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 مقدمه

 ، گییاهیییاناز خانواده زنیق (.Crocus sativus L)زعفران 

 .(Negbi, 2003) دارای بنه اسیتو بدون ساقه  ،علفی، چندساله

در برخی نقا  دنییا ماننید اییران، هنید،  از قدیماین گیاه  کشت

را  هیاندرصد از زعفران ج 91ایران و ایتالیا و یونان متداول بوده 

هیزار  5998تن زعفیران در سیال از  915بیش از  کند.میتولید 

در  آن بخیش اعظیمهکتار مزارگ آبی کشور برداشت گردیده که 

تولییید شییده اسییت  های خراسییان رضییوی و جنییوبیاسییتان

(Anonymus, 2014) . یکی از عوامل تأثیرگذار بر رشد و میزان

محصییول زعفییران، بیمارگرهییای قییارچی، باکتریییایی و نماتییدی 

 قیارچی هایتیاکنون گونیه. (Ahrazem et al., 2010)هستند 

در سرتاسیر جهیان میزارگ زعفیران  زیادی توسط پهوهشگران از

های قارچی بر روی گیاه گونهینازابرخی که  اندگردیدهجداسازی 

زا و برخی دیگر، فقط بخشی از میکوفلور زعفران زعفران بیماری

 اند.بوده

گونیه دارد  071( بییش از .Alternaria spp) یاآلترنارقارچ 

 هیای گییاهی، گونیههیا و بافتکه گونیه غالیب در اکثیر خیاا

 A. alternate  .گونه گسترش جهانی داشیته و غلیا ، ینااست

گیاهان زینتی، روغنی، سیزیجا  ازجمله کلم بروکلی، بادمجیان، 

هیایی ماننید فرنگی، لوبییا و میوهزمینی، گوجهفلفل، هویج، سیب

 Droby)د دهیقرار می تو  و هلو را مورد حمله مرکیا ، سیب،

et al., 1984; Akimitsu et al., 2003; Simmons, 

های سییز هیا و قسیمت. آلترناریا با ایجاد لکیه روی برگ(2007

 ,Woudenberg)شود گیاه و کاهش فتوسنتز باعث بیماری می

-متییلهیای سیلولاز و پکتیین. این قارچ بیا تولیید آنزیم(2015

-دیواره سیلولی را تجزییه کیرده و بیا تولیید اسیید گالاکتوروناز،

سلول میزبان را از بین برده، مواد غذایی موردنیاز خود آلترناریک، 

 .Aهیایپاتوتییپگیردد. را جذب کرده و روی میزبان تکثییر می

alternata  های اختصاصیی های تولید توکسینبه علت توانایی

 ,Templeton)میزبان، دامنه میزبانی مشخ  و محدود دارنید 

زا بیوده و یمیاریب ییرغهای این قارچ نیز برخی از جدایه .(2013

هیای ساپروفیت یا انیدوفیت روی سیطح و درون بافت صور به

 نمایند. گیاهی رشد می

های ایین قیارچ کیه تیاکنون از گییاه زعفیران یکی از گونیه

 راج و همکیاراناست.  A. alternateجداسازی شده است گونه 

(Raj et al., 2013)  مزارگ های قارچی اندوفیت گونهی بررسدر

های قیارچ آلترنارییا را همیراه ، گونههند منطقه کیشتوارزعفران 

های قیارچی ماننید ریزوکتونییا، فوزارییوم، فیتیوفترا، دیگر گونیه

سیلیوم را از خیاا و بافیت زعفیران جداسیازی  تریکودرما و پنی

. به استثنای مطالده فوق کیه بیشیتر (Raj et al., 2013) کردند

-بر مینای اثر عصاره زعفران بر قارچ آلترناریا بوده و نیه بیمیاری

زایی ایین قیارچ روی مارییبها، مطالده دیگری در مورد زایی آن

زایی دیگییر یمییاریبگیییاه زعفییران صییور  نگرفتییه اسییت ولییی 

های قیارچی در کشیورهای دارای میزارگ زعفیران مطالدیه گونه

 .اندشده

 یلهوسیبهپوسیدگی بینفش زعفیران  5985زادوکس در سال 

را از اسییپانیا گییزارش کییرد  Rhizoctonia violaceaeقییارچ 

(Zadoks, 1981) . گونییهMacrophomina phaseolina 

هیای زعفیران در فاصیله درصید کورم 81تا  91عامل پوسیدگی 

 هییایی از هندوسییتان بییوده اسییتبخش در 91-5989های سییال

(Thakur et al., 1992) . گونیهFusarium oxysporum f. 

sp. gladioli  ی مدرفیعامل پوسیدگی کورم زعفران در اسیپانیا

حسین و دوی . (Di Primo & Cappelli, 2000) اسیتشیده 

(Hassan & Devi, 2003) فوزاریوم، پنیی جنسهایی از گونه-

را عامل پوسیدگی کورم زعفیران در منطقیه  سیلیوم و ریزوکتونیا

 (Wani & Dar, 2004)کشمیر هند تشخی  دادند. وانی و دار 

  F. solaniو  F. moniliforme ،F. oxysporum سه گونیه 

انید. عامل پوسیدگی کورم زعفران در کشمیر هند مدرفی کرده را
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پوسیدگی اسیکلروتیومی کیورم  عامل Sclerotium rolfsi قارچ

رود هیایی از کشیور هندوسیتان بیه شیمار مییزعفران در بخش

(Kalha et al., 2007) .نوربخش و همکاران (Noorbakhsh 

et al., 2009) های آسییپرژیلوس مولیید تدییداد زیییادی از گونییه

کیه  انیدکیردهایران جداسیازی در آفلاتوکسین را از گیاه زعفران 

را کیورم زعفیران بر روی پوسیدگی ایجاد  ها تواناییآن برخی از

تدیدادی  (Ahrazem et al., 2010)اهرازم و همکیاران  .داشتند

اند های قارچی را از گیاه زعفران در اسپانیا جداسازی کردهاز گونه

زا بودنید. زا و برخی دیگر غییر بیمیاریها بیماریکه برخی از آن

 (Mohammadi & Amini, 2015)محمیییدی و امینیییی 

 عنوان ییکبیهرا  Acrostalagmus luteoalbusهای جداییه

چهییار گونییه  (Najjar, 2016)نجییار زا و بیمییاریغیییر قییارچ

زعفیران در شیرق  میکوفلیور ازآسپرژیلوس مولد آفلاتوکسیین را 

  اند.ایران جداسازی نموده

در حال حاضیر بیمیارگر مهیم میزارگ  A. alternataقارچ  

زعفران نیوده و از نظر اقتصادی، از میزان خسار  آن در میزارگ 

زعفران آماری در دست نیست ولی در صور  بالا بودن رطوبیت 

های محیطی که به این گییاه ، گسترش آفا  و بروز تنشمزرعه

و در  شدهفراهمزنند، شرایط برای گسترش این قارچ یمخسار  

زایی، خسار  اقتصیادی بیه بیار صور  دارا بودن قدر  بیماری

پهوهشییی در خصییوص  تییاکنونکییه ییجاآن از خواهیید آورد.

 خصیوصبهو بر روی گیاه زعفران در ایران  گونهینازایی بیماری

بررسیی  هدف بادر شرق کشور صور  نگرفته است، این تحقیق 

هیای مختلیف گییاه زعفیران در زایی آن بیر روی بخشبیماری

 شرایط آزمایشگاه و گلخانه انجام شد.

 

 هامواد و روش

 بردارینمونه

، شییامل بیرجنییددشییت منییاطق مختلییف در  بردارینمونییه

ی خوسییف و هانشهرسییتایی از هییابخششهرسییتان بیرجنیید و 

رنیگ های تیرهکیه لکیههیای گییاهی سربیشه، از خیاا و بافت

 انجام گرفت. ،مشکوا به آلودگی توسط جنس آلترناریا را داشتند

پس از ضیدعفونی  از بافت گیاهی، جداسازی قارچ عامل بیماری

 5مید  بیه درصد 51وایتکس وسیله به های آلودهبافت سطحی

زمینی کشیت عصیاره سییب ی محییطروهیا آنو کشیت  دقیقه

 صییور  گرفییت (Potato Dextrose Agarدکسییتروز آگییار )

(Hong & Pryor, 2004) . جداسیازی از خیاا بیا اسیتفاده از

حییاوی  (Czapek's-Dox Agarآگییار )محیییط کشییت زاپییک

اسپور کردن روی ها با تکی جدایهسازخال رزبنگال انجام شد. 

درصیید صییور  گرفییت  0( Water agar)محیییط آب آگییار 

(Samson et al., 2004)  ها جداییه شناسییریخت. خصوصیا

-قارچ بر روی محییط سییب ایهفتهیکهای استفاده از پرگنهبا 

بررسیی گردییید ( Potato Carrot Agarزمینیی هیویج آگیار )

(Atlas, 2010). 

در های قیارچی، تلقیح شده با جدایه PCAهای محیط کشت

 56نور سفید فلورسنت با چرخیه ، زیر گراددرجه سانتی 01دمای 

 7از  پیسو  شیدند نگهداری ساعت تاریکی 8روشنایی و  ساعت

. (Simmons, 2007)گردیید بررسیی  هاخصوصیا  پرگنیهروز 

آراییش  ورنیگ ، شامل انیدازه موردمطالدهشناسی ریختصفا  

طیول آن،  در اسیپورها و وجود یا عدم وجود نوای اسپور، بندها

 ,Simmons) بیود کنییدیوفورهاو ابدیاد  اسیپورتزئینا  سیطح 

2007; Woudenberg, 2015)بیرای بیه دسیت آوردن ابدیاد . 

تشیخی   محاسییه گردیید. اسپور 11های اندازه اسپور، میانگین

از کلیید شناسیایی ها بر اساس خصوصیا  فوق با اسیتفاده گونه

 .صور  گرفت (Simmons, 2007)سیمونز 

 

 هاجدايه یمولکول يیشناسا
 های قارچیآی جدايهاندی استخراج

 هر جدایه رشد کرده ازروزه  7ریسه بافت گرم میلی 11ابتدا 

هاون چینی استریل در از  مایع ، به کمک PCAمحیط بر روی 
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. شیدلیتیری منتقیل یلیم 0های اسیتریل خرد گردیده و به ویال

و ییک  CTAB2Xبیافر اسیتخراج  لیترمیکرو 811-611سپس 

ورتکیس گردیید تیا کاملیاً و اضافه به آن  Kلیتر پروتئیناز میکرو

-91ه مد  به دست آید. در مرحله بدد بسوسپانسیون یکنواخت 

. پیس از ندگراد قرار داده شیددرجه سانتی 61دقیقه در دمای  61

 کلروفیرم اضیافه، هیاآنمحتوییا  حجم  هم ،هاسرد شدن لوله

هیزار  59111دقیقه بیا  51ها به مد  لوله هم زده شد.و  گردید

محلیول و  فیوژیگراد سیانتردرجه سانتی 8دور در دقیقه در دمای 

لیتری منتقل شید. مقیدار میلی 0 هایتیوببه داخل ها آنرویی 

و  گردییداضیافه  هیاآناتانول سرد بیه  یکرولیترم 5111تا  611

پیس از سانتریفیوژ شیدند.  در دقیقه ردو 59111با سرعت دوباره 

اسیتریل کاغذی ها روی ییک دسیتماللوله ،محلول روییحذف 

-11. سپس مقدار گردندشده تا خشک صور  وارونه قرار دادهبه

 Raeder) اضافه شد هاآناستریل به  دیونیزهلیتر آب میکرو 511

& Broda, 1985; Griffiths et al., 2006) . ارزیابی کیفییت

در دستگاه الکتروفیورز  %5شده روی ژل آگارز استخراجآی اندی

 Cleaverمییدل  داکیومنییتبییرداری بییا دسییتگاه ژلو عکس

translaminator .انجام شد 

-ITS1:5 9 یآغازگرهییییاها بییییا جدایییییه ITSنییییواحی 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-  وITS4:5-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3  تکثییییر گردیدنییید

(Houbraken et al., 2007.) بیا اسییتفاده از دسییتگاه  تکثیییر

و طیق برنامیه واسرشیت اولییه در  Biometraمدل ترموسایکلر 

دقیقیه در ییک سییکل،  8گراد بیه مید  درجه سانتی 98دمای 

اتصال ، ثانیه 91گراد به مد  درجه سانتی 98واسرشت در دمای 

دقیقیه، بسیط  5گراد به مد  درجه سانتی 11در دمای آغازگرها 

سییکل و  91دقیقیه در  5گراد به مد  درجه سانتی 70در دمای 

 5گراد در درجه سانتی 70دقیقه در دمای  1بسط نهایی به مد  

بدید از انجیام  .(Houbraken et al., 2007) سیکل انجام شید

درصد حیاوی ا درصید  5ژل آگارز  روی تکثیر لواکنش، محصو

ه الکتروفورز شدآمپر میلی 91با ولتاژ  DNAsafeرنگ فلورسنت 

از  Cleaver translaminatorمیدل  داکیومنت دستگاه ژل و با

 . برداری شدآن عکس

سیازی و ، خیال ITS1&4با آغازگرهیای  تکثیرشده نواحی

تیوالی  (.Macrogen Coجنیوبی )وسط شرکت میاکروژن کیرهت

بیا توجیه بیه یکسیان بیودن خصوصییا   .ندگردیدها تدیین آن

عنوان جداییه بیه 8ها، توالی ناحیه فیوق در شناسی جدایهریخت

-و همسیانه هیانمونه، موردبررسی قرار گرفت. تنظیم اولیه توالی

، بیا MycoBankو  NCBIهای بانک ژن های با دادهسازی آن

شییید انجییام  Mega6و  ClastalXافزارهییای اسییتفاده از نرم

(Tamura et al., 2013)های فاصله ها با استفاده از روش. داده

آنالیز گردیدند. بیا کمیک  Mega6افزار و حداکثر شیاهت در نرم

هیای بانیک ژن آمده در ایین تحقییق و دادهدسیتهای بهتوالی

NCBI وMycoBank ی فیلییوژنتیکی بییا اسییتفاده از ، شییجره

. (Tamura et al., 2013)طراحییی گردییید  Mega6برنامییه 

Bootstrap (5111 )اسییتحکام درخییت فیلییوژنتیکی بییا کییاربرد 

 آزمایش گردید.

 

 A. alternata زايیبررسی قدرت بيماری
 شدههای بريدهبرگ روی زايیبررسی بيماری

در شیییرایط  A. alternataهای زایی جداییییهبیمیییاری

 شیده انجیام شیدهیای بریدهبرگ بیه روش تلقییح آزمایشگاهی

(Sharma et al., 2004). ،شیده بریده هیایبرگ در ایین روش

که فاقد هرگونه علیائم و آلیودگی ظیاهری بودنید، گیاه زعفران 

ند. روی شید اسیتریلدرصید  51با محلیول واییتکس انتخاب و 

 کیوچکی ایجیاد و زخیم ،با نوا سوزن ظریف و استریلها برگ

محییط روزه قیارچ بیر روی  7متری از پرگنیه میلی 1×1 قطدا 

PCAاز قطدا  محییط کشیت  .شدر داده ، روی آن قراPCA  و

عنوان شاهد، بیرای تلقییح بافیت به sp. Bipolarisقارچ پرگنه 

حفیظ رطوبیت و  یشده برا یحتلق یهابرگ ها استفاده شد.برگ
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آب مقطیر  مرطوب شده بیا یلاستر یکاغذ صاف یبر رو ی،شاداب

در  C 01°درون تشیتک پتیری اسیتریل، در انکوبیاتور  یل،استر

-9از  پیس .(Akimitsu et al., 2003)ی نگهداری شدند تاریک

 ها، موردبررسی قرار گرفیت.روز، علائم ایجادشده بر روی برگ 7

های برگ تلقییح شیده بیا جداسازی دوباره قارچ آلترناریا از بافت

 صور  گرفت. PCAر روی محیط کشت ها بآنشت ک

 

 زعفران کورمبر روی  A. alternataزايی بررسی بيماری

بییر روی کییورم  A. alternataزا منظور تدیییین بیمییاریبییه

های کاملاً سیالم زعفیران های سطحی کورم، پوست لایهزعفران

سیطحی  اسیتریل ،درصید 51بیا واییتکس  هاشده و کورمحذف

 گردییدکورم ایجاد  درونکوچک  زخمی ،با سوزن استریلند. شد

رشید کیرده بیر روی محییط از قیارچ  متریمیلی 0*  0 قطدهو 

PCA هد در این آزمیون، شیییه تیمار شا .آن قرار داده شد وندر

 Bipolarisو پرگنه قارچ  PCAآزمون قیل، بافت محیط کشت 

sp. .تلقیح شیده، بیر روی کاغیذ صیافی اسیتریل  هایکورم بود

 C 01°در داخل انکوباتور در دمایتشتک پتری و  وندرمرطوب 

بافیت  اثیر قیارچ بیر روی ،روز 8-1بدد از حدود  ند.قرار داده شد

جداسیازی  .(Palmero et al., 2014)یید هیا بررسیی گردکورم

 بافیت حدفاصیلبیا کشیت های تلقیح شده، دوباره قارچ از کورم

 صور  گرفت.سالم بافت و دارای علائم پوسیدگی ناحیه 

 

 در بر روی گياه زعفرران A. alternata زايیبررسی بيماری
 گلخانه شرايط

بیر روی  A. alternataهای دایهزایی جبرای بررسی بیماری

گیاه زعفران در شرایط گلخانه، پوسیت پیازهیای سیالم زعفیران 

متری، درون خییاا فاقیید سییانتی 01×91های حییذف و در جدیییه

های فوق در شرایط محییط بییرون از آلودگی کاشته شدند. جدیه

خوبی رشید کننید. های زعفران بیهگلخانه قرار داده شدند تا بوته

برگ سییز و فدیال  6-1عفران کاملاً سالم که هرکدام گیاه ز 51

ها حیذف شید تیا آن های خشکداشتند، انتخاب گردیده و برگ

های میرده بیر نتیایج های احتمالی روی برگجمدیت ساپروفیت

 .Aاسییپور قییارچ  651 یونسوسپانسییآزمییون تییأثیری نگییذارد. 

alternata محیییط روزه آن روی  7های از پرگنییهPCA  درون

هیای زعفیران در مقطر استریل تهیه گردید و بیر روی برگ آب

 88بیه مید   های تلقیح شیدهشرایط گلخانه اسپری شد. گلدان

قرار  C 01°دمای و درصد  91رطوبیت نیسیی  شرایطدر ساعت 

 Palmero)سپس به فضای گلخانه منتقل گردیدنید  و شدهداده

et al., 2014). ج این آزمون پس از یک هفته بررسی شید و نتای

برگیی داشیتند، دوبیاره قیارچ عامیل هایی که علائم لکیهاز برگ

هماننید  .جداسازی گردیید PCAبیماری به کمک محیط کشت 

دو آزمون قیل، از آب مقطر خال  و سوسپانسیون اسیپور قیارچ 

Bipolaris sp. عنوان شاهد استفاده گردید.به 

 

 نتایج و بحث

 قارچ ات ماکروسکوپیخصوصي

، رنییگ PCAروز روی محیییط  7قییارچ پییس از  هایپرگنییه

و  کشیت ها درون محییطریسه ای خاکستری تیره داشتند وقهوه

بیوده و ی یریسه هواها، فاقد پرگنه .رشد کردندیا روی سطح آن 

ایجییاد نکییرد. محیییط کشییت  تغییییری در رنییگ هییارشیید آن

. منشیدب بودنیددر انتهیا ا هبرخی جدایه و درکنیدیوفورها منفرد 

ای روی کنییدیوفورها تشیکیل شیدند. صور  دسیتهها بهکنیدی

و پوشانده طور یکنواخت به را سطح محیط کشتاسپورهای قارچ 

ها فاقد دوایر متحیدالمرکز ناشیی از تفیاو  اسیپورزایی در پرگنه

 (.A– 5و  aشکل تاریکی و روشنایی بودند )

 

 خصوصيات ميکروسکوپی

ای روشین، غالییاً ورها به رنگ زرد کهربایی تا قهیوهکنیدیوف

های میکرومتر و در انتها خمییدگی 61-91ساده، کوتاه، به طول 

 هیایکنیید ،کوتاه و ثانویه انتهایی یکنیدیوفورها زانویی داشتند.



 1931 بهار، 1، شماره 6جلد نشریه زراعت و فناوری زعفران،      66

جیانیی هیای زنجیره. نیدسلولی بوداغلب یک و منشدب ،زنجیری

-یرسید. کنیدر هم میمیکرومت 01بلندتر بوده و طول برخی به 

ترها گیرد مرغی شکل ولی جوانرنگ، بیضوی تا تخمایقهوهها 

دییواره  7-9، میکرومتیر 91-00× 50-8 هابودند. اندازه کنییدی

ها منقیو  دیواره طولی تیره داشتند. سطح کنیدی 9-5عرضی و 

در برخی موارد نقوش سیطحی میانع از دییده که دار بود تا زگیل

 .ندگردیدمی هاشدن دیواره

ای در حیدود ها انجام شد و ناحیهجدایه در ITSناحیه تکثیر 

ها تکثیر گردید که ازنظر انیدازه بیر باز در همه جدایه جفت 811

روی ژل آگارز تفاوتی با یکدیگر نداشتند. با توجه به اینکه تمیام 

جدایه ای آلترناریای جداسازی شده در ایین تحقییق بیر اسیاس 

 8گونیه تدلیق داشیتند، تدیداد ناسی بیه یکشخصوصیا  ریخت

و تأییید گونیه  ITSعنوان الگو جهت تدیین توالی ناحیه جدایه به

 انتخاب شدند.

جفییت  811ای توانسییتند ناحیییه ITS4و  ITS1آغازگرهیای 

ایین  کیه تیوالی (A-0شیکل تکثیر کنند )از ژنوم قارچ را بازی 

 .A روهگی هایجداییه ITSتیوالی ناحییه  نواحی صد درصید بیا

alternata  وA. tenuissima  بانیییییییک ژنNCBI  و

MycoBank های ند ولی با برخیی دیگیر از گونیهداشت شیاهت

درصد تفاو  ژنتیکی در توالی ناحیه تکثیرشده  8آلترناریا بیش از 

شیده بیر اسیاس ژنتیکی طراحیدر درخت (. B-0داشتند )شکل 

شیکل )ژن  های موجیود در بانیکهای این تحقیق و توالیتوالی

C-0های های این تحقیق بیا جداییه(، جدایهA. alternata  در

های ایین تحقییق بیا یک گروه فیلوژنتیکی قرار گرفتنید. جداییه

های و گونه A. consortialisمانند گونه های آلترناریا دیگرگونه

شییاهت زییادی بیا قیارچ آلترنارییا  که .Embellisia spجنس 

-Cمختلفی قرار گرفتند )شیکل  نتیکیهای فیلوژدارند، در گروه

قییادر بییه تفکیییک برخییی  ITSکییه تییوالی ناحیییه جایی(. ازآن0

شناسی مینای تفکیک های آلترناریا نیود، خصوصیا  ریختگونه

 هایی بودند که توالی یکسان داشتند.از گونه

های های این تحقیق بیا جداییهبا توجه به قرار گرفتن جدایه

خصوصییا  ر ییک گیروه و بیا اسیتناد بهد A. alternata گروه

کیه  (Simmons, 2007)شناسی کلید شناسایی سییمونز ریخت

خیوانی داشیت، با خصوصییا  گونیه آلترنارییا آلترناتیا هیم کاملاً

شیناخته  A. alternataعنوان گونیه های این تحقییق بیهجدایه

 شدند.

 

 زايیبيماریآزمون يج نتا

روز، علیائم  8شیده، پیس از های بریدهدر آزمون تلقیح برگ

ها مشیاهده گردیید کیه ایین زردی و کلروز در محل تلقیح برگ

تغییر رنگ، از محل تلقیح به دو طرف برگ گسترش پییدا کیرد. 

نواحی زرد شده پس از مدتی دچار نکروز و پوسیدگی شیدند کیه 

ها بود. در تیره شدن و خشک شدن بافتاین پوسیدگی همراه با 

 .Bipolaris spو قیارچ  PCAهای شاهدی که با محییط نمونه

گونه تغییر رنگ یا میرگ بافیت در محیل شده بودند، هیچ تلقیح

هیای . بافت(B– 5)شیکل ها مشاهده نگردیید تلقیح روی برگ

ی نشیان علیائمگونیه کیه هیچتلقیح نشده و شاهد، علاوه بیر این

ایجاد نشده بود  ها تغییری، کاملاً شاداب بوده و در بافت آنندادند

ها بود. که دلیلی بر عدم تأثیر شرایط آزمایش بر خصوصیا  بافت

 قیادر اسیت A. alternataنتایج این بخش نشان داد که گونیه 

های زعفران در شرایط آزمایشیگاهی کلیروز و نکیروز روی برگ

هیای اسیتفاده شیده در برگ ایجاد کرده و بافت برگ را بپوساند.

های با سنین رشد مختلف انتخاب شده بودنید این آزمون از برگ

قیادر بیه آلیوده کیردن  A. alternataکه نتایج نشان داد قارچ 

 ها در تمام دوره رشدی گیاه است.برگ

ای شیدهروش پذیرفته شیده،یدهبر یهیابرگ یحتلقی یککنت

 یهیابافت یبیر رو یارنارهای آلتزایی جدایهبیماری یبررس یبرا

واکینش ارقیام  یبررسقیلاً جهت روش  یناست. ا یزراع یاهانگ

، (Foolad et al., 2000)یییا بیه آلترنار یفرنگگوجییهمختلیف 

 ,.Droby et al)رییا بیه آلترنا زمینییبواکنش ارقام سی مطالده
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 یگیرد یاهیاناز گ یاریبس یبر رو یازایی آلترناربیماری و (1984

کیاربرد  پیهوهش، ین. ا(Templeton, 2013) شده استاستفاده

 یبیر رو ییاقیارچ آلترنار زایمیارییب یبررس منظوربهروش فوق 

روش در  ییندهنده کیارایی او نشیان را تأیید کردهزعفران  یاهگ

 یینابر اساس این تحقیق، است.  یاهگ ینبیمارگرهای ا ی تشخ

زایی بیمییاری یبررسیی جهییت یمقییدمات یآزمییونعنوان بییهروش 

 استفادهبافت برگ زعفران قابل یبر رو A. alternataهای گونه

 .است

 بافیت A. alternataقیارچ هیا توسیط س از تلقییح کیورمپ

، تغیییر روز در محل تلقییح 8پس از  ،تلقیح شدهسالم  هایکورم

صور  هم بهتدریج ین تغییر رنگ بهای شدند. ارنگ داده و قهوه

های تغییر بافت .گسترش پیدا کردعمقی  صور سطحی و هم به

گردیدنید پوسییدگی طور کامل دچیار روز به 1پس از  رنگ یافته

شییده هییای پوسیدهمجییدد بخش کشییت . از(C– 5و  Dشییکل )

. در قارچ آلترناریا جداسازی گردید، PDAمحیط  ها بر رویکورم

ها تغییر رنگ بسیار محدودی داشتند کیه ، محل زخمشاهد تیمار

ایین تغیییر رنیگ بیه سیایر  ناشی از تأثیر زخم ایجادشده بوده و

یج نتیا. (C-C– 5شیکل نکیرد )ا های کورم گسترش پیدقسمت

در صور  نفوذ بیه  A. alternataاین آزمون نشان داد که قارچ 

داخل کورم زعفران، قادر است در مد  کوتیاهی بافیت کیورم را 

 پوسانده و از بین بیرد.

رونید که برای کاشت در مزرعه به کار میزعفران  یهاکورم

 سیطحیپوشیش ابتدا  یقتحق یندر ا ولی دارند یپوشش یهچندلا

نفیوذ بافت  بتواند داخلتا قارچ  یدگرد یحذف و بافت کورم زخم

سیالم  یهیامزرعه کورم یطدر شراکرده و آلودگی صور  گیرد. 

قیارچ  یمپوشش بوده و کمتیر در مدیرض مسیتق هاییهلا یدارا

و  شیده سیدگیدچار پو یجتدربه یه ممکن استلا ینا یهستند ول

ها توسیط از بین رفتن پوشش کورماز بین بروند. پوسیده شدن و 

عوامل مختلف در مزرعه یا از بین رفتن این لایه پوششی توسیط 

این آزمایش را ایجیاد  تواند شرایطی شییهجوندگان و حشرا  می

زایی حتماً بایید قیارچ بیا بافیت نماید. از طرفی در آزمون بیماری

گیاه تماس داشته باشد. در صیور  عیدم حیذف پوشیش، قیارچ 

مسیتقیم بیا بافیت کیورم نداشیته و ممکین بیود شیرایط  تماس

زایی فراهم نگردد، بنابراین حذف پوشیش کیورم در ایین بیماری

آزمون، مغایرتی با شرایط فدالیت قارچ در مزرعیه نیدارد. هرچنید 

-ها در زمان از بین رفتن کیورمای کاهش یا حذف پوشش کورم

ن اسیت های مادری یا در طول دوره تابستان درون خیاا ممکی

 اتفاق بیفتد.

هیا ن بافت کورمیکی دیگر از شرایط این آزمون، زخمی نمود

بود. زخمی شدن کورم امکان ورود قارچ به درون بافت را فیراهم 

-هرچند این شرایط ممکن است تا حدودی با شرایط کورم نمود.

وجود در برخیی میوارد در ها در مزرعه تفاو  داشته باشد، بیااین

 ییهتغذهمین وضیدیت ایجیاد گیردد. در اثیر  مزرعه ممکن است

ورود  یبیرا یطها دچار زخم شیده و شیراها، کورمحشرا  و کنه

در  ،هاکورم یزخم ایجادشده بر رو ینبنابرا ،گرددمیقارچ فراهم 

 یجیادا یطییاز عوامل مح یاریتوسط بسنیز ممکن است مزرعه 

و در آزمیون در مزرعیه  ینط ایشرا میان یادیو تفاو  ز هدیگرد

 داشته است.ن یشگاه وجودآزما

، های زعفرانروز پس از تلقیح بوته 1تا  9در شرایط گلخانه، 

 مشاهده گردیید ،تلقیح هایها در محلبرگ و کلروز علائم زردی

این آزمون با علائم ایجادشده در ایجادشده . علائم (E – 5)شکل 

رعت ولی سیهای بریده تشابه بسیار زیادی داشت در آزمون برگ

ها در آزمیون از سرعت گسترش لکیهگسترش علائم بسیار کمتر 

احتمالیاً بیه دلییل شیرایط ایین تفیاو   شده بود.های بریدهبرگ

. زردی ه اسیتبیود ی گلخانه نسیت بیه محییط انکوبیاتورمحیط

کیم گسیترش کم ،هیاروی برگایجادشده در اثر فدالیت قارچ بر 

ز و خشکیدگی گردید یافت و محل تلقیح پس از مدتی دچار نکرو

 .(E – 5شکل )

های زعفران در شرایط گلخانه در اسفندماه انجام تلقیح بافت

های های مسن و هم برگگردید. در این فصل گیاهان هم برگ
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هیا، نشیان زایی قارچ بر روی برگجوان سیز تازه داشتند. بیماری

هیر مرحلیه از دوره رشید گییاه  در A. alternataقیارچ داد که 

 آلودگی کند. تواند روی برگ ایجادمی

 

. 

(، Bشده )های بریدهروز بر روی برگ 5تا  0پس از  زایی، نتایج آزمون بیماریPCAبر روی محیط  Alternaria alternata( پرگنه قارچ A) -1شکل 

 (Eگلخانه )( و گیاه زعفران در شرایط Dو  Cکورم )
Figure 1- (A) Alternaria alternata on CMA, pathogenicity of A. alternata on detached leaves (B), corm (C and D) and saffron 

in greenhouse condition (E) after 3-5 days. 

 

روی گیاه  بر A. alternataگونه زایی در این تحقیق بیماری

هیای هیا، برگزایی بیر روی کیورمزعفران، به سه روش بیماری

در حال رشد در گلخانه، موردبررسی قرار گرفت.  شده و گیاهبریده

وسیله قارچ آلترنارییا و شده بههای بریدههرچند روش تلقیح برگ
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عنوان ییک روش تنهایی بیههیا بیهبررسی مییزان آلیودگی برگ

شده اسیت زایی این قارچ پذیرفتههای بیماریقیول در آزمونقابل

یی بییر روی زاولییی در اییین تحقیییق تلییاش گردییید کییه بیمییاری

 های گیاه در شرایط گلخانه نیز بررسی گردد.برگ

 

A 

B 

C 

جداشده  A. alternataهای یه( جداCفیلوژنتیکی )شجره  ( وBژنتیکی )تشابه  ( ماتریکسA) ITS1&ITS4آغازگرهای یرشده با تکثناحیه  -2شکل 

 ITSیه های بانک ژن بر اساس توالی ناحاز زعفران در این تحقیق و جدایه
Figure 2- PCR product of ITS1&4 replication (A), Genetic Diversity (B) and Phylogenetic tree (C) of A. alternata isolates 

based on ITS region sequences. 

 

 

100b ladder 
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 A. alternata نتایج این تحقیق نشان داد که گونیه آلتیرن 

در شهرسیتان بیرجنید اریا آلترناتا در خاا و بروی بافت زعفران 

گونیه قادرنید در های اینبه راحتی قابل جداسازی اسیت. جداییه

برگی و ییا پوسییدگی های زعفران، لکهشرایط مساعد روی بافت

که زعفیران گییاهی چندسیاله اسیت، کورم ایجاد کنند. از آنجایی

های در حال تجزیه و قیدیمی کیه در انتهیای فصیل رشید بافت

تواننید محیل مانند، میهای گیاه باقی میها و برگاطراف کورم

های ناشیی های آلترناریا بوده و بیماریمناسیی برای تکثیر گونه

ها نیز در طول فصل خشیک در از این قارچ را تشدید کنند. کورم

ها و خصیوص نماتیدها، کنیهخاا هستند و عوامیل مختلفیی به

، هییا تغذیییه کییرده و بییا ایجییاد زخییمبنییدپایان قادرنیید از آن

 های آلترناریایی کورم را گسترش دهند.پوسیدگی

کردن به دلیل کوتیاه بیودن دوره ظهیور، برداشیت و خشیک

های مختلف گل بیمیاری ایجیاد ها، این قارچ، بر روی بخشگل

ها در شرایط مرطوب انییار شیوند، که گلکند ولی درصورتینمی

گفتیه طور که قیلیاً ها نیز خسار  بزند. همانممکن است به گل

های مختلف قیارچی ماننید آسیپرژیلوس، عامیل شد برخی گونه

های ناشیی از ایین پوسیدگی کورم زعفران هستند. وجود آلودگی

توانند اثر تشدیدکنندگی روی آلیودگی آلترنارییایی بیمارگرها، می

کورم زعفران داشته باشند. عکس پدیده فوق نییز صیادق اسیت. 

نیه را بیرای آلیودگی زعفیران توانید زمیآلودگی بیه آلترنارییا می

های قیارچی مولید توکسیین ها را به دیگرگونیهخصوص کورمبه

 ها فراهم نماید.مانند آسپرژیلوس

یکی از عوامل مثثر در شییوگ آلیودگی آلترنارییایی بیر روی 

گیاهان مختلف، وجود رطوبیت و دمیای مناسیب اسیت ولیی در 

ناطق زعفران زراعت زعفران در فصل تابستان در شرق ایران و م

دلیل عدم آبیاری، مزارگ زعفران خشک و میزان رطوبت کاری، به

در اییین ناحیییه بسیییار پییایین اسییت کییه باعییث عییدم گسییترش 

گیردد. در فصیل ملاحظه ایین قیارچ در فصیل تابسیتان میقابل

متر یکی از عواملی میلی 511زمستان نیز میزان بارندگی کمتر از 

میارگر شیده اسیت. بنیابراین است که باعث محدود شدن این بی

های ناشی از این قارچ در حال حاضیر در میزان گسترش بیماری

صیور  میوردی و مزارگ زعفران بسیار محدود است و مدمولیاً به

هیای مهیم زعفیران ای است و ایین بیمیاری از بیماریتک بوته

گردد ولی در صور  هرگونه تغییر شرایط محیطیی محسوب نمی

نواحی مرطوب یا بیا رطوبیت بالیا در سیایر  یا کاشت زعفران در

توانید یکیی از عوامیل محدودکننیده نقا  کشور، ایین قیارچ می

 شمار آید.زراعت زعفران به

های آلترنارییا در گردد که میدیریت تلفیقیی گونیهتوصیه می

زا های قارچی بیمارگر و توکسینمزارگ زعفران در کنار دیگرگونه

های ناشیی از تیا هیم پوسییدگی اعمال گرددزمان صور  همبه

های زعفیران خسیار  بالیایی وارد به بافت A. alternataگونه 

ننماید و هم اثر تشیدیدکنندگی بیر آلیودگی بافیت زعفیران بیه 

 های خاکزاد مولد توکسین نداشته باشد.گونه
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Abstract 

Saffron is one of the most important herbs and spices in the East of Iran and its production is 

affected by various pathogens. This study is aimed at isolation, identification and pathogenicity 

detection of Alternaria alternata isolates as leave spot and corm rot of saffron agents. Soil samples 

and infected plant tissues were collected from different areas of the Birjand plain (Birjand, Khusf and 

Sarbishe) during the years 2014-15. Alternaria species were isolated by potato dextrose agar medium 

and their morphological characteristics were studied on the potato carrot agar medium. For molecular 

studies, genomic DNA was extracted by the CTAB method and ribosomal subunits of fungal isolates 

were amplified using ITS1 and ITS4 primers. Based on morphological characteristics, 80 isolates of 

A. alternata were isolated. The ITS regions sequences of selected isolates had 100 similarities with A. 

alternata spices sequences in NCBI and MycoBank. These isolates caused chlorosis and necrosis on 

detached leaves, the inoculated corm was rotten and inoculated plants showed chlorosis and necrosis 

on leaves after 3-5 days. The results showed that A. alternata in the Birjand plain can cause corm rot 

and leaf chlorosis and necrosis is saffron. This study is the first report of the virulence of this fungus 

on saffron tissue in the East of Iran. 
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