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  دهچكي

در اين تحقيـق بـر اسـاس    . عامل پژمردگي ورتيسيليومي زيتون در استان گلستان است Verticillium dahliae Klebahnقارچ 

العمـل گياهچـه پنبـه رقـم ورامـين و آزمـون بيمـاريزايي در         ها، عكـس  اختلاف دماي بهينه، ابعاد ميكرواسكلروت: صفات مختلف

نتايج حاصـل نشـان داد   . در زيتون تعيين گرديد V. dahliaeبرگريز و غيربرگريز قارچ  هاي سرشاخه زيتون رقم زرد روغني، جدايه

هـا در   ابعاد ميكرواسكلروت. تري نسبت به نژاد غيربرگريز توليد كرد هاي كشيده ، ميكرواسكلروت  آگار-كه نژاد برگريز در محيط آب

درجـه سـانتيگراد    23و در نـژاد غيربرگريـز    27ينه در نژاد برگريـز  دماي به. هاي پنبه بزرگتر بود هاي زيتون نسبت به جدايه جدايه

ي رقم ورامين پژمردگـي شـديدي را ايجـاد نمـود درحاليكـه نـژاد غيربرگريـز حالـت كلـروز و           نژاد برگريز در گياهچه. ارزيابي شد

شـدن و ريـزش    برگريـز سـبب لولـه   در آزمون بيماريزايي در سرشاخه زيتون رقم زرد روغني نژاد . پژمردگي متوسطي را ايجاد كرد

  .ها شد اما نژاد غيربرگريز اين عارضه را توليد نكرد برگ

  

  Verticillium dahliaeبرگريز، زيتون، غيربرگريز، : واژه هاي كليدي

  

  
     1 مقدمه

از  1946اولــين بــار در ســال  پژمردگــي ورتيســيليومي زيتــون
ــا گــزارش شــد  ــن بيمــاري يكــي از مهــم ). 12(ايتالي ــر اي ين ت

هـاي زيتـون در سـطح دنياسـت و در حـال حاضـر در        بيماري
كشــورهاي تركيــه، ســوريه، فلســطين، اســپانيا، ايتاليــا، يونــان، 

). 19(الجزاير و آمريكا خسارات فراواني را ايجاد كرده است

                                                
بخـش   -كارشناس ارشد بيماري شناسي گياهي، دانشـيار گـروه گياهپزشـكي    .1

دانشـگاه علـوم كشـاورزي و منـابع طبيعـي      تحقيقات آفات و بيماري هاي گيـاهي 

  ، مربي مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي استان گلستان گرگان

 Email: karma-ra@yahoo.comنويسنده مسئول  .*

ــال    ــدا در س ــاري ابت ــن بيم ــدا  1372اي ــط حم زاده در ... توس
ــاد گرگــان مشــاهده و در س ــ ال ايســتگاه تحقيقــات هاشــم آب

در درختان زيتـون اسـتان   ) 3(، توسط رهنما و همكاران1377
اين بيماري سپس از ديگـر نقـاط ايـران    . گلستان شناسايي شد

مانند مازنـدران،گيلان، ايـوانكي در اسـتان سـمنان، مغـان در      
استان اردبيل، سيسـتان و بلوچسـتان، بـم، اصـطهبان، مريـوان،      

). 1(بويراحمـــــد گـــــزارش شـــــد و زنجـــــان، كهگيلويـــــه
هـاي   نشـان دادنـد، جدايـه   ) 13(ليگوكسيگاكيس و همكـاران 

در زيتون از لحاظ شـدت بيمـاريزايي بـا يكـديگر      ورتيسيليوم
هـاي زيتـون را    جدايه بيان نمودند)6(ابوقمر و الرداد. متفاوتند
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برگ كـردن گيـاه بـه دو     توان بر اساس توانايي آنها در بي مي
ي ايجـاد شـده   آلـودگ . دسته برگريز و غيربرگريز تقسيم كرد

تواند بـراي گيـاه كشـنده باشـد،      برگريز ميهاي  توسط جدايه
غيربرگريــز علائــم هــاي  امــا آلــودگي ايجــاد شــده بــا جدايــه

ــف ــاد مــي   خفي ــري را ايج ــد ت ــوپز  . كن ــزارش ل ــابق گ -مط
هاي برگريز شدت علائم بيشتري نسبت  جدايه) 15(اسكودرو
ا سبب هاي غيربرگريز داشته و مرگ زودرس گياه ر به جدايه

 13مـرگ گياهـان را در   % 70-100جدايه برگريـز  . شوند مي
رقمي كه تحت مايه كوبي قرار گرفته بودند سـبب   23رقم از 

ــا در    ــز تنه ــه غيربرگري ــه جداي ــد، درحاليك ــم زوال و  7ش رق
علائم بيماري هميشـه در پاتوتيـپ   . خشكيدگي را ايجاد نمود

و و اســكيودر-همچنــين لــوپز. برگريــز، شــديدتر بــوده اســت
در مايـه كـوبي مصـنوعي درختـان      همكاران گزارش كردنـد 

ــه ــا جداي ــم   زيتــون ب هــاي غيربرگريــز حالــت كلــروز از علائ
عمــومي و رايــج بــوده اســت؛ درحاليكــه در گياهــاني كــه بــا 

تـر   هاي برگريز مايه كوبي شـده بودنـد در ارقـام مقـاوم     جدايه
ز هفته پـس ا  3-4كلروز و در ساير ارقام، حالت برگريزي از 

. مايه كوبي و بدون بروز حالت كلـروز، مشـاهده شـده اسـت    
همچنين پژمردگي ناگهاني مشخص همراه با پيچش و كلروز 

هـاي برگريـز و غيربرگريـز     ها، در گياهاني كه با جدايـه  برگ
آنهـا مشـاهده نمودنـد    . بودند ديده شده است  مايه كوبي شده

  .اند دهها متصل باقي مان ها نكروز شده و به شاخه كه برگ
ــط      ــيليوم توسـ ــارچ ورتيسـ ــز قـ ــز و غيربرگريـ ــژاد برگريـ نـ

زاده از مــزارع پنبــه شــمال ايــران در اســتان گلســتان  ...حمــدا
ــت   ــزارش شــده اس ــه ). 2(گ ــي جداي ــاي  بررس برگريــز و ه

ــتان      ــون در اس ــان زيت ــيليوم از ميزب ــارچ ورتيس ــز ق غيربرگري
وليكن مطالعات ) 5(بوده  گلستان به صورت خلاصه گزارش

ــه نشــده اســت كامــل آ در خصــوص مقايســه . ن تــاكنون ارائ
هاي برگريز و غيربرگريز در پنبه و زيتون نيز اطلاعاتي  جدايه

هـاي   نشان دادند جدايه) 22(تسرور و همكاران. موجود نيست
پنبه قادر به ايجاد پژمردگي در زيتون و بالعكس در گياه پنبـه  

ارچ از هاي برگريـز و غيربرگريـز ق ـ   همچنين جدايه. باشند مي
پنبه در روي ارقام مختلف زيتون بيماريزايي مختلفي را نشـان  

ــد ــق بررســي. دادن ــان ) 4(هــاي صــانعي و همكــاران  طب در مي
هـــاي ورتيســـيليوم زيتـــون در ايـــران اختلافـــات      جدايـــه
. هاي بيماريزايي متفاوتي وجـود دارد  شناسي و ويژگي ريخت

رعت ي سـانتيگراد س ـ  درجـه  25و  20هـا در دمـاي    اين جدايه
ولـــيكن لازم اســـت بـــا توجـــه بـــه . رشـــد متفـــاوتي دارنـــد

زيتــون هــاي  حضــوربيماري پژمردگــي ورتيســيليومي در بــاغ 
ــه   ــيات جداي ــتان، خصوص ــتان گلس ــردد و    اس ــي گ ــا بررس ه

هـاي زيتـون و پنبـه     بيماريزايي آنها در روي هر يك از ميزبان
هدف از اين مطالعـه بررسـي خصـو    . مورد ارزيابي قرار گيرد

فولوژيــك و بيمــاريزايي جدايــه هــاي برگريــز     صــيات مر
V.dahila   ــا همــين خصوصــيات روي زيتــون و مقايســه آن ب

  . روي پنبه بوده است
        

  مواد و روش ها

  هاي زيتون برداري از باغ نمونه

بـاغ زيتـون در    14از  83هاي ارديبهشت تا شهريور در طي ماه
ــه     ــون مشــكوك ب ــان زيت ــد و از درخت ــان بازدي ــه گرگ منطق

 6از هـر درخـت،   . بـرداري شـد   ي ورتيسيليومي نمونهپژمردگ
هـاي پـايين،    قطعه شاخه آلوده به صورت تصـادفي از قسـمت  

گـذاري   ها علامت سپس نمونه. وسط و بالاي درخت جدا شد
  .شده و به آزمايشگاه منتقل شدند

  

  برداري از پنبه نمونه

ــه در      ــت پنب ــاتي كش ــه تحقيق ــد از مزرع ــه بازدي در دو مرحل
ي داراي علائـم ريـزش    هـاي پنبـه   از بوتـه  ،اركنـده ي ك منطقه

بـرداري   هايي با علائم خفيف، نمونـه  و بوته برگ و پژمردگي
هـاي بيمـار    هـاي پنبـه از بافـت سـاقة بوتـه      جدايه. به عمل آمد

  .جداسازي گرديد
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  جداسازي از بافت ساقه زيتون

جهت جداسازي قارچ عامل بيماري از دو روش ذيل استفاده 
  :گرديد

  

  وش اول ر

در ) ميليمتـر  6-10بـا قطـر حـدود    (سـانتيمتر از سـاقه   8حدود 
فـرو  %) 5وايـتكس  (درصـد   5/0 ١محلول هيپوكلريـت سـديم  

ميليمتـر   3دقيقه پوست ساقه گرفتـه شـد و    2-3برده و پس از 
سـپس بـا كمـك قيچـي باغبـاني      . از هر انتهـا حـذف گرديـد   
روي  ميليمتري تقسـيم و قطعـات   4-5استريل ساقه به قطعات 

 10كاغـــذ صـــافي واتمـــن مرطـــوب درون ظـــروف پتـــري  
روز قطعـات   4-10پس از گذشـت  . سانتيمتري قرار داده شد
هاي نرم و روشـن در حـال رويـش     ساقه از لحاظ داشتن ريسه
هـاي رشـد يافتـه بـه ظـروف       ريسـه . از آوندها بررسـي شـدند  

داراي  ٢آگـار -داكـس -كشت حـاوي محـيط غـذايي زاپـك    
 .انتقال داده شدند ٣استرپتومايسين ام سولفات پي پي 100
  

  روش دوم

درصـد   96 ٤در اين روش جهت ضدعفوني سطحي از اتـانول 
 5اي از سـاقه بـه طـول     بـه ايـن منظـور قطعـه    . استفاده گرديـد 

سانتيمتر را در اتانول فـرو بـرده و سـپس بـا پـنس اسـتريل در       
ســپس بــا كمــك تيــغ جراحــي . مجــاورت شــعله گرفتــه شــد

ســانتيمتر از هــر انتهــا  5/0. حــذف شــد اســتريل پوســت ســاقه
ــات   ــه قطع ــد  3-4حــذف و ســاقه ب ــري تقســيم گردي . ميليمت

حـاوي   انتخابي ورتيسـيليوم  قطعات بر روي محيط كشت نيمه
ــي 100 ــي پ ــد  ٥ام پ . ســولفات استرپتومايســين كشــت گرديدن

                                                
1. NaHClO 
2. Czapeck-Dox-Agar 
3. Streptomycin sulphate 
4. Etanol 
5. Part per milion 

درجـه سـانتيگراد و    24ها پـس از كشـت در انكوبـاتور     نمونه
  .ته نگهداري شدندشرايط تاريكي به مدت دو هف

  
  جداسازي از ساقه پنبه

به منظور جداسازي قارچ ورتيسـيليوم از سـاقه پنبـه، سـاقه بـه      
ــات  ــدت   3-4قطع ــه م ــانتيمتري تقســيم و ب ــه در  4-5س دقيق

هــا از  ســپس نمونــه. درصــد فروبــرده شــد 96محلــول اتــانول 
سانتيمتر از هر انتها حذف گرديده  5/0. محلول خارج گرديد

ميليمتـري تقسـيم و در محـيط     2-3ها به قطعات  و بقيه قسمت
ام ســـولفات  پـــي پـــي 100آگـــار حـــاوي -داكـــس-زاپـــك

  .استرپتومايسين كشت گرديد
  

  سازي شناسايي و خالص

هـاي ميكروسـكوپي مـورد     هاي رشد يافته با تهيه آمـوده  ريسه
جنس قارچ با استفاده از كليـد شناسـايي   . بررسي قرار گرفتند

جهت تشخيص گونـه از كليـد   . ي شدهاي ناقص شناساي قارچ
هـا   جدايه). 23،10(هاي ورتيسيليوم استفاده شد تشخيص گونه

  .سازي شدند با روش تك اسپوري خالص
  

  بررسي تاثير دما بر رشدقارچ

به منظور بررسي تاثير دما بر رشـد قـارچ، آزمايشـي در قالـب     
هـا روي   به اين منظور جدايه. طرح كاملا تصادفي انجام يافت

براي هر جدايـه  . آگار كشت گرديدند-داكس-ط زاپكمحي
، 23±1رشـد قـارچ در دماهـاي    . سه تكرار در نظر گرفته شد

گيـــري و  درجـــه ســـانتيگراد انـــدازه 29±1و  1±27، 1±25
هـا بـا تعيـين     روز قطـر پرگنـه   10پس از گذشـت  . مقايسه شد

  ).2(ميانگين طول دو قطر عمود بر هم اندازه گيري شد
  

  ها يكرواسكلروتبررسي ابعاد م

هاي زيتون و پنبه،  ها در جدايه طول و عرض ميكرواسكلروت
هـا بـه صـورت تصـادفي از      ميكرواسكلروت. گيري شد اندازه
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 50طــول و عــرض . مركــز تــا حاشــيه پرگنــه انتخــاب شــدند 
ــه در محــيط آب  آگــار پــس از -ميكرواســكلروت رشــد يافت

يين شـد و  هفته اندازه گيري و ميانگين ابعاد آنها تع 3گذشت 
  .مورد مقايسه قرار گرفت LSDبا استفاده از آزمون 

  

  آزمون بيماريزايي روي سرشاخه زيتون

هـاي بدسـت آمـده از پنبـه و زيتـون روي محـيط        كليه جدايه

آگـار درون ظـروف پتـري بـه مـدت      -دكستروز-زميني سيب

پـس  . رشد داده شدند درجه سانتيگراد 25يك هفته در دماي 

آب مقطــر ســي  ســي 5ه هــر پتــري از گذشــت ايــن مــدت، بــ

پـس از شناورسـازي اسـپور قـارچ در     . اضـافه گرديـد   استريل

اسـپور در   4×106آب، غلظت سوسپانسيون اسـپور بـه حـدود    

جهـت انجـام آزمـون بيمـاريزايي مطـابق      . ليتر تنظيم شـد  ميلي

  :مراحل ذيل انجام گرديد) 22(روش تسرور و لوين

هـاي جـوان    از شـاخه سـانتيمتر   20-25هايي به طـول   سرشاخه

روغنـي جـدا    هاي سـالم فاقـد علائـم رقـم زرد     ي نهال يكساله

هـا   سانتيمتري پـايين سرشـاخه   8هاي ناحيه  ابتدا برگ. گرديد

ــانول    ــپس در ات ــذف و س ــدت    96ح ــه م ــد ب ــه  5درص دقيق

بـردن در   هـا بـا فـرو    ضدعفوني سطحي گرديدند و سپس ساقه

يك سانتيمتر  محلول آب مقطر استريل، شستشو داده شدند و

. قاعــده ســاقه بــا اســتفاده از چــاقوي اســتريل حــذف گرديــد 

ها در لوله آزمايش حاوي سوسپانسيون اسـپور قـارچ    سرشاخه

ــرار داده شــدند ــرار   . ق تيمــار شــاهد در آب مقطــر اســتريل ق

هاي آزمـايش بـه اتاقـك رشـد بـا نـور دائمـي و         لوله. گرفت

ــاي  ــانتيگراد  25دم ــه س ــت  درج  ــ% 75و رطوب ــل ش . دندمنتق

بـراي هـر   . آزمايش در قالب طرح كاملا تصـادفي انجـام شـد   

جدايـه از   6در اين آزمايش . تكرار در نظر گرفته شد 4تيمار 

تيمارهـا در   .جدايه از زيتون مورد بررسي قرار گرفت 8پنبه و 

هفته پنجم پس از مايـه كـوبي، از لحـاظ ظهـور علائـم و شـدت       

) 21(دهـي  وش شـماره بيماري بازديد شدند و شدت بيمـاري بـه ر  

لولـه  = 1بـدون علائـم،   =0به ايـن صـورت كـه    . تعيين شد 0-4از 

هـا و   بـرگ % 50لوله شدن بـيش از  = 2ها،  برگ% 50شدن حدود 

هـا،   برگ% 90نكروز شدن حدود = 3نكروز شدن برخي از آنها، 

جهـت تعيـين   . هـا  ها يا ريزش بـرگ  خشك شدن كامل برگ= 4

، V.dahliaeا توسـط قـارچ   ه ـ ميزان اشغال شـدن بافـت سرشـاخه   

سـانتيمتري   6ناحيـه  (ي پـايين   قطعاتي از بافت سـاقه از سـه ناحيـه   

) سـانتيمتري  13(، بـالا )سانتيمتري 7-12(، ناحيه وسط)قاعده ساقه

هـا   نمونـه . آگار كشت گرديد-داكس-جدا و روي محيط زاپك

در شـرايط   درجـه سـانتيگراد   25به مدت يك هفته در انكوبـاتور  

ميــزان كلونيزاســيون بافــت بــه روش  . داري شــدندتــاريكي نگهــ

  .با استفاده از فرمول زير محاسبه گرديد) 8(چراب و همكاران
CI=(Nb*2 + Nm*4 + Nt*6)/ N  

CI  =١شاخص كلونيزاسيون  
Nb  =ي پايين ساقه تعداد بخشهاي آلودة قطعه  
Nm  =ي وسط ساقه تعداد بخشهاي آلودة قطعه  
Nt  =ي بالاي ساقه طعهي ق تعداد بخشهاي آلوده  
N  =تعداد كل قطعات  
  

  آزمون بيماريزايي در گياهچه پنبه

  تهيه مواد گياهي

هاي مورد نيـاز بـراي آزمـون بيمـاريزايي،      جهت تهيه گياهچه

بذر پنبه رقـم ورامـين از موسسـه تحقيقـات پنبـه كشـور تهيـه        

 5بذور پنبـه  ) 9(سپس مطابق روش دايف و همكاران. گرديد

ضد عفوني سطحي % 5/0هيپوكلريت سديم محلول  دقيقه در

ســپس در . شـده و بــا آب مقطــر اسـتريل شستشــو داده شــدند  

سـاعت در   24روي كاغذ صافي مرطوب گذاشته و به مـدت  

پـس از ايـن مـدت بـذور     . شرايط آزمايشگاه نگهداري شدند

هاي حاوي خاك استريل انتقـال يافتنـد و    جوانه زده به گلدان

  .سپس آبياري گرديدند

                                                
1. Colonization Index 
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  از زيتون و پنبه مورد استفاده در اين تحقيق V.dahliaeهاي  مشخصات جدايه )1(دولج

  محل جمع آوري  ميزبان  تاريخ جمع آوري  نام جدايه  رديف

1.   B1 28/4/1383 هاشم آباد زيتون 

2.   B4 28/4/1383  هاشم آباد زيتون 

3.  D3 28/4/1383  جاده كردكوي زيتون 

4.  D5 28/4/1383  جاده كردكوي زيتون 

5.  D7 28/4/1383  جاده كردكوي زيتون 

6.  E3 11/5/1383 جاده علي آباد زيتون 

7.  E4 11/5/1383 جاده علي آباد زيتون 

8.  F4 13/5/1383 جاده كردكوي زيتون 

9.  G1 27/7/1383 كاركنده پنبه 

10.  G2 27/7/1383  كاركنده پنبه 

11.  G3 27/7/1383  كاركنده پنبه 

12.  G4 8/8/1383 كاركنده پنبه 

13.  G5 8/8/1383  كاركنده پنبه 

14.  G6 8/8/1383  كاركنده پنبه 
  

  تهيه مايه تلقيح

و  ١دكسـتروز -زمينـي  هاي زيتون روي محيط مايع سيب جدايه
. روز كشـت داده شـدند   3-4در دماي معمولي اتاق به مـدت  

ــاي حــاوي محــيط كشــت، طبــق روش رســندل و       ارلــن ه
دور  110بـا سـرعت    ٢يكريك ساعت روي ش ـ )18(همكاران

لايـه   4از پارچـه ملمـل   هـا   كشـت . در دقيقه قـرار داده شـدند  
بـا لام گلبـول   هـا   غلظـت كنيـدي   .اتوكلاو شده گذرانده شـد 

ــا اســتفاده از آب مقطــر  ) ٣هماســيتومتر(شــمار ــين شــد و ب تعي
  .اسپور در ميلي ليتر تنظيم گرديد 5×106استريل تا حدود 

  

  مايه كوبي گياهچه ها

هـــا بـــه روش فـــرو بـــردن ريشـــه در  وبي گياهچـــهمايـــه كـــ
هــاي دو  گياهچــه  .سوسپانســيون اســپور قــارچ انجــام گرفــت 

اي از خاك خارج شده و يـك سـاعت تحـت آب روان     هفته
آزمـايش در قالـب طـرح كـاملا تصـادفي      .شـويي شـدند   ريشه

                                                
1. Potato-Dextrose-Broth 
2. Shaker 
3. Hemocitometer 

گياهچـه بـه مـدت     4سپس براي هر جدايه، تعـداد  . انجام شد
پور قــــرار داده شــــدند و دقيقــــه در سوسپانســــيون اســــ 30

. هـاي شـاهد در آب مقطـر اسـتريل فـرو بـرده شـدند        گياهچه
هـاي حـاوي خـاك اتـوكلاو شـده       ها به گلدان سپس گياهچه

منتقـل  ) 1:1:1خاكبرگ به نسبت + ماسه+ خاك لومي رسي(
درجـــه ســـانتيگراد  25و در شـــرايط آزمايشـــگاه بـــا دمـــاي 

ظاهر شـده و  پس از سه هفته، علائم بيماري . نگهداري شدند
سپس ميانگين علائـم ظـاهر   . دهي ثبت گرديد به روش شماره

مـورد مقايسـه قـرار     LSDشده در تيمارها با اسـتفاده ا آمـون   
= 1گياه سـالم و فاقـد علائـم،    =0در اين روش شماره . گرفت

زردي در = 3ريـزش لپـه،   = 2زردي و نكروز قسـمتي از لپـه،   
رگ يـا بـرگ   ريـزش ب ـ = 5برگ پژمرده يا مـرده،  = 4برگ، 

  .شديدا لوله بود
  

  شاخص كلونيزاسيون

بـرداري شـده و    هـا نمونـه   در پايان آزمـايش از سـاقه گياهچـه   
ــك ــي 100آگــار حــاوي -داكــس-روي محــيط زاپ ــي پ ام  پ
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درصــد جداســازي . استرپتومايســين كشــت گرديــد ســولفات
مجدد قارچ از بافـت بـه عنـوان شـاخص كلونيزاسـيون تعيـين       

در بـين تيمارهــا مــورد   LSDآزمــون گرديـد و بــا اسـتفاده از   
  .مقايسه قرار گرفت

CI=(N/Total) ×100 
١Cl =شاخص كلونيزاسيون  
N =تعداد قطعه آلوده  

Total =كل قطعه ها 

  

  نتيجه

بـاغ   14از درختان زيتون مشكوك به آلودگي ورتيسـيليومي  
ــه جمــع 44در منطقــه گرگــان،  ــه  8آوري شــد، و  نمون جداي

هاي پاييني و از  ها از شاخه دايهتمامي ج. سازي گرديد خالص
. ميليمتـر جداسـازي گرديدنـد    10هـايي بـا قطـر بـيش از      ساقه

هـاي زيتـون    روز پس از كشت نمونـه  5-10قارچ ورتيسيليوم 
جهــت جداســازي قــارچ از بافــت آلــودة . جداســازي گرديــد

زيتون، روش ضد عفوني سـطحي بـا اتـانول نسـبت بـه روش      
بـه  . نتيجه بهتري داشت% 5/0سديم  ضد عفوني با هيپوكلريت

جدايــه بــا  6ي زيتــون،  ي بدســت آمــده جدايــه 8طوريكــه از 
  .جدايه با هر دو روش جداسازي گرديدند 2روش نخست و 

نمونـه   12ي منطقـه كاركنـده    برداري از مـزارع پنبـه   در نمونه
ــع ــده و  جم ــالص  10آوري گردي ــه خ ــد  جداي ــازي ش در . س
ــه ــه   نمون ــاي پنب ــت ري  2ه ــس از كش ــهروز پ ــارچ   س ــاي ق ه

  .سازي گرديدند ورتيسيليوم مشاهده و خالص

  

  ها بررسي ابعاد ميكرواسكلروت

 50هــا، طــول و عــرض  جهــت تعيــين ابعــاد ميكرواســكلروت
ميكرواسكلروت از هر جدايـه پـس از گذشـت سـه هفتـه بـر       

ــري شــــد -روي محــــيط آب ــار انــــدازه گيــ ــاد . آگــ ابعــ

                                                
1. Colonozation Index 

ي پنبـه   جدايـه  6ي زيتـون و   جدايـه  8هـا در   ميكرواسكلروت
ــد  انـــدازه ــه تغييـــرات ابعـــاد   ). 2جـــدول(گيـــري شـ دامنـ

-(30 -40)-105(هــاي زيتــون  هــا در جدايــه ميكرواســكلرت
. گيـــري شـــد ميكـــرون انـــدازه) 25-(137-83)-555(×)10

 102×23هــاي زيتــون   ميــانگين طــول و عــرض در جدايــه   
 4/5آنهـا   ۱ميكرون و به طور متوسـط نسـبت طـول بـه عـرض     

بـا نسـبت طـول بـه      D5اي زيتون جدايـه  ه در ميان جدايه. بود
با نسبت طول بـه   E4 ترين و جدايه داراي كشيده 96/7عرض 
  .ها بودند داراي كوتاه ترين ميكرواسكلروت 6/2عرض 

هـاي پنبـه    هـا در جدايـه   دامنه تغييرات ابعـاد ميكرواسـكلروت  
ــود) 20-(100-30)-150(×)5/2-(30-10)-50( . ميكــرون ب

ميكـرون و   58×21هـا   يـان جدايـه  ميانگين طول و عرض در م
در ميـان  . بوده است 5/3نسبت طول به عرض به طور متوسط 

 6/7با داشتن نسبت طول به عـرض   G5پنبه، جدايه هاي  جدايه
ــيده ــه   داراي كشـ ــرين و جدايـ ــبت   G6تـ ــا نسـ داراي  9/1بـ

بـه طـور كلـي ابعـاد     . هـا بودنـد   تـرين ميكرواسـكلروت   كوتاه
هـاي   اي زيتون نسبت به جدايـه ه ها در جدايه ميكرواسكلروت
ها در  ميانگين طول ميكرواسكلروت). 2شكل(پنبه بزرگتر بود

هـاي   ميكـرون بـود در حاليكـه در جدايـه     58هاي پنبـه   جدايه
   ).1شكل(رسيد ميكرون مي 102زيتون اين اندازه به 

  

  ميزان رشد در دماهاي مختلف

ــه  ــد جداي ــاي  رش ــا در دماه  29±1و  27±1، 25±1، 23±1ه
 23در دمـاي  ). 4و3شكل(گيري شد اندازه سانتيگراد ي هدرج

داراي  E4هـاي زيتـون، جدايـه     از ميان جدايه درجه سانتيگراد
در . تـرين رشـد بودنـد    داراي پـايين  E3بالاترين رشد و جدايه 

حـداقل   G1حـداكثر و جدايـه   G6هاي پنبه جدايـه   ميان جدايه
  .رشد را از خود نشان دادند

هاي زيتون جدايـه   از ميان جدايهتيگراددرجه سان 25در دماي 
D5 بيشترين و جدايهE3  در ميـان  . كمترين رشـد را دارا بودنـد

                                                
2. L/W: (Length/ Width) 
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حـداقل   G1حـداكثر رشـد و جدايـه    G3هاي پنبه جدايه  جدايه
از  درجـه سـانتيگراد   27در دماي . رشد را از خود نشان دادند

 E3حـداكثر رشـد و جدايـه     F4هاي زيتون جدايـه   ميان جدايه
هـاي پنبـه    همچنين در ميـان جدايـه  . د را دارا بودندحداقل رش
حداقل رشد را از خـود نشـان    G1حداكثر و جدايه  G5جدايه 
درجـه سـانتيگراد كـاهش رشـد      29ها در  تمامي جدايه. دادند
  . داشتند

  

  هاي زيتون روي گياهچه پنبه بررسي بيماريزايي جدايه

  شدت بيماري و شاخص كلونيزاسيون

هـاي   سبب مرگ كامل گياهچه و جدايـه  D5و  F4هاي  جدايه
B4، D7  وD3   ــدند ــديد آن شـ ــي شـ ــبب پژمردگـ ــاير . سـ سـ

ــه ــد  B1و  E3، E4هــاي  جداي ــا حــد متوســطي بيمــاريزا بودن . ت
. داري با يكديگر داشـتند  اختلاف معني% 5ها در سطح  جدايه

  ).7شكل(
 D7و  E4،D3هــاي  و در جدايــه% 100بــه ميـزان   B4در جدايـه  

ي مجدد انجام يافت اين شـاخص در سـاير   جداساز%  60-40
% 5هـا در سـطح    تمـامي جدايـه  . بود% 10-30ها حدود  جدايه

  ).8شكل(داري بودند  داراي اختلاف معني
  

  آزمون بيماريزايي روي سرشاخه زيتون

  ارزيابي شدت بيماري

پس از مايه كوبي و بررسي علائم ميزان بيمـاري ايجـاد شـده    
هـاي   در اين آزمون جدايـه . دبه روش شماره گذاري تعيين ش

G5  از پنبــه و جدايــهF4  از زيتــون بــالاترين بيمــاريزايي را در
سرشاخه ايجاد نمودند و سـبب خشـكيدگي كامـل سرشـاخه     

ــدند ــه. شـ ــاي  جدايـ ــاريزايي  G4و  D3 ،E3 ،E4هـ داراي بيمـ
ايـن  . كمتري بودند و با يكديگر اختلاف معني داري نداشتند

گي متوسط و لوله شدن در برگهـا  سبب ايجاد پژمردها  جدايه
ــه. شــدند ــه ســاير   G3و  B1 ،D5 ،G1 ،G2هــاي  جداي نســبت ب
 G6و  D7 ،B4هـاي   جدايه. بيماريزايي كمتري داشتندها  جدايه

بـــه طـــور كلـــي همـــه . داراي كمتـــرين بيمـــاريزايي بودنـــد
ورتيسيليوم از زيتون و پنبه روي رقـم زرد روغنـي   هاي  جدايه

م بيمـاري را بـه صـورت مختلـف ظـاهر      بيماريزا بودند و علائ
درصـد داراي اخـتلاف    5در سطح ها  جدايه) 5شكل(ساختند

  ).3جدول(معني داري بودند
  

  ميزان كلونيزاسيون بافت

جدايـه  . درصد كلونيزاسيون بافت در پايان آزمايش تعيين شد
E3   داراي بيشـــترين و جدايــــهG5  داراي كمتــــرين ميــــزان

از لحاظ درصد كلونيزاسيون در  ها جدايه. كلونيزاسيون بودند
داري  بـــا يكـــديگر و بـــا شـــاهد اخـــتلاف معنـــي% 5ســـطح 
  ).4جدول(داشتند

به ترتيب درصد كلونيزاسـيون در   F4و  E3 ،E4هاي  در جدايه
اخـتلاف معنـي داري   هـا   ساير جدايه. بالاترين مقدار خود بود

داراي اخـتلاف معنـي داري بـا    ها  تمامي جدايه. با هم نداشتند
  ).6شكل(د بودندشاه
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از زيتون  1-8رديف هاي  جدايه(آگار -روز نگهداري در محيط آب 21از زيتون و پنبه پس از  V.dahliaeقارچ هاي  ابعاد ميكرواسكروتها در جدايه) 2(ول جد

  .داري نيستند داراي اختلاف معني% 5سطح  اند در هايي كه با حروف مشابه نشان داده شده ميانگين) از پنبه جداسازي شده اند 9-14رديف هاي  و جدايه

  

  )ميكرون(عرض  )ميكرون(طول   جدايه ها  رديف
دامنه تغييرات ابعاد 

  )ميكرون(ميكرواسكلروتها

 نسبت طول به عرض

)L/W(  

1.  B1 
cde95/3±06/65 b87/1±84/25 40-5/7×5/145 -0/25 de32/0± 20/3 

2.   B4  
a24/7±0/120 e26/1±80/19 5/42 -10×5/242 -5/42 abc64/0± 07/7 

3.  D3 
b64/5±22/95 de95/1±56/21 50-5/7×0/225 -0/40 abc76/0± 70/6 

4.  D5  
a50/9±7/123 de87/1±10/21 100-25×0/300-0/75  a00/1± 96/7 

5.  D7 
a1/12±7/117 bc64/1±80/24 5/62 -10×0/555-0/45 c78/0±22/6 

6.  E3 
a10/3±0/122  b20/1±00/24 105-30×0/286 -0/83 d62/0± 45/3 

7.  E4  
c88/3±40/78 a62/1±65/34 5/57 -5/12×0/137-0/45 de23/0±62/2 

8.  F4 
b96/8±2/101 e04/1±45/19 40-10×0/227-0/20 bc83/0± 58/6 

9.  G1  
def22/3±00/62 e98/0±20/20 40-10×0/120-0/30 d31/0± 69/3 

10.  G2  
cdef60/4±60/63 b97/0±40/26 40-20×0/150-0/30 de26/0± 60/2 

11.  G3  
g30/2±6/45 cde84/0±00/22 30-10×00/90-0/20 de21/0± 37/2 

12.  G4  efg10/3 ± 5/56 e92/0±70/19 30-10×0/120-0/20 d31/0± 25/3 

13.  G5 
cd9/4 ± 6/72 f84/0±00/12 40-5/2×0/150 -0/20 b90/0± 60/7 

14.  G6  
fg3/2 ± 4/48 b92/0±60/26 50-20×0/100-0/20 e10/0± 9/1 

 LSD=5%  49/15 26/3   3/1  

 

  
  .آگار-روز نگهداري در محيط آب 21پس از  Verticillium dahliae هاي زيتون و پنبه قارچ ها در جدايه ابعاد ميكرواسكلروت مقايسه) 1(شكل
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 .V  قارچ) B1جدايه(و ميكرواسكلروت گرد در نژاد غيربرگريز )راست*)(100( V. dahliae قارچ) F4 جدايه(ميكرواسكلروت كشيده در نژاد برگريز) 2(شكل

dahliae )600)(*چپ(  

  

   
  آگار-داكس-روز نگهداري در محيط زاپك 10پس از  انتيگرادسدرجه  29و  25،27، 23در دماهاي  V. dahliaeزيتون قارچ هاي  رشد جدايه) 3(نمودار
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  آگار-داكس-روز در محيط زاپك 10پس از  انتيگرادسدرجه  29±1و  27±1، 25±1، 23±1هاي پنبه در دماهاي  رشد جدايه )4(نمودار
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سرشـاخه نهـال   (هاي زيتون رقـم زرد   سرشاخه. روز 35زردروغني پس از  زيتون رقم ي هاي پنبه و زيتون در سرشاخه بيماريزايي جدايه ميزان )5(نمودار

هـاي شـاهد در آب    سرشـاخه . مايه كوبي گرديد) اسپور در ميلي ليتر 4*106(با فرو بردن در سوسپانسيون اسپور قارچ ) سانتيمتر 20-25يكساله به طول 

هايي كه بـا حـروف    ميانگين.%)75درجه سانتيگراد، نور ثابت، رطوبت نسبي  25(ديدندها در اتاقك رشد نگهداري گر سرشاخه. مقطر استريل قرار داده شدند

 (P<0.05)باشند مي داراي اختلاف معني داري LSDاند در آزمون  مختلف نشان داده شده
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روز در  35پس از گذشت  Verticillium dahliaeزيتون و پنبه قارچ هاي  ني توسط جدايهدرصد كلونيزاسيون بافت سرشاخه زيتون رقم زرد روغ) 6(نمودار

داراي اختلاف  LSDاند در آزمون  هايي كه با حروف مختلف نشان داده شده ميانگين %)75درجه سانتيگراد، نور ثابت، رطوبت نسبي  25دما (اتاقك رشد

  P<0.05)(باشند مي معني داري

  

  

  

  در سرشاخه زيتون رقم زرد روغني V.dahliaeزيتون و پنبه قارچ هاي  ميانگين شدت بيماري ايجاد شده توسط جدايهمقايسه ) 3(جدول

 Fvalue  ميانگين مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منبع تغييرات

  5/3  24/5  4/73  14  جدايه

    5/1  5/67  45  خطا

      9/140  59  كل

  )ضريب تغييرات%= 2/42( .معني دار استها  ميانگين تفاوت بين% 5در سطح  LSDبر اساس آزمون 

  

 

  در سرشاخه زيتون رقم زرد روغني V.dahliaeزيتون و پنبه قارچ هاي  مقايسه ميانگين شاخص كلونيزاسيون جدايه) 4(جدول

 Fvalue  ميانگين مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منبع تغييرات

  36/18  4/0  61/5  14  جدايه

    02/0  65/0  30  خطا

      26/6  44  كل

  )ضريب تغييرات%= 07/17( .دار است معنيها  تفاوت بين ميانگين% 5در سطح  LSDبر اساس آزمون 
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با حروف مشابه ها  اردر بين تيم(روز 21پس از  V. dahliaeزيتون قارچ هاي  شدت بيماري ايجاد شده در گياهچه پنبه رقم ورامين توسط جدايه) 7(نمودار 

  .P=0.05)اختلاف معني داري وجود ندارد
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با حروف ها  در بين تيمار(روز 21پس از V. dahliae زيتون قارچ هاي  درصد كلونيزاسيون در بافت ساقه گياهچه پنبه رقم ورامين توسط جدايه) 8(نمودار

  ).P=0.05وجود ندارد  مشابه اختلاف معني داري

  

  بحث

هــاي زيتـون جدايــه هـايي بــا    در بررسـي خصوصــيات جدايـه  
بيماريزايي بالا و جدايه هايي بـا بيمـاريزايي ضـعيف مشـاهده     

هاي داراي بيماريزايي بالا، بيشترين رشد را در  جدايه. گرديد
نيـز  ) 4(صانعي و همكـاران . درجه سانتيگراد داشتند 27دماي 

هاي ورتيسيليوم تهيه شده از زيتون در  ه جدايهكاند  نشان داده
ــاوتي   25و  20دماهــاي  درجــه ســانتيگراد ســرعت رشــد متف

هاي پنبه گزارش نمود  با مطالعه جدايه) 2(زاده... حمدا. دارند
هاي  درجه و جدايه 27هاي برگريز بيشترين رشد را در  جدايه

. درجـه سـانتيگراد دارنـد    23غيربرگريز بيشـترين رشـد را در   
اختلافـــات موجـــود در بيمـــاريزايي ) 9(دايـــف و همكـــاران

نژادهاي ورتيسيليوم را بـه سـازگاري ايجـاد شـده در آنهـا در      
دماهاي مختلف نسبت دادند و بيان نمودند اين امر بـر توزيـع   

. برگريـز و غيربرگريـز در دنيـا تاثيرگـذار اسـت     هاي  پاتوتيپ

a 

cd 
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ــپ    ــد پاتوتي ــان نمودن ــين بي ــاي  همچن ــبت بـ ـ ه ــز نس ه برگري
ــپ ــاي  پاتوتيـ ــالاتري را   هـ ــي بـ ــه حرارتـ ــز دامنـ   غيربرگريـ
كنند و دمـا بـر روي قـدرت بيمـارگري قـارچ در گيـاه        ميتحمل 

  .تاثير دارد

ــه ــان جدايـ ــاي  در ميـ ــا   هـ ــايي بـ ــه هـ ــي جدايـ ــورد بررسـ مـ
ميكرواسكروتهاي بـه مراتـب كشـيده تـر بـا نسـبت طـول بـه         

 هـا  اين جدايه. مشاهده شدها  نسبت به ديگر جدايه 6-7عرض
ــه    ــون و گياهچــه پنب ــاريزايي در سرشــاخه زيت ــون بيم در آزم

داراي هـاي   درحاليكـه جدايـه  . بيشترين بيمـاريزايي را داشـتند  
ميكرواسكلروتهاي كوتاه بيماريزايي كمتري را از خود نشـان  

در بررسـي گيـاه پنبـه، گـزارش نمـود      ) 2(زاده... حمدا. دادند
هاي كشـيده   هاي برگريز در پنبه داراي ميكرواسكروت جدايه

هــاي گــرد  هــاي غيربرگريــز داراي ميكرواســكروت و جدايــه
ــتند ــه. هسـ ــن يافتـ ــوپز و    ايـ ــر بلانكولـ ــا نظـ ــين بـ ــا همچنـ هـ

ــاران ــكلروت در   )7(همكـ ــكال ميكرواسـ ــوص اشـ در خصـ
ــاي بيمــــارگر مطابقــــت دارد   در مقايســــه ابعــــاد  .نژادهــ

ــكلروت ــه  ميكرواس ــا در جداي ــاد     ه ــه، ابع ــون و پنب ــاي زيت ه
هـاي   هاي زيتـون نسـبت بـه جدايـه     دايهميكرواسكلروت در ج

ي وجـود تفـاوت در    دهنـده  پنبه بزرگتر بود كه اين خود نشان
تحقيقـات انجـام شـده    . نژادهاي بيمارگر زيتـون و پنبـه اسـت   

هاي سازگار رويشي اين قـارچ نيـز در چنـد سـال      روي گروه
هـاي   دار را در جمعيـت  اخير وجود يك تنـوع ژنتيكـي معنـي   

  .)17،11(دهد شان مين V. dahliaeقارچ 
ي زيتــون رقــم زردروغنــي  هــاي برگريــز در سرشــاخه جدايــه

سبب لوله شدن كامل، نكروز برگها و ريـزش بـرگ و حتـي    
ــدندخميـــدگي  ــاخه شـ ــه. در سرشـ ــه جدايـ ــاي  درحاليكـ هـ

ها و نكروز، بـدون ريـزش و    غيربرگريز سبب لوله شدن برگ
) 14(اسـكودرو و همكـاران  -لوپز. خم شدگي سرشاخه شدند

هـاي زيتـون مشـاهده كردنـد      با مايه كـوبي مصـنوعي جدايـه   
هاي  هاي برگريز علائم ظاهري بيشتري نسبت به جدايه جدايه

ــاه را    ــرگ زودرس گي ــروز داده و م ــان ب ــز در ميزب غيربرگري

نيـز وجـود   ) 13(ليگوكسيگاكيس و همكاران. شوند سبب مي
ــه   ــاريزايي را در جداي ــاگوني بيم ــزارش    گون ــون گ ــاي زيت ه

بيـــان نمودنـــد، در ميـــان ) 4(صـــانعي و همكـــاران. نمودنـــد
ــه ــات ريخــت   جداي ــران، اختلاف ــون در اي ــاي زيت شناســي و  ه

   .ي اين نتايج است بيماريزايي متفاوتي وجود دارد كه تاييد كننده

ــه  ــب جداي ــف   غال ــم خفي ــه علائ ــاي پنب ــه   ه ــبت ب ــري را نس ت
. ي زيتـون ايجـاد نمودنـد    هاي زيتون در روي سرشـاخه  جدايه

هــاي  انــد جدايــه نيزگــزارش نمــوده) 18(و همكــارانرســندل 
  .ورتيسيليوم در ميزبان اصلي بيمارگرترند

هــا در  در بررســي درصــد كلونيزاســيون بافــت توســط جدايــه
ــان شــدت بيمــاري و   سرشــاخه زيتــون و گياهچــه  ــه، مي ي پنب

. درصـــد كلونيزاســـيون ارتبـــاط مســـتقيمي وجـــود داشـــت 
لائــم، درصــد  هــاي برگريــز بــا ايجــاد بيشــترين ع     جدايــه

-مركـادو . كلونيزاسيون بالايي را نيز به خود اختصاص دادنـد 
قـارچ در   DNAنيز با بررسـي مقـدار   ) 16(بلانكو و همكاران

هاي حساس و مقاوم زيتون نشان دادند ايـن مقـدار بـا     ژنوتيپ
ميزان حساسيت يا مقاومـت رقـم بـه پژمردگـي ورتيسـيليومي      

ت بيمــاريزايي همبسـتگي دارد، ولـي نسـبت كمتـري بـه قـدر      
ــوده  ــپ آل ــزان     پاتوتي ــتند مي ــار داش ــارچ دارد و اظه ــده ق كنن

گســترش آلــودگي در بافــت توســط عامــل بيمــاريزا، لزومــا   
  .كند قدرت بيماريزايي آنرا تعيين نمي

ي پنبــه رقــم ورامــين،    در بررســي بيمــاريزايي در گياهچــه  
شـدگي گياهچـه    ها سبب لوله شدن شديد برگ و خـم  جدايه
ــدند ــن حا. ش ــاران  اي ــزارش چــراب و همك ــا گ ــت ب در ) 8(ل

آنهـا  . هاي زيتون مطابقت دارد خصوص واكنش پنبه به جدايه
گونـه   4هاي زيتون بـر روي   با انجام آزمون بيماريزايي جدايه
هـا در روي پنبـه و بادنجـان     گياهي مشاهده كردند اين جدايه
فرنگـي   كنند، علائـم در گوجـه   آلودگي شديدي را ايجاد مي

اي  عيف تا متوسط ايجـاد شـد ولـي هـيچ جدايـه     به صورت ض
 .روي فلفل علائم بيماري را ايجاد ننمود
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Study pathogenicity of defoliate and non-defoliate isolates of Verticillium dahliae 

kleb of olive trees in orchards of Golestan province 
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Abstract 

Verticillium dahliae is the causal agent of verticillium wilt of olive trees in Golestan province. Based 
on sampling of twigs from various area of olive orchards such as:Hashem-Abad,Kordkoy Road, Ali-
Abad Road, Shastkalate, Toshan, Karkande and Alang. Defoliate and Non-defoliate isolates were 
determined by significant differences in reaction of optimum temperature, dimension of 
microsclerotia, reaction of cotton(CV Varamin)seedling, and pathogenicity of olive(CV Zard-
Roghani) twigs. Elongated microsclerotia produced by defoliate isolates in Water-agar medium rather 
than by non-defoliate isolates. Dimension of microsclerotia in olive isolates was112×28µ significantly 
larger than cotton isolates 58×21µ. Optimum temprature in defoliate and non-defoliate isolates were 
27ºc and 23ºc respectively. Defoliate isolates of cotton on Varamin cultivar seedlings occured severe 
wilting, while non-defoliate isolates showed symptom of chlorosis with mild wilting. In pathogenicity 
test with defoliate isolate on the twigs of olive trees Zard-Roghani cultivar caused rolling and twisting 
of leaves. 
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