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  دراسة الذبول الفرتسليومي على الفستق ومكافحته
  

  الرحمن الرفاعي فيصل عبد               علي كريم محمد الطائيهدى حازم وافي الطائي      

  محطة بستنة نينوى  قسم وقاية النبات

  وزارة الزراعة  كلية الزراعة والغابات

    جامعة الموصل

  

  )2010 / 8 / 16  القبول  ؛  تاريخ2010 / 5/ 20تاريخ الاستلام (
              

  الملخص

  الواسع الانتشار في العـراق     فستقأجريت هذه الدراسة على مرض الذبول الفرتسليومي الذي يصيب ال              

وتم تأكيـد   .Verticillium dahliae Kleb فطرتسبب عن الالعزل والتشخيص ان المرض يأظهرت نتائج و

 ـ      وباسـتخدام  جزيئياللتشخيص  العزل وتشخيص المسبب المرضي با      المتسلـسل   ةرـ تقنيـة تفاعـل البلم

Polymerase Chain Reaction (PCR)زوج البادئـات المتخصـصة  ذلك باستخدام، و  )FVD و  RVD (

، حيث أعطـت   V.dahliaeالفطر هو وأثبتت النتائج أن  ، V.dahliaeفطر  الـ عزلاتللتعرف على جميع

 فـي ار تأثير عدة مبيدات     بمن خلال اخت    البادئات،  هذه توقع الذي تنتجه   وهو الحجم الم   bp 330  بحجم احزم

 وأدى  فـستق شدة الإصابة أثبت المبيد بيلتانول فعاليته في مكافحة مرض الذبول الفرتسليومي على شتلات ال             

ختلفت معنويا عن سائر المبيدات، بينما كانت شـدة الإصـابة أعلـى             وا 0.21إلى خفض شدة الإصابة إلى      

  .0.64ووصلت إلى )  مبيدبأيدون معاملة  ( بالفطرالملوثةفستق  مع شتلات الضراوة

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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Study on Verticillium Wilt of Pistachio and its Control 

  
ABSTRACT 

       The present study was conducted on pistachio wilt, which recently spread  in Iraq . 
Results of isolation and diagnosis showed that the pistachio wilt disease caused by 
Verticillium dahliae Kleb. Identification  was confirmed by the  Polymerase Chain Reaction 
(PCR)  to diagnose the pathogen using a specific pair of primers (FVD and RVD). The PCR 
results showed that V.dahliae Kleb is the causative agent of pistachio wilt disease in Iraq. 
The PCR produced two fragments bands of 330 bp as  was expected for these two specific 
primers.  
      The results of chemical control indicated that the fungicide  Beltanol had  a surprising 
effect in reducing disease severity to 0.26n compared to 0.64 in the untreated samples, in 
addition to its significant effect on studied characteristics. 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

   المقدمة

    في التجارة الدولية هو الفستق الحلبي      نوعا والنوع المشهور     15 اكثر من    Pistaciaجنس الفستق   يضم        

Pistacia vera L) 1998 Padulosi, and Hadj-Hassan(.  إلـى  بالفستق الحقيقي التـابع  أيضاوالمسمى 

 النقل النفـضية المهمـة فـي العـالم ذات القيمـة الغذائيـة        أشجارمن   ) Anacardiaceae(ئلة البطمية   العا

 ثماره غنية بالزيت والبـروتين والكاربوهيـدرات والفيتامينـات          أنوالاقتصادية المهمة في هذه العائلة حيث       

 ويوسـف،   1998 وآخـرون، ابـراهيم   (  وخاصة الكالسيوم والحديد والمغنيسيوم    الأخرىوالعناصر الغذائية   

وتعد زراعة الفستق في العراق محدودة جداً على الرغم من توافر المستلزمات البيئيـة لزراعتـه                . ) 2002

وتعد مدينة الموصل من المناطق     . لتصدير ايضاً  ل على نطاق تجاري كبير لسد حاجة المستهلك المحلية ولربما        

احات واسعة ببساتين الفستق المزروعـة فـي الأراضـي           لنمو وانتشار الفستق والتي تشتهر بمس      النموذجية

 ولم يصار إلى    أراضيها أثمان أحياء سكنية بسبب ارتفاع      إلىالمحيطة بها ولكن أراضي هذه البساتين حولت        

 تتعرض أشجار الفستق للعديد من المسببات الفطرية ومنها الـذبول الفرتـسليومي             .إنشاء بساتين حديثة ثانية   

 Septoria ومرض تبقع الاوراق المتسبب عن الفطـر  .Verticillium dahliae Kleb والمتسبب عن الفطر

pistacina       وعفن الأوراق المتسبب عـن الفطـر sp. Cladosporium)    ،ويعـد الـذبول     ).2001بياعـة

 من الأمراض المنتشرة فـي العـالم التـي          V.albo–atrum و   V.dahliaeالفرتسليومي المتسبب عن الفطر     

Faisal  A.  Alrefaae Huda  H.  Al-Taae      Ali  K.  Al-Taae  
Ninevah Horticulture Station  Plant Protection Department  of        
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 , Engelhard  ;    Issac, 1967   ;  1981 , 1957   (من النباتات الاقتصادية والأدغـال  تصيب العديد 

Schnathorst (تم تسجيل اول اصابه للفستق  بفطرالـ V.dahliae 2004 كاليفورنيـا   في1950 في عام)  

(Mohammadi et al., ـ   ي العـالم ويسبب هذا المرض أحد أهم المشاكل التي تواجه زراعة أشجار الفستق ف

)Michailides et al., 1995     و Epstein et al., 2004  (، من الفستق تـدريجيا  أصناف ةتم تعريض ثلاث 

فـي   ةولاحظ زيادة معنوي V. dahliae قبل او بعد حقن الجذور بمحلول الكونيديا  لعزلات الـ للشد الملوحي

 زادت .V.   dahliaeتداخل بين الملوحه والـر ومن الفي الجذوالفطر ومستعمرات ) العقل(نمو السرطانات 

صـوديوم فـي جميـع       / بوتاسيوم     ولكنها قللت من نسبة   . كيز عناصر الصوديوم والبوتاسيوم والكلور    اتر

 زيادة and Mohammad Banihashemi1, (2008)   ولاحظ)  ,.Mohammadi et al 2007 (السرطانات

  .نسبة  كلوريد الكالسيوم في الزراعة المائية لشتلات الفستق بالذبول الفرتسليومي عند انخفاض الإصابة

ونظراً لندرة الدراسات في العراق حول هذا المرض ولشدة إصابة شتلات الفستق به ارتأينا القيام بهذه                      

عزل المسبب المرضي وتشخيصه باستخدام الطرائق التقليديـة وكـذلك اسـتخدام            الدراسة والتي تهدف إلى     

 Polymerase بإتباع تفاعل البلمرة المتسلسل DNA الجزيئية على مستوى الحامض النووي ةحيويتقنيات ال

Chain Reaction (PCR).  

  مواد وطرائق العمل

   وتشخيصه عزل المسبب المرضي

لغرض عزل   نينوى   بستنه محطةمن   المصابة الى المختبر     والأوراق الأفرعجلبت عينات عشوائية من           

  :الآتيةي وتم العزل وفقا للطريقة المسبب المرض

 صغيرة  أجزاء إلىسطة مشرط معقم    ا المصابة بماء جار لمدة نصف ساعة ثم قطعت بو         الأجزاءغسلت        

ثلاثة ت الصوديوم لمدة    يهايبوكلورا% 1 سم وعقمت القطع سطحيا بغمرها في محلول         0.5 أبعادهاتتجاوز   لا

 الكمية الزائدة من محلـول هـايبوكلورات        لإزالةاء مقطر معقم     رفعت القطع من المحلول وغسلت بم      ،دقائق

الصوديوم، جففت القطع بين ورقي ترشيح معقمة، زرعت القطع كل على حدة في اطباق بتري معقمة حاوية                 

 2 و ايثـانول  3سم 5 غم سكروز و 7.5والمتكونة من ) Selective media (الاختياريعلى الوسط الغذائي 

 غم كبريتات   0.01 و غم فوسفات البوتاسيوم     1و غم كبريتات المغنيسيوم المائية      0.5 و غم نترات الصوديوم  

 غم اكار 20فينيكول و م غم كلورا1و Penta Chloro Nitro Benzene (PCNB)  غم0.05 والحديد المائية 

)1975.,  Aushor et al ( ـ كل من الايثانول والمـضاد الحيـوي امب  إضافة جرتوبعد تعقيم الوسط  سيلين ي

سـيليزية لمـدة    ه2 ± 20لتر لمنع نمو المستعمرات البكتيرية حضنت الاطباق على درجة          / ملغم 100بمعدل  

فحصت النموات الفطرية النامية حول القطع المعزولة، ثم نقي الفطر المعزول بطريقة عزل طرف              . أسبوعين

   ,1965Smith(فطر وفق المفتاح التصنيفي المعد من قبل   وشخص الHyphal tip method) (الهايفا النامي

;1967Isaac,  . (  
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   Verticillium dahliaeالتشخيص الجزيئي للفطر  

الكـرك فـي المملكـة الأردنيـة       /تم تنفيذ هذه الدراسة في مختبرات التقنيات الحيوية في جامعة مؤتة                  

  .الهاشمية

  

    البيئة الغذائية على ىنمم الرمن الفط    DNAالـعزل الحامض النووي 

 وشتلات الفستق المصابة أشجار والتي سبق عزلها من V. dahliaeعزلات من الفطر ) 6(استخدام تم       

من محافظة نينوى نميت هذه العزلات على البيئة المتخصصة لمدة سبعة ايام ولغرض عزل الحامض النووي 

 على بسيطةمع تحويرات ) CTAB  )1985 , and Bendich Rogersستخدام طريقة الـتم ا  DNAالـ

 من ةمن دون أخذ أي كمي ة معقمةبإستخدام شفر  للفطر  قشط النمو الميسليوميوتضمن  طريقة العزل

 تتم. بوجود النتروجين السائل م طحن النموث  في هاون خزفيتغم من النمو ووضع0.2اخذ الأجار و

الموضوع في درجة  ) Extraction buffer (الاستخلاصول  من محل3سم 1.5 بإضافةمجانسة المحلول 

  . ويتكون هذا المحلول منمئوية 65 حرارة
50 mM Tris-HCl [PH8], 700mM NaCl, 10mM EDTA [Ethylene Diamine Tetra Acetic acid, 
(Disodium salt], 2% CTAB [Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide], 0.2% [v/v] 2-
Mercaptethanol, and 0.4% [w/v] polyvinylpolypyrrolidone ). 
 

 تم ة دقيق15ولمدة   ،ليزيةيس 70-65 الحمام المائي المتحرك على درجة الى المزيج نقل بعد ذلك       

 باستخداموتم مزجه جيداً  )1 : 24(بنسبة  Chloroform : Isoamylalcoholمن   ميكروليتر600إضافة 

 /ةدور14000 جهاز الطرد المركزي وعلى سرعة إلى الأنابيب نقلت ثم Vortexجهاز المزج الكهربائي 

  العلياالطبقة احتوت الأخرى في الجزء السفلي للأنبوب بينما الخلية جرى ترسيب البروتينات ومكونات ةدقيق

طرد دقائق من عملية الخمس  بعد المائية الطبقة في الذائبة على الحامض النووي مع بعض المواد )الرائق(

   وحفظ  Isopropanol ميكروليتر من الـ600 أنبوب جديد يحوي على إلىالمركزي تم نقل الجزء العلوي 

الطرد تم إجراء  DNA الـخيوط بسيطة من تم الحصول على و ة لمدة نصف ساعسيليزية 20o-على 

 م غسلها بـدقيقة لمدة خمس دقائق للتخلص من الرائق ث /ة دور14000المركزي على سرعة 

ة  جهاز الطرد المركزي لمدة دقيقإلى  نقلت الأنابيبثم المبرد% 70من الايثانول ) مل1(ميكروليتر 1000

ثم جرت ، ن للسماح للهواء بتجفيفهاي لمدة ساعتمائلة) ميكروتيوب( أنابيب توترك سكب الايثانول تم وبعدها 

 10mM Tris ,1mM (TE bufferميكروليتر من  50  البيضاء اللون فيDNAالـ) قطعة(كرة اذابة كل 

EDTA , PH8   ( ميكروليتر من أنزيم3تم اضافة خمسة عشر دقيقة لمدة  سيليزية 70على درجة حضنت  

حضنت الأنابيب و، دقيقةخمس واربعين لمدة  سيليزية 37 حرارة درجة ىالأنابيب علحضنت  وRNaseالـ 

  .ليزيةيس 20-على درجة 
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   PCR(  Polymerase Chain Reaction( المتسلسل ةتفاعل البلمر 

  V.albo-atrum والنوع  V.dahliae بـ ة الخاصالبادئات باستخدام  PCRتم عمل تفاعل الـ   

 في البادئات المستخدمةكل زوج من ول )1(التي يبينها الجدول ) لغرض التعرف على نوع المسبب المرضي(

 طريقة وفقاً ل PCR الـ  وتم إجراء تفاعلإنتاجها المتوقع الحزمة وحجم ة الخاصةمع صفاتوتفاعل ال

(Sambrook et al.,  1989)   لاتي ميكروليتر وكا25 وبحجم نهائي طفيفةمع تعديلات:   

  
1XPCR buffer** 

0.2mMdNTPs * 
25mMMgCl2 

0.25mMFVD Primer 
0.25mMRVD Primer 

1 unit Taq Polymerase 
5%Formide 

50ngDNA Template 
12.6 µLWater 

25 µLTotal 
  * (dTTP, dCTP, dGTP, dATP). 
  **(500mM KCl,15mM MgCl2,100mMTris-HCl[PH9at25c] and 1%Triton X-100). 

  

  .Verticillium spp للكشف عن الفطر استخدامها بعض الصفات الخاصة بالبادئات التي تم  1 :الجدول 

  

اسم 

 البادئ

درجة حرارة 

 الالتحام
  النيوكليتدات منتسلسل

5′ to 3′  
 موقع البادئ

حجم الحزمة 

التي ينتجها 
(bp) 

 خصوصيته

FVD 59.5 GGTCCATCAGTCTCTCTG Nuclear 
ITS1 

RVD 59.5 TCCGATGCGAGCTGTAAC Nuclear 
ITS1 

  للكشف عن 330
V.dahliae 

FVA 53 GGTACATCAGTCTCTTTA Nuclear 
ITS2 

RVU 66.7 GCGGGACTCCGATGCGAG Nuclear 
ITS2 

337 
  للكشف عن 

V.albo-
atrum 

  

 ـ) Promega) Madison,WI,USA من شركة    PCRتم شراء مكونات تفاعل الـ              DNAواستخدام ال

 حيـث  ةمقارنوسيلة ستخدم ا  DNA الـ الخالي من السالبالمعزول من الفطر والأنسجة النباتية، وان الماء 

 بوصـفه  يستخدم في كل تفاعـل فهو  DNA قالب الـ باستثناءاعل  كان الماء يحتوي على جميع مكونات التف      
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 معلمـة    3مس 0.2، وضعت مكونات التفاعل في أنابيب خاصة سعة         DNAحتمال تلوث محلول الـ     لامؤشر  

  .لكل عزلة من العزلات المستخدمة 

 ـ         )Eppendorf Master   Cycler )Hambrug,Germany مـن نـوع   PCR تم برمجة دورات الـ

  :الاتيك

1-T=94oC  2   ولمدةmin 
2-T=94 oC     30sec 
3-T=56 oC     30sec 
4- Ramp     0.3c/sec     بالتدريجالحرارةتستعمل لرفع 
5- T=72 oC     30sec 
6- Go To     Step 2           40Cycles 
7- T=72 oC     3min 

  ية لحين فحصها على جهاز الهجرة الكهربائية  سيليز4وبعد الانتهاء من التفاعل حفظت الأنابيب على درجة 

 باستخدام )Bio-RAD, USA( من شركة DNA Gel Electrophoresisة  الكهربائيالهجرة جهاز استخدام تم

، تـم  Tris-Borate-EDTA)(المتكـون مـن    0.5X TBE bufferفي  المذاب%  2  الاجاروز بتركيزهلام

ئق لحين ذوبان الاجاروز تماماً ويبدو المحلول بـشكل رائـق،            دقا 4-2تسخينه في جهاز المايكروويف لمدة      

 3مس 100/ميكروليتر 5 بتركيز Ethidium bromide  الـ وترك المحلول ليبرد قليلاً ومن ثم إضافة صبغة

صـب  .   على جهاز الاشعة فـوق البنفـسجية  DNAوذلك للتمكن من رؤية الـ ) Sigma , USA (أجاروز

 30-20 ثم الانتظار لمـدة      Comb بجهاز الهجرة الكهربائية وتم وضع الأمشاط        الهلام في الصينية الخاصة   

وضـعت   ،Wellsدقيقة لغرض تصلب الهلام وبعدها تم إخراج الأمشاط من الهلام لتترك مكانهـا فتحـات                

الـى حـد    الذي تم إضافته  TBE 0.5Xالصينية في صندوق جهاز الهجرة الكهربائية المملوء بمحلول الـ 

  ,% 6X Loading dye )Bromophenol Blue 0.25 ميكروليتر من صبغة الــ  5  تم إضافة.هلام تغطية ال

Xylene Cyanol 0.25 % , Sucrose  40 %,  EDTA, PH=8 2.5ml of 0.5M ( الــ    من أنابيبأنبوبلكل

PCR في التفاعل وخلطها مع ناتج الـالداخلة PCR  ة كل أنبوب  ميكروليتر من10 أخذ وتم بتحريك الأنابيب

حجـم   Size marker وراثيالمعلم  فضلا عن وضع الWell الهلام حفرفي  هاووضعمن العزلات المستخدم 

في بدايـة   المعزول في كل فتحة  DNAميكروليتر من الـ  10ثم حقن ) 1Kb ) Promega قاعدةكيلوواحد 

  من شركةMicrocomputer Electrophoresis  Power Supplyة الكهربائيالهجرة جهاز هلام تم تشغيلكل 

)Bio- RAD, USA(  كاميرا من نوع  سطة ا بوالهلام تصوير تم، دقيقةتسعين  فولت ولمدة 100على فولتية

Hand Polaroid Camera  بإستخدام أفلامPolaroid  667 أبيض وأسود ذات الرقم  
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     اختبار القدرة الامراضية

وتم اختبـار القـدرة الامراضـية للفطـر          لمحطة بستنه نينوى   ةلتابع ا الظلة الخشبية نفذت التجربة في          

V.dahliae      حضر المعلق من الوحدات التكاثرية       ا يوم 20ولمدة   بعد تنميته على الوسط الغذائي المتخصص ، 

 المستعمرات الفطرية النامية على الوسط الغذائي ووضـعت         أخذت، حيث   مل/ بوغ   6 10× 1للفطر بتركيز   

 ماء مقطر معقم واجري الخلـط علـى         إليها وأضيف% 70بائي سبق تعقيمه بكحول الايثانول      في خلاط كهر  

 دقائق رشح المعلق البوغي من خلال قطعة قماش من الموسلين وضبط تركيز الابواغ              5السرعة البطيئة لمدة    

 ـ     صـنف  الفـستق  وتم إجراء العدوى الاصـطناعية لـشتلات         Haemocytometerبإستخدام شريحة العد ال

 زراعتهـا فـي     ت تم  إذ الإصابةوبعمر سنتين والخالية من     ) حصل عليها من محطة بستنة نينوى     ( عاشوري

لمدة ساعتين وتم عدوى الـشتلات بواقـع        ) المؤصدة(عقام  لم زراعية حاوية على تربة سبق تعقيمها با       أكياس

 الشتلة الواحدة وبعمق     خلال اربعة ثقوب حول    الأكياس لتربة   وأضيفتمل من المعلق البوغي لكل شتلة       100

استخدمت خمـس    .قبـ من الوسط الغذائي المتخصص في كل ث       3مس 3 بقطر    أقراص 10 إضافةسم مع   10

 وتـم   الإصـابة  أعراض للمقارنة ووضعت تحت المراقبة لحين ظهور        أخرى  شتلات شتلات وتركت خمس  

 التـي   الأعـراض  مع   عراضالأكما قورنت    الأول عزل الفطر من الشتلات المصابة وقورنت بالفطر         إعادة

  . المسح الحقلي تحقيقا لفرضيات كوخالأشجار أثناءو  الشتلاتشوهدت على

    بالذبول الفرتسليوميالإصابة فيتأثير بعض المبيدات الكيميائية 

 الإصـابة والخالية مـن     محطة بستنه نينوى   بعمر سنتين في     عاشوري  صنف الفستقتم تهيئة شتلات          

 الـشتلات   لقحـت  كغم تربة وحاوية على تربة سبق تعقيمها بالمعقام،          3الزراعية سعة   وزرعت في الاكياس    

شتلة كمـا  / مل  100وبواقع  3مس/ بوغ  6 10×1بتركيز  V.dahliae فطر الابواغ خليط من عزلات بمعلق 

  .ذكر سابقا

 خمـس طاع الواحد    وفق تصميم القطاعات العشوائية الكاملة وبثلاث قطاعات ضم الق         علىنفذت تجربة         

  :معاملات وبواقع خمس شتلات لكل معاملة واستخدمت المعاملات الاتية

          لتر/غم3-2 وكورزيت بتركيزلتر/غم1وبيوكونت وبتركيز .لتر/3سم1.5وبتركيز  بيلتانول

 ـ  V.dahliaeمعاملة ملوثة بـالفطر      و  مع عدم استخدام المبيدات     V.dahliaeمعاملة غير ملوثة بالفطر       ع  م

  .عدم استخدام المبيدات

محلـول  فـي    ولمدة ثلاث دقائق     الفستق غمر المجموع الجذري لشتلات        ةواستخدمت المبيدات بطريق        

تمـت   . دون تلويـث للمقارنـة     أخرىوتركت مجموعة    الإصابةوتمت ملاحظة ظهور     المبيدات ولكل شتلة  

 بوضع مقياس لدرجة    الإصابة حيث تم تقدير شدة      درجة الإصابة تقدير   وتم    الإصابة أعراضملاحظة ظهور   

   :كالأتي الشتلات إصابة
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  طبيعة النبات  درجة الإصابة
  )توجد إصابة لا(نبات سليم   0
  من المجموع الخضري % 50-1ذبول   1
  من المجموع الخضري  %100-51ذبول   2
  ذبول المجموع الخضري بكامله ولازال الساق أخضر  3
  نباتات ميتة  4

  :الآتية   MicKenny, 1923    حسب معادلةالإصابةن ثم حسبت شدة وم

  )درجتها × المصابة تلاتعدد الش(مجموع                         

         ـــــــــــــــــــــ = الإصابةشدة         

   درجةاعلى × العدد الكلي للشتلات                           

 الإصـابة  العدوى وبعد شهرين من تنفيذ التجربة كـذلك حـسبت شـدة       أثناء   الشتلات  وحسب ارتفاع      

أما القـراءة الثانيـة    ،ارتفاع الشتلات المصابة، فضلا عن حساب معدلات الزيادة في         للأفرعوالنسبة المئوية   

متوسـطاتها   واختبـرت    إحصائيا حللت النتائج    أعلاهفكانت بعد شهرين من القراءة الأولى وحسبت الصفات         

  .بطريقة دنكن

  النتائج والمناقشة

   المسبب المرضي وتشخيصهعزل 

 Verticillium dahliae ـال  هوالفستقأظهرت نتائج العزل المختبري ان الفطر المسبب للذبول على        

Klebاذ ظهر بصورة نقية واتصف الفطر بالمواصفات الاتية :  

ية بيضاء اللون تحولت بعدها الى اللون الداكن ومن ثم          ظهرت جميع مستعمرات الفطر النامية في البدا             

والحوامل البوغية مستقيمة وشفافة    ،   وحافات مستعمرات الفطر تكون فاتحة بصورة مستمرة       الأسودالى اللون   

 × 35-15متوسط ابعادهـا    بلغ   فاليدات موزعة سواريا على الحامل       4 – 3ومقسمة بجدر مستعرضة تحمل     

 × 3.5 – 2.00  خلية واحـدة بأبعـاد  منالكونيدية شفافة متطاولة أو بيضوية مكونة    الابواغ  و ميكرون   1-3

 11 × 35 – 11 ميكرون والاجسام الحجرية داكنة اللون تتكون من خلايا كروية الشكل ابعادها             3.5 – 1.2

   ) 1967(  و    Smith ,  )1965(  هذه المواصفات مقاربة للمواصفات الموضوعة من قبـل          ن ميكرو 190 –

Issac, وهذه النتيجة تتفق مع كثير من الباحثين الذين ذكروا أن المرض يتسبب عن الفطر V.dahliae  
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  التشخيص الجزيئي باستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل
Polymerase Chain Reaction (PCR) 

وتحليـل  ) RVD,FVD( أظهرت نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل باستخدام زوج البادئات المتخصـصة                

أدى إلـى ظهـور   )   Sambrook et al ,. 1989% (2 الاجاروز بتركيز باستعمالناتج الهجرة الكهربائية 

وهذا هو الحجم المتوقع الذي ينتجه هـذا  ) 1الشكل  (bp330 حزم لجميع العزلات الداخلة في التفاعل بحجم

الـسابقة فـي    النتـائج  تؤكدو . V .dahliaeهو  الزوج من البادئات وهذه النتيجة تؤكد أن الفطر المعزول 

  .Fusicoccum sp وتم عزل وتشخيص العديد من المـسببات المرضـية ومنهـا الفطـر     .تشخيص الفطر 

 PCR)  , Michailides تقنيـة      وباسـتخدام  على اشجار الفـستق      translucens  Xanthomonas وبكتريا

  et al   .(Facelli ,.  2005   و 1995

 مما يؤشر على وجود تباين المختلفة العزلات بين الحزم في حدة اًتنوع هناك أن مما سبق ويلاحظ       

  DNA  الـباستثناء التي تحتوي على جميع مكونات التفاعل المقارنة معاملة  أن وأيضاً يلاحظ،اوراثي بينه

لم تظهر أي حزمة ، في حين عدم حصول أي تلوث أثناء العمل في التفاعلعلى  يدللم تعط أي حزمة وذلك 

 Reverse Verticillium UniversalوForword Verticillium alb-atrum  عند استخدام زوج البادئات

)FVA و RVU ( المتخصصة للفطرV. albo-atrum اًحيث يعد البادى عام )والتي تنتج حزمة ) 1الجدول

DNA بحجم bp3372الشكل (دمة في الدراسة  وهذا يؤكد عدم تواجد الفطر ومع جميع العزلات المستخ .(  

  

  

  
  

    Verticillium dahliae فطر للةمع زوج البادئات المتخصص PCRتفاعل  ناتج   1:الشكل 

FVD , RVD)                 (  2جاروز بتركيز لاأهلام على%  M=  DNA ladder  

   معاملة المقارنة-Verticillium dahliae  7  عزلات الفطر1-6            
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   Verticillium albo-atrum فطر للةمع زوج البادئات المتخصص PCR تفاعل ناتج : 2الشكل 

 FVA , RVU)              ( 2جاروز بتركيز لاأهلام على%   M=  DNA ladder  

   معاملة المقارنة-Verticillium dahliae  7  عزلات الفطر1-6           

  

  اختبار القدرة الامراضية

رتها، كمـا   ا نض ت وفقد الأوراق لون   احيث خب هرت أول أعراض المرض على الشتلات بعد شهرين         ظ      

 الفرع المصاب بلون    أوراق عنقها وظهر مجموع     ىلتوا على نفسها طوليا و    تلتفاتجعد سطحها العلوي قليلا و    

 تـدريجيا حتـى    فتصفرالإصابة وشحوبها مع تقدم الأوراق التي تبدو بهذا اللون ويزداد ذبول   اخضر مصفر 

من خـلال   Verticillium dahliae وقد تم الحصول على الفطر  التامMohammadi et al., 2004) (الموت

 مما يعزز العلاقة بين المرض ومسببه كمـا وردت فـي الأعـراض              إعادة عزل الفطر من الأفرع المصابة     

   .أعلاه

    بالذبول الفرتسليوميللإصابة وية شدة الإصابة والنسبة المئفيتأثير بعض المبيدات الكيميائية 

 شدة الإصابة أثبت المبيد بيلتانول فعاليته في مكافحـة مـرض            فيار تأثير عدة مبيدات     بمن خلال اخت        

ختلفت معنويا عن سائر    وا 0.21 وأدى إلى خفض شدة الإصابة إلى        فستقالذبول الفرتسليومي على شتلات ال    

)  مبيـد  بأيدون معاملة    ( بالفطر الملوثةفستق  على ضراوة مع شتلات ال    المبيدات، بينما كانت شدة الإصابة أ     

 وتتفق هذه   )السليمة دون وجود للفطر أو المبيد     ( غير الملوثة    فستق   بالقياس مع شتلات ال    0.64ووصلت إلى   

 بأن استخدام المعاملات بيلتانول بطريقة غمر للـشتلات       ) 2007 (يوالطائ) 2006( النتائج مع ما ذكرهُ قاسم    

أظهرت فاعليتها في تقليل نسبة الاصابة بموت البادرات وتعفن الجذور الفيوزاريومي على الباقلاء وخفـض               

  .الذبول الفرتسليومي على الزيتون  بشدة ونسبة الإصابة

بينما كان أقل    ، 0.32 في المرتبة الثانية وانخفضت شدة الإصابة ووصلت إلى          وكونتيفيما حل المبيد ب         

والذي اختلفت معنويا عن معاملة المقارنة      كورزيت  الإصابة بالممرض هو المبيد     الحد من   تأثيرا في   المبيدات  

  . )2 الجدول( 0.35الملوثة بالفطر وبلغت شدة إصابتها 
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  . تأثير بعض المبيدات في شدة الإصابة بالذبول الفرتسليومي لشتلات الفستق وللقراءتين: 2الجدول  
 

 الإصابةشدة 

  المعاملات
 القراءة الاولى

القراءة 

 الثانية

 تأثير المعاملات

  د0.21  هـ0.26  و0.16 بيلتانول

  ج0.32  د0.38  هـ0.25 بيوكونت

  ب0.35  ج0.45  هـ0.24 كورزيت

  أ0.64  أ0.79  ب0.49 ربالفطمقارنة ملوثة 

  هـ0.00  ز0.00  ز0.00 ملوثة بالفطر مقارنة غير

   أ0.28   ب0.23 تأثير القراءات

   حسب اختبـار    0.05الحروف المختلفة تدل على وجود فروق معنوية بين المعاملات عند مستوى احتمال             * 

  .دنكن متعدد الحدود

  

لمبيد بيلتانول تفوق معنوي ل) 2( يلاحظ من الجدول  المبيدات والقراءتينمن تأثير التداخل الثنائي بين    

 بالقياس مع شتلات وللقراءتين على التوالي 0.26 و0.16 أدناها في خفض شدة الإصابة ووصلتوللقراءتين 

فيما حل    التواليعلى للقراءتين 0.79 و 0.49ووصلت إلى )  مبيدبأيدون معاملة ( بالفطر الملوثة فستق ال

 0.38 إلى معنويا ووصلت الأولىالقراءة الثانية على  في حين تفوقت  في المرتبة الثانيةيوكونتالمبيد ب

  .الأولى للقراءة 0.25قياس مع بال

أما من حيث تأثير المعاملات في النسبة المئوية للإصابة فنلاحظ عدم وجود فروق معنوية بين المبيدات                     

 نستنتج بان استخدام المبيدات لم تصل أي منها الـى مرحلـة             .)3 الجدول(ومعاملة المقارنة الملوثة بالفطر     

صـابة  للاالذبول الفرتسليومي، وتباينت شدة الاصابة والنسبة المئويـة          بمرض   الإصابةالقضاء الكامل على    

 ; Karajeh ,  1997   ;   1992 ،وآخـرون طويـل  (ولجميع المبيدات وهذا يتفق مع العديد من الباحثين 

 نلاحظ أن جميع المبيدات المستخدمة لم تحقق النتيجة المرجوة في الحد من الإصابة بمرض               .)2007الطائي ، 

صابة مما يعمل على عـدم حمايـة        للال الفرتسليومي بشكل جيد سواء في شدة الإصابة والنسبة المئوية           الذبو

   .تمكن المسبب المرضي من متابعة نشاطه وحيويته في التربة وبالتالي الشتلات من الإصابة

-Al(ومي  يرتـسل فالويؤكد هذه النتيجة العديد من الباحثين في عدم فعالية المكافحة الكيميائية لمرض الـذبول               

Ahmad ،19931997   و ,  Karajeh 2001  و, Rouse and Hudelson ، 2007والطائي(.  
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   تأثير بعض المبيدات في معدل الزيادة في ارتفاع شتلات الفستق والنسبة المئوية للإصابة بالذبول : 3الجدول

  .الفرتسليومي 

  

 بةللإصا% 

 المعاملات
  معدل الزيادة

القراءة  )سم (في الارتفاع

 الأولى

القراءة 

 الثانية

تأثير المعاملات

  أ90.0  أ100  ب80.0  أ10.14 بيلتانول

  أ92.5  أ100  ب85.0  ب6.67 بيوكونت

  أ90.0  أ100  ب80.0  ب7.00 كورزيت

  أ92.5  أ100  ب85.0  ج5.72ربالفطمقارنة ملوثة 

ملوثة  مقارنة غير

 بالفطر

  ب0.00 ج 0.00  ج0.00  أ10.07

   أ80.0   ب66.0 تأثير القراءات

   حسب اختبـار    0.05الحروف المختلفة تدل على وجود فروق معنوية بين المعاملات عند مستوى احتمال             * 

  .دنكن متعدد الحدود

  

 10.14فـستق    زيادة في معدل ارتفاع شتلات ال      أعلى أعطىيتضح ان المبيد بيلتانول     ) 3(جدول  من ال       

، في  حين    )السليمة دون وجود للفطر أو المبيد     ( غير الملوثة    فستق   مع شتلات ال    لم يختلف معنويا   والذيسم  

 سـم   6.67 و   7.0 شتلاتال معدل زيادة في ارتفاع      يااعطوبالمرتبة الثانية   ن كورزيت وبيوكونت    اجاء المبيد 

 وربمـا   ،  سم 5.72 فبلغت   لفطر با  الملوثة فستق بينما نلاحظ اقل معدل زيادة كان مع شتلات ال         ،على التوالي 

ترجع كفاءة المبيد بيلتانول الى ان هذا المبيد من المبيدات الفطرية التي لها فاعلية ضد نمو فطريات التربـة                   

ل  يصعب امتصاصه من قب    اً معقد اًالممرضة اذ ترتبط المادة الفعالة كينوسول مع العناصر الثقيلة وتكون مركب          

للمسبب المرضي الحصول على احتياجاته الضرورية للنمو وبالتالي يقضي         يمكن    وبذلك لا  المسبب المرضي 

  .)2002الجبوري،  (على المسبب المرضي
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