 /.005 آربیکن صفر   56/31 فرصکی یکرونا   
19./  89/26 2زمان  آربیکن   6./  40/25 2کی زمان یکرونا   

06/1  64/24 7آربیکن زمان    89./  88/24 7کی زمان یکرونا   

75/2  88/30 15آربیکن زمان   38/1  31/24 15کی یکرونا   

39/2  89/26 27آربیکن زمان    90/1  89/23 27کی یکرونا   

18/2  64/24 41ربیکن زمان آ   65/1  06/24 41کی یکرونا   

51/2  53/23 56آربیکن زمان    47/1  22/24 56کی یکرونا   

94/1  85/23 77آربیکن زمان    79./  04/25 77کی یکرونا   

  
 

  
  

، محور افقی سایبرگرین  در سیستمRotor Gene 6000 هاي آلوده شده زیتون، توسط دستگاه منحنی تکثیر براي ریشه -3شکل 
  . دتعداد سیکل و محور عمودي میزان فلئورسنت قرائت شده توسط دستگاه می باش
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انتشار نور 
 فلئورسانت

  
  
  

                                                       

  
  

  دماي ذوب به درجه سانتی گراد                                                      

 یشهاستخراج شده از ر V. dahliaeقارچ  DNA يهانمونهقطعات تکثیري در مرحله کمیت سنجی ذوب  يدما یمنحن- 4شکل
  . DB19/DB22استفاده از آغازگر  باشده  یحتلق يانهاله

  
ژل آگارز. سمت چپ: مارکر اندازه، نمونه  يدررو Real – Time PCR  واکنششده در یرالکتروفورز محصولات تکث- 5شکل
روز بعد  7و  2،0هاي ریشه آلوده رقم آبلونکا در زمان از شده استخراج DNA : مربوط به 6و  5،4 ينمونه ها ،:شاهد 3و  2،1هاي 

باشد. روز بعد از آلوده سازي می 27و  41،15هاي ریشه آلوده رقم زرد در زمان DNA: مربوط به  9و  8،7هاي نمونه و تلقیحاز 
  روز بعد از آلوده سازي در رقم کروناکی است. 56به زمان  طمربو 11آب است و نمونه  10نمونه 

  
  

 DNA: 29/2(میزان  DNAدر رقم آبلونکا مقدار 
روز بعد از آلوده سازي اتفاق افتاده  27) در زمان نانوگرم

روز زودتر از مشاهده علایم  DNA  ،10است و این مقدار 
 DNAدر گیاه بوده است. در مورد  رقم آبیکن مقدار 

روز بعد از آلوده  15) در زمان نانوگرم DNA: 75/2(میزان 
رین مقدار دهد بیشتسازي اتفاق افتاده است و این نشان می

DNA 13  روز زودتر از مشاهده علایم در گیاه روي داده
روز بعد  56تا زمان  DNAاست. البته این بالا بودن مقدار 

در نهایت  کند.از آلوده سازي از روند تقریباً ثابتی پیروي می
در  )63/3 نانوگرم :DNA(میزان  DNAبیشترین مقدار 

سازي اتفاق افتاده روز بعد از آلوده  41رقم زرد در زمان 
  است. 

در زمان هفت روز بعد از آلوده  DNAمقدار بالایی از 
سازي یعنی یک هفته قبل از مشاهده اولین علایم وجود 

ذکر شده  DNAکه این مقدار از بیشترین مقدار  شتدا
نتایج به دست آمده  .بود افزون تربراي هر سه رقم دیگر نیز 
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بازه زمان طولانی از در یک  DNAدهد که مقدار نشان می
بر  روز بعد از آلوده سازي به بعد، بالا بوده است. 7 زمان

-Realاساس نتایج به دست آمده از کمیت سنجی واکنش

time PCR روز پس از  77ها تا از آغاز آلوده سازي نهال
بیشتر از سایر ارقام حساسیت رقم زرد توان گفت که آن می

یت رقم آبلونکا نسبت به آربیکن و در نها رقمبوده و سپس 
نسبت به سه اند و رقم کرونایکی این قارچ حساسیت نشان داده

مرنو - (مارتوساساس مطالعات قبلی  بر .بودتر مقاومرقم دیگر 
رقم نیز  )2009 ،2؛ مارکاکیس و همکاران2006 ،1و همکاران

بیماري ارزیابی شده است. این کرونایکی رقم نسبتاً مقاوم به 
لعه نیز نشان داده شده است که رقم کرونایکی در این مطا

در روي ریشه  بیمارگرمحدودیت بیشتري براي استقرار 
ور نیز انجام ایجاد کرده است. در مطالعه اي که در داخل کش

جزء ارقام مقاوم گروه بندي شده  کرونایکیشده است، رقم 
). بنابراین نتایج تحقیق با 1389عطار و همکاران،  ( است

هاي معمول با روش Real-time PCR ه از روشاستفاد
   ارزیابی مقاومت همپوشانی مناسبی داشته است. 

همچنین نشان  کرونایکیبررسی توسعه بیماري در رقم 
دادکه در رقم مذکور علایم بیماري با شدت کمتري بروز 

برگریز پیدا می کند و احتمالا آلودگی رقم مذکور با جدایه 
توسعه نتایج د شد. همچنین منجر به مرگ آن نخواه

گزارشات  باپژمردگی ورتیسلیوم در ارقام آربیکن و آبلونکا 
-لوپز ؛2003 ،2002 ،و همکاران بلانکو-(مرکادو قبلی

  مطابقت دارد. )2004 ،اسکودرو و همکاران
نتایج مطالعه اخیر نشان داد که رقم آربیکن حساس به 

م شده در اسپانیا بیماري است. این نتایج با مطالعات انجااین 
تا حدودي مطابقت دارد. در تحقیق انجام گرفته در این 

آربیکن  )2005 ،3لوپز-و بلانکو اسکودرو-(لوپز کشور
شدیداً حساس و آبلونکا به طور متوسط حساس به جدایه 

                                                             
1- Martos-Moreno et al. 
2- Markakis et al. 
3   - Lopez-Escudero & Blanco-Lopez 

گزارش شده است. رقم آربیکن که  V. dahliae برگریز
یا ترین کولتیوارهاي کشت شده در جنوب اسپان از مهم

 .Vمحسوب می شود با سرعت بیشتري توسط قارچ 

dahliae می شود و علایم برگ ریزي در آن  یزهکلون
  ).2008 (رودریگواز و همکاران، شدید است

نکته قابل توجه در مورد حساسیت ارقام مورد مطالعه، به 
-بیماري مربوط می این حساسیت شدید رقم ایرانی زرد به

روز بعد از آلوده سازي  41 و 7شود. در رقم زرد در زمان 
). در 6شکل ( قارچ مشاهده گردید DNAبیشترین مقدار 

(در مقایسه با ارقام دیگر)  این رقم قارچ با سرعت بیشتري
این  نماید. یزههاي تلقیح شده را کلونتوانست ریشه نهال

 هایی که در استان گلستان انجام گرفته استنتایج با بررسی

) مطابقت دارد. در تحقیق فوق 1389(عطار و همکاران، 
ارقام زرد، میشن و کنسروالیا بیشترین نشانه بیماري را در 

هاي برگریز و غیر برگریز نشان دادند و با بروز مقابل جدایه
واکنش مشابهی را در برابر  ،علایمی مانند پژمردگی شدید

هر دو جدایه از خود نشان دادند. در حالی که ارقام دیگري 
هاي تر بودند، واکنش متفاوتی نسبت به جدایهمکه مقاو

   برگریز و غیر برگریز از خود نشان دادند.
(تلقیح  نتایج بررسی مقاومت ارقام با استفاده از روش سنتی

نهالها و بررسی شدت بروز علایم در آنها) با نتایج حاصل 
قارچ در سیستم ریشه گیاه میزبان  DNA ازکمیت سنجی 
، با وجود اجرا  Real-time PCRنیک با استفاده از تک

( استان گلستان و استان زنجان) داراي  در دو استان متفاوت
به این ترتیب، شاید  مطابقت هاي قابل توجهی می باشد.

این تحقیق در آینده  بتوان به کمک تکنیک به کار رفته در
هاي زیتون براي  نسبت به غربالگري ارقام و ژنوتیپ
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در ریشه چهار رقم زرد، کرونایکی، آبلونکا و آربیکن در  برگریزورتیسلیوم پاتوتیپ  DNAصل از کمیت سنجی نتایج حا-6شکل 

  فواصل زمانی مشخص بعد از فرآیند آلوده سازي

  
قارچ ورتیسلیوم در سطح وسیع اقدام نمود. بی مقاومت به 

شک به دلیل وجود منابع غنی ژنتیکی در منطقه طارم و نیز 
رین ژرم پلاسم زیتون خاورمیانه در ایستگاه وجود بزرگت

گري تحقیقات زیتون طارم، بهینه سازي روش غربال
تواند نقش مهمی در ملکولی ارقام و ژنوتیپ هاي زیتون می

شناسایی منابع مقاومت به بیماري و به کار گیري آنها در 
   کولتیوارهاي تجاري ایفاء نماید.

  
  
  

 گزاريسپاس
وهش در آزمایشگاه بیولوژي مراحل مختلف این پژ

مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان زنجان و 
 که  گلخانه ایستگاه تحقیقات زیتون طارم به انجام رسیده

مسئولین محترم  از دانند می لازم خود بر نگارندگان
تحقیقات بخش  زیتون طارم و تحقیقات ایستگاه

 هاياريهمک خاطر تحقیقات زنجان به گیاهپزشکی مرکز

  قدردانی نمایند. تحقیق تمام مراحل در دریغ بی
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