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   Verticillium dahliae Klebالتشخيص الجزيئي للفطر  
  المسبب للذبول الفرتسليومي على الزيتون  

  
  *هدى حازم وافي الطائيو *علي كريم محمد الطائي

  

  صـلخم
  

حديثة الانتشار في و أجريت هذه الدراسة على مرض الذبول الفرتسليومي الذي يصيب الزيتون وهو من الأمراض الخطيرة
ن في عدة أظهرت نتائج المسح الحقلي لبساتين الزيتو .Verticillium dahliae Kleb فطرعن ال، وهو ناتج اقالعر

 2005تها كانت في منطقة السادة عام  وشدإصابة ة نسب متوسطأعلى أن ،2005 و 2004لعامي مناطق من محافظة نينوى 
  . على التوالي 0.26و % 30.14ى حيث وصلت المنطقة خورسباطفي  وأدناها ،0.29 و%  48.72 وبلغت

 ةرـ تقنية تفاعل البلم وباستخدامجزيئيالبالتشخيص لأول مرة في العراق وتم تأكيد العزل وتشخيص المسبب المرضي 
للتعرف ) RVD  و FVD(  زوج البادئات المتخصصةذلك باستخدام، وPolymerase Chain Reaction (PCR)المتسلسل 

 ا حيث أعطت حزم،V.dahliaeللفطر وأثبتت النتائج أن جميع العزلات كانت  ،V.dahliaeفطر على جميع عزلات الـ
 للأنسجة DNA عينات الـ في حزم واضحة تلاحظوبما انه لم ، البادئات هذه وهو الحجم المتوقع الذي تنتجهbp 330 بحجم
 Nested-PCRلبلمرة المتسلسل المزدوج هو تفاعل ا في اختبار آخر  المحددة في هذه الدراسةتم إدخال العزلاتف النباتية

  وNESF 18S(خاصة بجميع أنواع الفرتسليوم وهماالبادئات  ال زوج فيهستخدم افالأول ؛المتألف من نوعين من التفاعلات
NESR 28S(،فطر لل المتخصصةالبادئات  أما التفاعل الثاني فاستخدمت V.dahliae وهي )FVD و  RVD(، فكانت نتائج 

 وهذا يؤكد ،سليمةلعينات أخذت من أشجار ايجابية  فأعطت نتائج ، المفردPCRالـ  منة  دقوأكثر بكثيرل أقوى هذا التفاع
  .قبل ظهور الأعراض  الإصابةالكشف المبكر عن  أهمية هذا النوع من التفاعل في

  .  PCR تفاعل البلمرة المتسلسل، الذبول الفرتسليومي،الزيتون: ةـات الدالـالكلم
 

  مـةمقدال
 إلى عائلة الزيتونيات .Olea europea Lينتمي الزيتون 

Oleaceae، جنساً رئيساً من ضمنها 30التي تضم ما يقارب 
نصير ( نوعاً من ضمنها الزيتون 35 الذي يشمل Oleaالجنس 
وتشغل شجرة الزيتون مكاناً متميزاً بين ).  1988 ،وخدام

 العالمي للزيتون بلغ الإنتاج ؛ إذالأشجار المزروعة عالمياً
 طن وتأتي اسبانيا في مقدمة دول العالم المنتجة 5,340,000

 ومساحتها المزروعة ،طنا 3,373,531للزيتون وبلغ إنتاجها
أما في العراق ) .FAO, 2005(هكتار  2,100,000بالزيتون 

فقد زرعت منذ عهود بعيدة تعود إلى زمن الأشوريين، وبلغت 

 هكتارا وإنتاجه 365في العراق المساحة المزروعة بالزيتون 
تتعرض أشجار ) .FAO , 2000 (1999عام اً  طن12550

الزيتون للعديد من المسببات الفطرية ومنها الذبول الفرتسليومي 
 ومرض .Verticillium dahliae Kleb الفطر الذي يسببه

 Cycloconium الفطر الذي يسببهبقعة عين الطائر 
oleaginumية والديدان الثعبانية فضلاً عن  والمسببات الفيروس

 Mamluk et ؛Qasem,1970(الأمراض الفسيولوجية 
al.,1984 الذي ويعد الذبول الفرتسليومي ) 2001 ،بياعة؛

   وV.dahliae الفطر يسببه
V.albo–atrum من الأمراض المنتشرة في العالم التي 

 ,Engelhard)تصيب العديد من النباتات الاقتصادية والأدغال 
 ؛  Issac ,1967 ؛ Woolliams ,1966 ؛ 1957

Schnathorst ,1981 (  ويسبب هذا المرض أحد أهم المشاكل
،قسم وقاية النبات،  كلية الزراعة والغابات، جامعة الموصـل، الموصـل           *

  .العراق
 .2/7/2009وتاريخ قبوله  28/7/2008  تاريخ استلام البحث 

 . الحقوق محفوظةجميع. الجامعة الأردنية/ عمادة البحث العلمي2010©
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 يعد من أصعب  إذ؛التي تواجه زراعة أشجار الزيتون في العالم
الأمراض التي تسبب مشاكل في الأشجار المريضة وهذه 

 وازدادت حدتها خاصة خلال ،المشاكل لا تزال تنتظر الحل
 حيث الري الزائد الذي له ،اني من القرن الماضيالنصف الث

التأثير الإيجابي في الإنتاج والسلبي في قابلية بساتين الزيتون 
 وتظهر الإصابة على الشتلات .للإصابة بالذبول الفرتسليومي

 تظهر الإصابة ؛ إذفي المشاتل والأشجار وفي البساتين الواسعة
للأفرع الثانوية أو ت في نهاية الشتاء وبداية الربيع بشكل مو

 والمسبب الفطري ،ؤدي إلى موت النبات بأكملهالرئيسة وقد ت
 ومن الفطريات الغازية للتربة والمصدر الرئيس للقاح ه

 تحتفظ التي Microsclerotiaالأجسام الحجرية الصغيرة 
 Collins et ؛ Tjamos,1993( سنة 13 ما يقارببحيويتها 

al., 2003. (  
دراسات في العراق حول هذا المرض ولشدة ونظراً لندرة ال

 التي ارتأينا القيام بهذه الدراسة ، فقدإصابة بساتين الزيتون به
 :تهدف إلى

إجراء مسح حقلي للتعرف على حجم المشكلة ومقدار 
عزل بساتين الزيتون في محافظة نينوى، وانتشارها في 

المسبب المرضي وتشخيصه باستخدام الطرائق التقليدية 
ك استخدام تقنيات البيولوجيا الجزيئية على مستوى وكذل

تباع تفاعل البلمرة المتسلسل  باDNAالحامض النووي 
Polymerase Chain Reaction (PCR). 

  
  مواد العمل وطرائقه

  المسح الحقلي 
 المسح الحقلي لبساتين الزيتون في عدة مناطق من إجراءتم 

 ومدى محافظة نينوى لغرض التعرف على حجم المشكلة
 وقد تم ،انتشار مرض الذبول الفرتسليومي في بساتين المحافظة

فاضلية ال والسادة :لمناطق 2005 و 2004عامي لاجراء المسح 
يد حيث تم تحد ،وبعشيقة وخورسباط وبايبوخت والشلالات

 المصابة الأشجار عدد سبعة بساتين في كل منطقة وحسب
ن واستخرجت  قطرين متعامدين من كل بستابأخذوالسليمة 

  :الآتية وفق المعادلة للإصابةالنسبة المئوية 
   المصابة الأشجارعدد                       

  .100× ـــــــــــ  = للإصابةالنسبة المئوية 
  للأشجارالعدد الكلي                        

  
 المزروعة الأصنافوتم الاستفسار من الفلاحين عن 

المتنوعة المزروعة في كل وعمر البساتين والمحاصيل 
 مقياس باستخدام الإصابة درجةكما تم تحديد .بستان 

Tjamos  المؤلف ،للأشجار الإصابةلشدة ) 1991(وآخرين 
  :)1(في الجدول  كما درجاتمن ال
  

تحديد درجة الإصابة للأشجار باستخدام : 1الجدول 
  . وآخرينTjamosمقياس 

درجة 
  الإصابة

  الورقية لكل شجرة للأعراضالنسبة المئوية 

   سليمةأشجار  صفر
    
   خفيفة جداإصابة ،%20-1 مصابة بنسبة أشجار  1
    
   خفيفةإصابة ،%40-21 مصابة بنسبة أشجار  2
    
   متوسطةإصابة ،%60-41 مصابة بنسبة أشجار  3
    
   شديدةإصابة ،%80-61 مصابة بنسبة أشجار  4
    
  ل للشجرة موت كامأو% 100-81 مصابة بنسبة أشجار  5

 McKinney  حسب معادلةالإصابةوحسبت شدة 
   :الآتية ) 1923(

  
  )درجتها×  المصابة الأشجارعدد (    مجموع               

  ــــــــــــــــــــــــ = الإصابةشدة 
   في درجةأ×  المفحوصة للأشجار العدد الكلي                  

   :الآتيةلكل منطقة من مناطق المسح الحقلي حسب المعادلة تها شدو ةللإصابوتم حساب متوسط النسبة المئوية 
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   في بساتين كل منطقة الإصابة او شدة الإصابةمجموع نسبة                                           
  ـــــــــــــــــــــــــــــ = الإصابة او شدة الإصابةمتوسط نسبة 

  عدد البساتين الممسوحة لكل منطقة
  

   :الآتيةوفق المعادلة  على مستوى المحافظةتها  وشدللإصابةومنها استخرجت متوسطات النسبة المئوية 
   في المنطقة الإصابة او شدة الإصابةمجموع متوسط نسبة 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــ =الإصابة او شدة الإصابةمتوسط نسبة 
  عدد المناطق الممسوحة

  وتشخيصه  عزل المسبب المرضي
 والأوراق والسرطانات الأفرعجلبت عينات عشوائية من 

 المسح إجراءالبساتين التي تم من  المختبر إلىالمصابة 
 وتم العزل وفقا ،الحقلي لها لغرض عزل المسبب المرضي

  :الآتيةللطريقة 
 المصابة بماء جار لمدة نصف ساعة ثم الأجزاءغسلت 
تتجاوز  غيرة لا صأجزاء إلىسطة مشرط معقم اقطعت بو
 سم وعقمت القطع سطحيا بغمرها في محلول 0.5 أبعادها

رفعت و ،دقائقثلاث هايبوكلورات الصوديوم لمدة % 1
 الكمية لإزالةالقطع من المحلول وغسلت بماء مقطر معقم 
جففت القطع و ،الزائدة من محلول هايبوكلورات الصوديوم

ع الخاصة  القطثم رزع كل من ،تيني ترشيح معقمتبين ورق
 على حدة في اطباق بتري والسرطانات والأوراق بالأفرع
 Selcetive( على الوسط الغذائي المتخصص محتويةمعقمة 

medium (ومل ايثانول 5 غم سكروز و 7.5 من المتكون 
 غم كبريتات المغنيسيوم 0.5 و غم نترات الصوديوم 2

 غم كبريتات 0.01 و غم فوسفات البوتاسيوم 1والمائية 
فينيكول و م غم كلورا1و PCNB غم 0.05 ولحديد المائية ا

 وبعد تعقيم الوسط .)Aushor et al.,1975 (أكار غم 20
 كل من الايثانول والمضاد الحيوي امبسيلين إضافة تتم

 ،لتر لمنع نمو المستعمرات البكتيرية/ ملغم100بمعدل 
   درجةفي الأطباقحضنت و

فحصت النموات  . أسبوعينلمدة وس سلسيه2 ± 20
 ثم نقي الفطر المعزول ،الفطرية النامية حول القطع المعزولة
 Hyphal tip methodبطريقة عزل طرف الهايفا النامي 

وشخص الفطر وفق المفتاح التصنيفي المعد من قبل 

)Smith ,1965  وIsaac ,1967. (  
   Verticillium dahliaeالتشخيص الجزيئي للفطر  

تم تنفيذ هذه الدراسة في مختبرات التقنيات الحيوية في 
الكرك والمركز الوطني للبحوث الزراعية ونقل /جامعة مؤتة 
  .البقعة في المملكة الأردنية الهاشمية/NCARTTالتكنولوجيا 

 ىنمم المن الفطر  DNAالـعزل الحامض النووي 
  البيئة الغذائيةعلى 

 سبق عزلها V. dahliaeعزلة من الفطر ) 44(استخدام تم 
 مختلفة من محافظة من مناطقمن أشجار الزيتون المصابة 

 ثم ننجا؛ إذنينوى والأردن فضلا عن نباتات الطماطم والب
نميت هذه العزلات على البيئة المتخصصة لمدة سبعة أيام 

ستخدام طريقة تم ا DNAولغرض عزل الحامض النووي الـ
  .)CTAB  )and Rogers ,1985 Bendichالـ

  الانسجة المصابة  من DNA عزل الحامض النووي الـ
الأفرع من طحن    V.dahliaeلفطر DNAتم عزل الـ

التي سبق جمعها من مناطق مختلفة الزيتون من المصابة 
نجان فضلا عن عينات أخذت ؛ إذوكذلك نباتات الطماطم والب

بيلتانول و تشجازول (من شتلات معاملة بالمبيدات الكيميائية 
وتم  ،حيث اصبح المجموع الكلي للعينات خمسين عينة) وبازوت

الفطر بشكل  DNA الأنسجة الوعائية للحصول على اختيار
طة اسبوالمصابة  فرعلأاوتتضمن طريقة العزل تقطيع  .مؤكد

الخلاط  سطةا قطع صغيرة وطحنها بوإلىمقص التقليم المعقم 
ث  في هاون خزفي، حيهاعينة ووضعغم من كل  0.2وأخذ 

محلول إضافة  ت السائل وتمالنيتروجين بإضافة طحنهاتم 
 بكمية سلسيوس ه65 ة درجة حرارفيالاستخلاص الموضوع 

 في في حمام مائي متحرك الصغيرة الأنابيب تمل ووضع 1.5
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تباع وتم ا. دقيقة15 لمدة سلسيوس70-65 ةحرار درجة
  . نفسها بالطريقة المشار اليها سابقاخطوات العمل
 الهجرة جهاز استخدام تم  المعزولDNA الـنقاوة ولتحديد
   من شركةDNA Gel Electrophoresis ةالكهربائي

)Bio-RAD, USA( 0.7 الاجاروز بتركيز هلام باستخدام %
-Tris)(المتكون من  0.5X TBE bufferفي  المذاب

Borate-EDTA ، ستخدم المعلم الوراثي اوSize marker 
وضع جرى ثم ) 1Kb ) Promegaكيلوبيس واحد حجم ب

 المعزول في كل فتحة وبعدها تم DNAميكرولتر من الـ 10
 على جهاز الاشعة فوق  DNAملاحظة الـلتشغيل الجهاز 

نوع من  UV Transilluminator البنفسجية
)Vilbertourmat,France(الـجرى قياس ، وDNA 

 260على الطيفين  Spectrophotometer باستخدام المطياف 
 صورة توأخذ ،نومتر وجرى حساب النسبة بينهما نا280و 

 Hand Polaroid Cameraكاميرا من نوع سطة ا بوللهلام
   .667 أبيض وأسود ذات الرقم  Polaroid أفلام باستخدام

 PCR(  Polymerase( المتسلسل ةتفاعل البلمر
Chain Reaction  

 ة الخاصالبادئات باستخدام  PCR تفاعل الـ إجراءتم 
البادئات  كل زوج من )4( الجدول يظهرو . V.dahliaeبـ 

 وحجم ة الخاصة مع صفاتPCR في تفاعل الـ المستخدمة
 وفقاً  PCR الـ  وتم إجراء تفاعل،إنتاجها المتوقع الحزمة

  . Sambrook et al. (1989)طريقةل
 )Promega من شركة PCRتم شراء مكونات تفاعل الـ 

)Madison,WI,USA واستخدام الـDNA لمعزول من ا
  الخالي من السالب الماء واستخدم ،الفطر والأنسجة النباتية

 على جميع محتوياً حيث كان الماء ،ةمقارنلل  DNAالـ
وبعد الانتهاء من .DNA قالب الـ باستثناءمكونات التفاعل 

 لحين سلسيوس 4 في درجة حرارةالتفاعل حفظت الأنابيب 
  .ة كما ذكر سابقا  جهاز الهجرة الكهربائيباستخدامفحصها 

   Nested-PCRتفاعل البلمرة المتسلسل المزدوج 
 المعزول DNAالـ نظرا لعدم وضوح الحزم الخاصة ب

  ،Nested – PCRفقد تم اجراء التفاعل  ،النباتية الأنسجةمن 
 زوج باستخدامالتفاعل الأول  ف؛تفاعلين متتابعينويتضمن 
 ,.NESF18s,NESF28s ( (Volossiouk et al( البادئات

 وهما لجميع أنواع الفرتسليوم Masoud,2002 )؛ 1995
 بحجم متوقع يبلغ  من الحامض النوويحزماوتنتجان 

bp480 جهاز الـوباستخدام PCR) PTC-200 DNA 
thermocycler (  من شركة)MJ-Research , USA(.    
حيث ) القالب (Templet DNA واعتبارهتم أخذ الناتج 

مكونات التفاعل الثاني اضيف الى و رتميكرول) 3 (خذ منهأ
  )FVD,RVD( البادئات على زوجالمحتوية

)(Masoud,2002بالكشف عن ة  الخاصV. dahliae 
  . وبعد ذلك يكمل البرنامج،)4جدول ال(

 4  حرارةفي درجةوبعد انتهاء التفاعل حضنت الأنابيب 
  . جهاز الهجرة الكهربائية بواسطة لحين الفحص سلسيوس

  
  والمناقشةالنتائج 

 المسح الحقلي 
أظهرت نتائج المسح الحقلي الذي اجري في بساتين 
الزيتون المنتشرة في مناطق مختلفة في محافظة نينوى 

 أن أعراض الإصابة بالمرض تظهر 2005 – 2004لعامي 
 وذلك لان ،على الأشجار المصابة في أي وقت من السنة

جديدة شجرة الزيتون دائمة الخضرة ولكن تظهر أعراض 
 وتم تمييز .كشف خلال الصيف والخريفع وتتفي بداية الربي

مجاميع من الأعراض متمثلة بالذبول الحاد، وهو الذبول 
السريع الذي يصيب الأشجار خلال فترة محددة قد لا تتجاوز 

 حيث تذبل جميع أوراق الأشجار وتبقى معلقة ،شهرا واحدا
لشكل المزمن والذبول التدريجي هو ا.على الشجرة المصابة

 حيث يخبو لون ،والأكثر شيوعا في الكثير من البساتين
الأوراق وتفتقد نضارتها، كما يتجعد سطحها العلوي قليلا 
وتلتف على نفسها طوليا ويلتوي عنقها ويظهر مجموع 
أوراق الفرع المصاب بلون فضي نتيجة لالتفافها على 

ا اللون  ويظهر السطح السفلي للورقة التي تبدو بهذ،نفسها
ويزداد ذبول الأوراق وشحوبها مع تقدم الإصابة فتصفر 
تدريجيا حتى الموت التام، وتذبل بعض الأفرع دون 

 ومن ،وقد تمتد الإصابة إلى الفرع الرئيس للشجرة ،الأخرى
 ويمكن أن تظهر ،قل الإصابة إلى أجزاء الشجرةتثم تن

كما  ،الإصابة على جهة معينة من الشجرة دون الأخرى
 ملاحظة تلون الفرع الرئيس بلون اسود ويستمر هذا تمت
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اللون إلى الجذع ويكون على جهة واحدة من الفرع 
خط هذا التلون من قبل بعض الباحثين  وسمي ،المصاب
  ) .2003 الطائي والطائي، ؛2001بياعة، (الموت 

ومن خلال المسح الحقلي تم اخذ مقاطع للأفرع المصابة 
 ،قارنتها مع مقاطع الأفرع السليمةلملاحظة تلون الخشب وم

ولم نلاحظ وجود حالة التلون في المقاطع المأخوذة لمعظم 
 ,.Koike et al(  وهذا يتفق مع ما ذكره .الأفرع المصابة

 ؛ 2001 بياعة، ؛  Heffer, 1996 and Regan ؛ 1994
Camele, 2005 and Marcone(.ملاحظة ت إلا انه تم 

اضلية في احد البساتين لشجرتين تم حالة التلون في منطقة الف
 ملاحظة حالة التلون البني على تا وتمماخذ مقاطع منه
 ومن هنا يتضح ان حالة تلون الخشب في .الأوعية الناقلة

الأفرع المصابة حالة نادرة وليست من الأعراض الشائعة 
التي يمكن تمييزها كما هي الحال في الإصابة بالذبول 

 الأخرى، حيث تعد حالة تلون الأوعية الفرتسليومي للنباتات
باللون البني المتقطع احد أهم أعراض الإصابة بالذبول 

  ).Agrios , 2005(الفرتسليومي 
ن  هذا يمنع إا حدثت الإصابة بشدة قبل التزهير، ف؛ إذو

ثت الإصابة خلال فترة ا حد إذ أما،ظهور الأزهار فيما بعد
قى معلقا على الفرع، ن العنقود الزهري يجف ويبالتزهير، فإ

ثمار فان الثمار ت الإصابة شديدة في فترة الإا كان إذأماو
 وعند موت الشجرة نهائيا نلاحظ ،تكون صغيرة ومتكرمشة

ن هذه السرطانات تظهر عليها بأعلما  ،سرطانات كثيفة
ومن خلال إيجاد . أعراض الإصابة في الموسم الثاني

 منطقة يتضح من متوسط نسب وشدة الإصابة للبساتين لكل
ن أعلى نسبة وشدة إصابة، في منطقة السادة أ) 2(ل الجدو

 ت في السنة الأولى، وازداد0.19و  % 39.16وصلت الى 
 48.72 نسبة وشدة إصابة وتحققتالإصابة بمرض الذبول 

وجاءت بالمرتبة .  على التوالي في السنة الثانية0.29و % 
ض الذبول ووصلت الثانية منطقة الشلالات في إصابتها بمر

 واستمرت الإصابة ، للسنة الأولى0.20و  % 28.43إلى 
 ،على التوالي 0.34و  % 46.29ة الثانية فبلغت في السن
اقل مناطق المسح الحقلي إصابة بالممرض كانت بينما 

ف أصناف الزيتون المزروعة منطقة خورسباط على اختلا
الذي يومي يتضح مما سبق أن الإصابة بالذبول الفرتسل. فيها

 تزداد بمرور الزمن لزيادة كمية V.dahliae الفطر يسببه
اللقاح في التربة والمتمثلة بتكوين الأجسام الحجرية الصغيرة 

 خلال تطور V.dahliaeحيث تعد الأساس في الإصابة بـ 
 وهذا يؤكده المتوسط العام لمناطق المسح الحقلي ،المرض

 قياسا مع 0.25 و % 35.2في السنة الثانية حيث وصل إلى 
 وهذا يتفق ، على التوالي للسنة الأولى0.15و  % 27.45

 والطائي والطائي Levin et al. (2003a,b)مع ما ذكره 
)2003.(  

لفة من أشجار الزيتون من ملاحظة الأصناف المخت
، يتضح من الجدول جميع بساتين المسح الحقليالمنتشرة في 

بول الصنف خستاوي، ن اشد الأصناف إصابة بفطر الذأ) 3(
تلاه  على التوالي 0.42و % 75.6بنسبة وشدة إصابة 

اقل الأصناف إصابة الصنف كان  في حين ،الصنف نبالي
 في 0.12و % 25فيه  بلغت نسبة وشدة الإصابة ؛ إذالمحلي

 الثانية ووصلت إلى السنة الأولى واشتدت الإصابة في السنة
ن زيادة أستنتج وبشكل عام ن. على التوالي 0.24و  % 30

 أصناف فيهانسبة الإصابة وشدتها في البساتين المزروع 
 حساساًمختلفة من الزيتون يرجع لكون احد هذه الأصناف 

 ، كمية اللقاح في التربة وانتشار الإصابة فيهافتزدادللإصابة 
 البساتين التي كانت خالية من الإصابة غالبيةن أونلاحظ 

كانت اقل إصابة قياسا ومزروعة خاصة بالصنف المحلي 
مع سائر الأصناف وان التباين في نسب الإصابة وشدتها 
بين الأصناف يرجع إلى الاختلافات الوراثية بينها وان 

 الأصناف الحديثة زرعت في أراض مزروعة مسبقا غالبية
 إلى زيادة نجانية الحساسة،مما أدىذابمحاصيل العائلة الب

 Al-Ahmad and Mosli,1993( الإصابة بمرض الذبول
إن اختلاف نسبة ). ,Serrhini and Zeroual 1995 ؛

الإصابة وشدتها بمرض الذبول بين المناطق والأصناف 
 الصنف الواحد يرجع إلى اختلاف الأساليب فيوكذلك 

 فقد ذكر ؛المستخدمة لإدارة البساتين في الري والتسميد
(1993) Thanassoulopoulos ، و ) 1988( وأكد الأحمد

(1993) Al-Ahmad and Mosli  زيادة شدة الإصابة 
بالذبول الفرتسليومي في بساتين الفستق المروية مقارنة 
 بالبساتين غير المروية، حيث زادت شدة الإصابة إلى ثمانية

من فإن وأيضا  . في البساتين المروية عن غير المرويةأمثال
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 العوامل التي تشجع انتشار المرض في البساتين الحديثة
 ويؤكد ذلك ،استخدام شتلات مصابة من المشاتل

Thanassoulopoulos  (1993)  وMercado-Blanco 
et al. (2003)  وNigro حيث ان )2005( وآخرون،

 وبعض ،المشاتل هي سبب لانتشار الإصابة من مكان لآخر
ويتطور المرض في الحقل، ظاهريا الشتلات تكون سليمة 

 ذااتل هو عدم اتخوان سبب انتشار المرض في المش
المزارعين الاحتياطات الضرورية عند عملية التطعيم 

 ،بالأقلام على الأصول فضلا عن عمليات الري في المشاتل
كذلك استيراد شتلات مصابة من خارج القطر فتؤدي الى و

ن استيراد  فإ؛وهذا ما حصل فعلا في العراق. بةزيادة الإصا
راعة وخاصة الشتلات من الخارج من قبل وزارة الز

الأصناف نبالي وصوراني وخضيري وغيرها من الأصناف 
المستوردة من الأردن وسوريا أدى إلى انتشار الإصابة 

  .وخاصة في البساتين الحديثة

  
   .2005 و 2004 محافظة نينوى لعامي النسبة المئوية وشدة الإصابة الطبيعية في بساتين الزيتون لعدة مناطق في : 2الجدول 

2005  2004  
  ظاتالملاح

شدة الإصابة للإصابة%  شدة الإصابة  للإصابة% 
  المناطق

 السادة  أ39.16   أ0.19  أ48.72  ب0.29 محلي ونبالي واسباني واشرسي
 الفاضلية  ب ج26.66  ج0.13  ج24.32  د0.15 محلي ونبالي واشرسي ودكل
 قةبعشي  ج24.89  ج0.14  ب30.57  ج0.21 محلي واسباني وخستاوي

 خورسباط  ج22.23  أ0.19  ب30.14  ب ج0.26 محلي واسباني
 بايبوخت  ج23.32  ب0.17  ب31.16  ج0.23 محلي ونبالي واشرسي ودكل
 الشلالات  ب28.43  أ0.20  أ46.29  أ0.34 محلي ونبالي واسباني واشرسي

 . وحسب اختبار دنكن متعدد الحدود0.05 مستوى احتمال الأرقام التي تحمل احرفاً متشابهة تدل على عدم وجود فروق معنوية عند*  

 

  .2005 و 2004النسبة المئوية وشدة الإصابة لبعض أصناف الزيتون المزروعة في محافظة نينوى لعامي  : 3الجدول 
2005 2004 

 للإصابة%  شدة الإصابة للإصابة%  شدة الإصابة
 أصناف الزيتون

 دكل  ب66.00  ج0.26  ب75.00 ج0.32
 أشرسي  ب68.35  ج0.27  ب79.74  ب0.43

 خستاوي  أ75.60  أ0.42  أ85.40  أ0.62
 إسباني  ب65.50  ب0.32  ب76.60  ب0.41

 نبالي  أ73.30  أ0.41  أب80.20  أ0.60
 محلي   ج25.00  د0.12  ج30.00  د0.24

 . وحسب اختبار دنكن متعدد الحدود0.05ند مستوى احتمال الأرقام التي تحمل احرفاً متشابهة تدل على عدم وجود فروق معنوية ع*  

  المسبب المرضي وتشخيصهعزل 
أظهرت نتائج العزل المختبري ان الفطر المسبب للذبول 

 ظهر ؛ إذVerticillium dahliae Klebعلى الزيتون هو 

بصورة نقية من مناطق المسح كلها واتصف الفطر 
  :بالمواصفات الاتية

رات الفطر النامية في البداية بيضاء ظهرت جميع مستعم
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تحولت بعدها الى اللون الداكن ومن ثم الى اللون واللون 
حافات مستعمرات الفطر فاتحة بصورة تكون   و،الأسود

مستمرة  ولايمكن التمييز بين عزلات الفرتسليوم المأخوذة 
من مناطق مختلفة من العراق والاردن فضلا عن عزل 

أما  ، من السرطانات V.dahliaeالمسبب المرضي 
مستقيمة وشفافة ومقسمة بجدر فهي الحوامل البوغية 
 فاليدات موزعة سواريا على 4 – 3مستعرضة تحمل 

 3-1 × 35-15توسط ابعادها م تراوحو ،الحامل
الابواغ الكونيدية شفافة متطاولة أو بيضوية و ،ترميكروم

 3.5 – 1.2 × 3.5 – 2.00 مكونة في خلية واحدة بأبعاد
 والاجسام الحجرية داكنة اللون تتكون من خلايا ،ترميكروم

. متر ميكرو190 – 11 × 35 – 11 أبعادهاكروية الشكل 
 هذه المواصفات مقاربة للمواصفات الموضوعة من قبل إن

Smith) 1965 ( وIssac) 1967(، وهذه النتيجة تتفق مع 
 عن الفطر ينتجكثير من الباحثين الذين ذكروا أن المرض 

V.dahliae) Thanassoulopoulos et al.,1979  ؛
 وآخرون  الأحمد؛  Fravel, 1989 ؛ 1988،الأحمد
 ,Al-Ahmad and Duksi ؛ Karajeh, 1997 ؛1992
  .)Stapleton  and Duncan, 2000  ؛ 1997

 الأفرع انه تم عزل الفطر من  إلىالإشارةمن ولا بد 
 أعراضالتي ظهرت عليها   في الأشجاروالسرطانات المصابة

تمكن من عزل الفطر من ن ولم ، المختلفةوبأعمارها إصابة
  وهذا يتفق مع، المصابة لجميع مناطق المسح الحقليالأوراق

Biris et al.  (1982)بينما لا يتفق مع ما ذكره كل من  
Tjamos  (1987)  وBotseas (1993) Tjamos and  

 إمكانيةن م Karajeh  (1997)و  Naser  (1996) و
 تشكل مصدرا نهاوأ الزيتون المصابة أوراقعزل الفطر من 

  .من مصادر العدوى للمرض
 PCR( Polymerase(تفاعل البلمرة المتسلسل 

Chain Reaction  
 نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل باستخدام زوج البادئات بينت

وتحليل ناتج الهجرة الكهربائية ) RVD,FVD( المتخصصة
) Sambrook et al.,1989% (2 الاجاروز بتركيز لباستعما

 ،bp330 ظهور حزم لجميع العزلات الداخلة في التفاعل بحجم
 .وهذا هو الحجم المتوقع الذي ينتجه هذا الزوج من البادئات

وتتفق  V.dahliaeوهذه النتيجة تؤكد أن الفطر المعزول هو الـ 
 Moukhamedov et؛ Carder et al., 1994 (همع ما ذكر
al., 1994 ؛ Masoud, 2002 ؛Camele and Marcone 

 التي تحتوي على جميع المقارنة معاملة  أن يلاحظ).2005
 وذلك ،  لم تعط أي حزمةDNA الـباستثناءمكونات التفاعل 

في  ،أثناء العمل في التفاعلفي عدم حصول أي تلوث على  يدل
 و FVA(حين لم تظهر أي حزمة عند استخدام زوج البادئات 

RVU (المتخصصة للفطر V. albo-atrum) التي) 4الجدول 
 الفطر وجود وهذا يؤكد عدم bp 337بحجمDNA تنتج حزمة 

  .  من العزلات المستخدمة في الدراسةفي أي
   Nested-PCRتفاعل البلمرة المتسلسل المزدوج 

 ؛ من التفاعلينأيقوم على جز -PCR  Nested الـ ن إ
 وباستخدامنا الأول من التفاعل الجزء مثلي) 2(فالشكل 

زوج الوهو  )NESF18sو (NESR28s  لزوج البادئات
 حجمالبحزما  يويعط  الفرتسليومأنواعالمتخصص لكل 

 حزما أعطت ةالمنتخب عينة الخمسين فإن bp 480متوقع ال
 والملاحظ من الشكل ما  نوعاخفيفة الحزموهذه  حجمهذا الب

  .ظهر فيها أي حزمةت  لمWellsأيضاً وجود أربع فتحات 
مثل الجزء الثاني من تفاعل الـ في) 3(الشكل  أما

Nested- PCR في هذا التفاعل تم استخدام زوج البادئاتو 
FVD) و (RVDفقط بالكشف عنةالمتخصص  

V.dahliae تفاعل مع جميع الحزممن  ن هذا الزوجأ ووجد 
كد أ مما  330bp  حزمة بحجموأعطى ) عينة50(العينات 
 والملاحظ أن الجزء ،V.dahliaeهي العينات ميع هذه أن ج

 كبيرة باستثناء ةحزما ذات حدأعطى الثاني من التفاعل 
 وهي ،الأربع فتحات السابقة فقد أعطت حزما ذات حدة اقل

متوقعة استناداً إلى عدم وجود هذه الحزم في الجزء الأول 
  وهذا دليل على حساسية هذا الفحص في الكشف،من التفاعل

 ويتضح أيضا .V.dahliaeعن الإصابات الكامنة بالفطر 
 إعطاء حزم Nested – PCRمما سبق من نتائج الـ  

 للعينات السليمة التي لم يظهر عليها أي 330bpبحجم 
أعراض للذبول وكذلك لعينات الشتلات المعاملة بالمبيدات 

 أعطت أفرعا التي) تشجازول وبيلتانول وتوباز(الكيميائية 
   .V.dahliae الا انها مصابة بالفطر سليمة

 المزدوج في تشخيص PCRوهذا يؤكد كفاءة الـ 
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لو كانت كامنة في أشجار الزيتون المزروعة الإصابة حتى 
في حقول مصابة أو من الشتلات التي لا تظهر عليها أية 

 التعرف المسبق على إصابة يساعد في مما ،أعراض إصابة
شار المرض في البساتين كإجراء لمنع انت هذه الشتلات

كطريقة للكشف المبكر ذلك  ويمكن أن يستخدم ،الحديثة

مع الشتلات هذه الطريقة ا استخدمت  إذللمرض خاصةً
 وتتفق هذه النتائج مع ما توصل إليه .المستوردة من الخارج

Mercado-Blanco et al., 2001, 2002, 2003)؛ 
Masoud, 2002.(  

  
  ..Verticillium spp للكشف عن الفطر استخدامهااصة بالبادئات التي تم  بعض الصفات الخ:4الجدول 

  اسم البادئ
درجة 
حرارة 
 الالتحام

 تسلسل النيوكليتدات من
5′ to 3′ موقع البادئ  

حجم الحزمة 
التي ينتجها 

(bp) 
  خصوصيته

FVD 59.5 GGTCCATCAGTCTCTCTG Nuclear 
ITS1 

RVD 59.5 TCCGATGCGAGCTGTAAC Nuclear 
ITS2 

330 

  للكشف عن
V.dahliae 

      
NESF18s 58.4 CTCATAACCCTTTGTGAACC 18s gene 

NESR28s 66.6 CCGAGGTCAACCGTTGCCG 28s gene 480 
للكشف عن جميع 

أنواع 
Verticillium 

      

FVA 53 GGTACATCAGTCTCTTTA Nuclear 
ITS1 337  للكشف عن  

V.albo-atrum 
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على ) (Verticillium dahliae  FVD , RVD فطر للةمع زوج البادئات المتخصص Single PCRتفاعل  ناتج :1الشكل 

  .%2جاروز بتركيز لاأهلام 
M    : DNA ladder  100 bp 
 2 درجة / أم حماط-21 2 بستان / بايبوخت-11  مقارنة-1
 2 درجة / عمان-22 2 بستان / الشلالات-12 1 بستان /  بعشيقة-2
 الكرك/  كلية الزراعة -23 1 بستان / بايبوخت-13 2 بستان / بعشيقة-3
  أم حماط/ سرطانات-24  صنف دكل-14  صنف أشرسي-4
 3 درجة / البقعة-25 السرطانات/  أعراض اصابة -15  خورسباط/ سرطانات-5
 1ة  درج/ الخالدية-26 بعويزة/  بداية أعراض -16 الكرك/  طماطة -6
 3 درجة / الخالدية-27   مقارنة-17 الموصل/  طماطة -7
 3 درجة / اليادودة-28  الوسية-18 الكرك/ نجان ؛ إذ ب-8
 3 درجة / الوسية-29  الربة/ سرطانات-19  صنف محلي-9

   اليادودة-20  صنف بعشيقي-10
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جاروز هلام الاعلى ) (NESF18s,NESR28s مع زوج البادئات Nested- PCR تفاعل الـ   ناتج الجزء الأول من:2الشكل 

  . من الانسجة النباتيةVerticillium dahliae المعزول للفطر DNA لـ%2بتركيز 

  
M :  100 bp DNA ladder   

 صنف نبالي -41 السادة/ بداية أعراض -31 الكرك/  كلية الزراعة -21 2 بستان / الشلالات-11 1 بستان /  بعشيقة-1
 الموصل/  منطقة سكنية -42 1درجة / سادة-32  أم حماط/ سرطانات-22 1 بستان / بايبوخت-12 2 بستان / بعشيقة-2
  جامعة الموصل-43 2 درجة / سادة-33 3 درجة / البقعة-23  صنف دكل-13  صنف أشرسي-3
 1 بستان / الشلالات-44 3 درجة / سادة-34 1رجة  د/ الخالدية-24 السرطانات/  أعراض اصابة -14  خورسباط/ سرطانات-4
  سرطانات سليمة-45 4 درجة / سادة-35 3 درجة / الخالدية-25 بعويزة/  بداية أعراض -15 الكرك/  طماطة -5
  شتلات سليمة-46  5 درجة / فاضلية-36 3 درجة / اليادودة-26  الوسية-16 الموصل/  طماطة -6
  شتلات معاملة بمبيد بيلتانول-47 الربة/  بداية أعراض -37 3 درجة / الوسية-27  الربة/سرطانات -17 الكرك/ نجان ؛ إذ ب-7
  شتلات معاملة بمبيد تشجازول-48 3 درجة / أم حماط-38 2 درجة / بايبوخت-28  اليادودة-18  صنف محلي-8
  شتلات معاملة بمبيد توباز-49 اليادودة/ ة بداية اصاب-39 3 درجة / بايبوخت-29 2 درجة / أم حماط-19  صنف بعشيقي-9

  صنف خستاوي سليم-50 2 درجة / البقعة-40 1 درجة / فاضلية-30 2 درجة / عمان-20 2 بستان / بايبوخت-10
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روز بتركيز جالاأهلام على ) (FVD , RVD مع زوج البادئات Nested- PCR تفاعل الـ  الجزء الثاني منناتج :3الشكل 

  . الناتج من التفاعل الاولDNA للـ 2%

  

 M: 100bp DNA ladder   
/  كلية الزراعة -21 2 بستان / الشلالات-11 1 بستان /  بعشيقة-1

 الكرك
  صنف نبالي-41 السادة/ بداية أعراض -31

 الموصل/ منطقة سكنية -42 1 درجة / سادة-32  أم حماط/ سرطانات-22 1 بستان / بايبوخت-12 2 بستان / بعشيقة-2
  جامعة الموصل-43 2 درجة / سادة-33 3 درجة / البقعة-23  صنف دكل-13  صنف أشرسي-3
 1 بستان / الشلالات-44 3 درجة / سادة-34 1 درجة / الخالدية-24 السرطانات/  أعراض اصابة -14  خورسباط/ سرطانات-4
  سرطانات سليمة-45 4 درجة / سادة-35 3 درجة / الخالدية-25 بعويزة/  بداية أعراض -15 الكرك/  طماطة -5
  شتلات سليمة-46  5 درجة / فاضلية-36 3 درجة / اليادودة-26  الوسية-16 الموصل/  طماطة -6
  شتلات معاملة بمبيد بيلتانول-47 الربة/  بداية أعراض -37 3 درجة / الوسية-27  الربة/ سرطانات-17 الكرك/  باذنجان -7
  شتلات معاملة بمبيد تشجازول-48 3 درجة /أم حماط -38 2 درجة / بايبوخت-28  اليادودة-18  صنف محلي-8
  شتلات معاملة بمبيد توباز-49 اليادودة/ بداية اصابة  -39 3 درجة / بايبوخت-29 2درجة / أم حماط -19  صنف بعشيقي-9

  صنف خستاوي سليم-50 2 درجة / البقعة-40 1درجة  / فاضلية-30 2 درجة / عمان-20 2 بستان /بايبوخت -10
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Molecular Diagnosis of Verticillium dahliae Kleb; the Causal 

Agent of Verticillium Wilt of Olive  
  

Ali  Kareem  Mohammed Al-Taae* and  Huda  Hazim  Wafi  Al-Taae* 

 

ABSTRACT 
 

The present study was conducted on olive wilt disease caused by Verticillium dahliae Kleb, which has 
recently distributed in Iraq and is considered as one of the most important and devastating diseases on 
olive trees in Iraq. The results of the field survey, carried out in certain regions of Ninevah province during 
the years 2004 and 2005, showed that the highest disease incidence and severity were found in Alsada 
region in 2005 and reached 48.72% and 0.29; while the lowest values were recorded in Khorsybad and 
reached 30.14% and 0.26, respectively. 
For the first time in Iraq, the Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to diagnose the different isolates of the 
pathogen using two specific pairs of primers (FVD and RVD). The PCR results showed that V.dahliae Kleb is 
the prevalent disease in Iraq which produced DNA fragment bands of 330 bp which was expected for these 
primers. The samples were also processed for detection using (NESF18s and NESR28s) primers in Nested PCR 
where these primers are used in common detection of all Verticillium spp. and the products were subjected to 
another PCR reaction using specific primers for V.dahliae (FVD and RVD) .The results of these tests confirmed  
that V.dahliae is the common species and it was detected in healthy trees (unclear symptoms), indicating that this 
test is to be used to detect the disease in its early stages. 

KEYWORDS: Olive ,Verticillium wilt,Polymerase Chain Reaction (PCR). 
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