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 بنه و ريشه همراهFusarium  هايگونه سلولی ديواره مخرب هايارزيابی فعاليت آنزيم

 در استان خراسان جنوبی زعفران
 

 *۱نیما خالدی
 

 ۱۳۹۸بهمن  ۱ تاریخ پذیرش:  ۱۳۹۸اردیبهشت  ۱۳ تاریخ دریافت:
 

در اسیتان  زعفران نهب و ریشه همراهFusarium  هایگونه سلولی دیواره مخرب های. ارزیابی فعالیت آنزیم۱۳۹۹خالدی، ن. 

 .۲4۳-۲5۹  (:۲)۸زراعت و فناوری زعفران،  خراسان جنوبی.
 

 چکیده 

 تولید سلولی دیواره مخرب هایآنزیم فعالیت ارزیابی و زعفران بنه و ریشه با همراه Fusarium هایگونه شناسایی مطالعه این از هدف

 طیور بیه بنیه و ریشیه نمونیه 5۳ مجمیوع در ۱۳۹7 رشدی فصل طی ،Fusarium هایگونه بررسی منظور به. باشد می هاآن توسط شده

 بیا سیطحی ضیدعفونی و اسیتریل مقطیر آب بیا هیانمونیه شستشیو از پس .شد آوریجمع جنوبی خراسان استان زعفران مزارع از تصادفی

 خیالص کشت تهیه .شدند داده کشت اختصاصی و عمومی کشت هایمحیط روی بنه و ریشه کودک قطعات درصد، یک سدیم هیپوکلریت

 مشخصیات اسیاس بیر هیاقیارچ شناسایی .شد انجام درصد دو آگار - آب کشت روی محیط کردن ریسه نوك و اسپور تک روش به هاقارچ

 .F گونیه هیای شیناختی،ریخیت خصوصییات بیه توجه با. گرفت انجام معتبر شناسایی کلیدهای به توجه با شناختیریخت و میکروسکوپی

oxysporum ،F. culmorum، F. proliferatum و F. graminearum مولکیولی و تحلیل تجزیه از آمده دست نتایج به. شدند شناسایی 

 وسیطت زعفیران هاینمونه از درصد 6/۲۲ که داد نشان نتایج .کرد تأیید را شناختیریخت آغازگرهای اختصاصی گونه، شناسایی از استفاده با

 درصید بیشیترین با غالب عنوان گونهبه F. oxysporum مولکولی، و شناختیریخت مشاهدات اساس بر .بودند آلوده Fusarium هایگونه

 F. graminearum درصید( و ۸/۳) F. proliferatum درصیدF. culmorum (7/5 ،)درصد پیس از آن  4/۹ میزان ها بهفراوانی در نمونه

 و سیلولاز عمیده طیور بیه و سلولی دیواره مخرب هایآنزیم تولید به قادر Fusarium هایجدایه ایج نشان داد که تمامنت .درصد( بود ۸/۳)

. بیود بررسی مورد هایجدایه همه در لیپاز فعالیت از بالاتر مطالعه این در پکتیناز و زایلاناز سلولز، هایآنزیم فعالیت سطوح. باشندمی زایلاناز

 فعالییت سیط  حیداکثر بررسیی مورد هایجدایه از بسیاری برای که داد نشان سلولی دیواره مخرب هایآنزیم فعالیت روند تحلیل و تجزیه

 هیایفعالییت سیپس. شید مشیاهده میایع محیط در کشت از پس ساعت ۱۹۲ و ۱44 ،۹6 ،7۲ در ترتیب به لیپاز و پکتیناز زایلاناز، سلولاز،

 .F. graminearum، Fمانید. بیر اسیاس منیابع موجیود  بیاقی ثیابتی سیطوح در اینکیه تا یافت، شکاه زمان گذشت با تدریج به آنزیمی

culmorum  وF. proliferatum شوند. می گزارش زعفران روی از ایران در بار اولین برای 
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 مقدمه

 هیگییا .Crocus sativus Lی با نام علمی زراعی زعفران

 سرمادوسیت، نیمیه گرمسییری، کوتیاه، روزعلفیی، دندسیاله، 

( Iridaceae) زنبقییان از تیره بدون ساقه و دارای بنهتریپلوئیود، 

سال به دوره زندگی خود ادامه دهد  ۱0الی  ۸که می تواند است 

(Koocheki & Seyedi, 2015.) طیلای عنیوان بیه زعفیران 

 بهیاترینگیران کشاورزی، دارویی و محصول ترینارزش با سرخ

 وجیود علیت بیه زعفیران کیفیی باشید. ارزشمیی ادویه جهیان

آنالیزهییای . باشییدمییی آن و مشییتقات ثانویییه هییایمتابولیییت

 میؤثره میاده سه حضور زعفران شیمیایی تجزیه و فیتوشیمیایی

های کروسین نام به صنعتی و دارویی مصارف ارزشمند در و مهم

رنیگ  آب مسیئول در محلیول کاروتنوئیدی رنگیزهای نوانبه ع

 و مسیئول عطیر سافرانال و طعم مسئول پیکروکروسین زعفران،

 ,.Omidi et al., 2009; Yilmaz et al) دهدرا نشان می بوی

 تیرین کشیورمهیم و بزرگتیرین عنیوان به ایران (. امروزه2010

ری که بییش است به طو شده شناخته دنیا در زعفران تولیدکننده

دنیا، متعلق به ایران است  در زعفران درصد از تولید سالانه ۸0از 

(Koocheki et al., 2009بر .) جهیاد وزارت آمارنامیه اسیاس 

متوسیط عملکیرد آبیی  تولیید، کیل کشیت، زیر کشاورزی سط 

هکتیار،  4/۱0۸0۸6بیه ترتییب  ۱۳۹6در سال  کشور در زعفران

ر گزارش شده است. بیش از کیلوگرم در هکتا 5/۳تن و  ۲۳/۳76

درصد از سط  زیر کشت و تولید کل زعفران کشیور مربیوط  ۹0

به استان های خراسان رضوی، خراسان جنوبی و خراسان شمالی 

 سیط  افیزایش وجود (. باEbadzadeh et al., 2017باشد )می

 بیه زعفران های اخیر، عملکردسال در زعفران تولید و کشت زیر

به  ۱۳60 سال کیلوگرم در ۱/5کشت از  زیر سط  واحد هر ازای

 رسیییده اسییت. کییاهش عملکییرد ۱۳۹6کیلییوگرم در سییال  5/۳

 بخیش در میدیریت سیوء عوامل مختلفی ماننید از متأثر زعفران

-اسیتان در زعفیران کشت کشاورزی و اقتصادی از جمله توسعه

 نییاز تیأمین عیدم و هاسالی مرطوب، خشک و سرد نواحی های

 مکانیزاسییون، عیدم توسیعه در اجرایی هایودیتگیاه، محد آبی

 اسیاس بیر زمانی، میدیریت بعد در تنوع و کشت تناوب به توجه

 انتخیاب های دختری، عدمبنه رشد جای به گل عملکرد افزایش

 پیر کشیت الگوهای به توجه کشت، عدم جهت مناسب های بنه

-برنامه اجرای در ضعف و کشاورزان پایین فنی بنه، دانش تراکم

 کنیار در بایید برداشت است کیه از پس های ترویجی و فرآوری

 از استفاده کشت، بستر و زمین تهیه قبیل از زراعتی دیگر عوامل

 آفیات، بیا مبیارزه و موقیع به و صحی  آبیاری مختلف، کودهای

 Rezvaniمورد بررسی قیرار گییرد ) هرز هایعلف و هابیماری

Moghaddam et al., 2013; Koocheki & Seyedi, 

نمیاتودی  ویروسی و قاردی، باکتریایی عوامل بیماریزای .(2015

 مییزان تولیید محصیول رشید، عملکیرد و بر گذارتأثیر عوامل از

 پوسیدگی (. بیماریAhrazem et al., 2010باشند )زعفران می

 موجیب تنهیا های زعفران است کیه نیهترین بیماریاز مهم بنه

 های دختریبنه کمیت و کیفیت بر بلکه شود،می عملکرد کاهش

 بنیه (. بیماری پوسیدگیHusaini et al., 2010گذارد )می تأثیر

 .Fusarium oxysporum f. spهیای زعفیران توسیط قیارچ

gladioli ،F. oxysporum ،F. solani ،F. equiseti ،F. 

moniliforme var. intermedium ،F. pallidoroseum ،

Rhizoctonia solani ،R. crocorum ،Phoma 

crocophila ،Macrophomina phaseolina ،Mucor sp. ،

Penicillium sp.  وSclerotium rolfsii  ایجییاد مییی شییود

(Dhar, 1992; Thakur et al., 1992; Wani, 2004; 

Ahmad & Sagar, 2006; Kalha et al., 2007 اطلاعیات .)

تا کنیون  های زعفران بسیار اندك است وموجود در مورد بیماری

مطالعاتی مقدماتی در مورد پوسیدگی بنه و ریشه زعفیران انجیام 

شده است ولی هنوز زیست شناسی عوامل این بیمیاری و نحیوه 
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ها مورد مطالعه قرار نگرفته است، هر دند شیدت ایین کنترل آن

 و از میزارع بیماری نیز تا کنون زیاد نبوده اسیت. طبیق بررسیی

عفران در استان خراسان جنیوبی ) های زبنه نگهداری هایمحل

Saeedizadeh, 2014قییاردی  هییای(، گونییهPenicillium 

digitatum ،Aspergillus niger  وRhizopus stolonifera 

 Alternaria alternataجداسازی و شناسایی شده است. گونه 

 دشیت در زعفیران گییاه بر  و کورم پوسیدگی عامل عنوان به

 & Hossainniaیی شیده اسیت )بیرجنید جداسیازی و شناسیا

Mohammadi, 2018.) 

های ترین قارچترین و گستردهاز مهم Fusariumهای گونه

باشند که دامنه وسیعی از گیاهان را آلیوده زای گیاهی میبیماری

کننیید و در گیاهییان علایییم متفییاوتی از جملییه پوسیییدگی و مییی

ا، لکیه پژمردگی ریشه، پوسیدگی و شانکر سیاقه، انسیداد آونیده

های پیس از برداشیت را های انباری و پوسیدگیبرگی، پوسیدگی

کنند که با کاهش کمی و کیفیی محصیولات موجیب ایجاده می

 ,.Steinkellner et alشیوند )خسیارات اقتصیادی زییادی میی

2008; Trane, 1990; Vakalounakis, 1996 عیلاوه بیر .)

د طیف وسیعی قادر به تولی Fusariumهای این بسیاری از گونه

هیا هسیتند کیه بیرای های ثانویه از جملیه توکسییناز متابولیت

 ,.Withanage et alباشند )سلامتی انسان و حیوانات مضر می

 در نفوذ برای تخصصی ساختاری .Fusarium sp(. قارچ 2001

 میزبیان وارد طبیعیی منافذ طریق از اما ندارد، گیاهی های سلول

 دیواره در کننده آلوده کوتاه وسط هیفت مستقیم طور به یا و شده

با کمک  Fusariumهای گونه. کندمی نفوذ اپیدرمی هایسلول

 میزبیان نفیوذ بیه بیه قادر سلولی دیواره مخرب هایآنزیم ترش 

 به قادر را بیمارگر سلولی خارج هایآنزیم تولید همچنین. هستند

ره . دیییواکنییدمییی گیییاهی بافییت در سییازیآلییوده و رشیید نفییوذ،

سیلولز، گیاهی به طور عمده از پکتیین، سیلولز، همیی یهاسلول

 Zhao etشده اسیت )لیگنین، پلی ساکاریدها و پروتئین تشکیل

al., 2013 .)دییواره نفیوذ در جهیت گییاهی بیمیارگر هایقارچ 

 پلیمرهای تخریب توانایی که کنندمی تولید را هاییآنزیم سلولی،

 هیایقارچ. دارند را پکتین و زایلان سلولز، از جمله سلولی دیواره

نفوذ و گسترش در  مراحل حین در هاآنزیم این به گیاهی بیمارگر

 شیده انجام مطالعات(. Gibson et al., 2011) دارند نیاز میزبان

 Verticillium dahliae ،Sclerotinia هیایقیارچ میورد در

sclerotiorum، Magnaporthe grisea ،Rhizoctonia 

solani، Macrophomina phaseolina هییییای و گونییییه

Fusarium مخرب هایآنزیم بین مستقیمی رابطه داد که نشان 

 وجیود دارد هیاایین قیارچ زایییمییزان بیمیاری و سلولی دیواره

(Khaledi et al., 2017; Khaledi et al., 2015; 

Martinez-Soto et al., 2013; Gibson et al., 2011; 

Asoufi et al., 2007.) پکتیناز، سیلولاز، زایلانیاز و  هاییمآنز

شیده هیای مخیرب دییواره سیلولی ترش آنزیم ینترمهم ازلیپاز 

 Ortega et) باشیندیم Fusariumهای گونه یهاجدایهتوسط 

al., 2013; Kikot et al., 2009). فعالییت و تولیید کیاهش 

 کیاهش بیا بیمارگرهیا از حاصل سلولی دیواره مخرب هایآنزیم

 Voigt) دارد مستقیمی ارتباط هازایی آنو بیماری تهاجم قدرت

et al., 2005ترشی  سلولی خارج هایآنزیم ارزیابی و (. سنجش 

 جهیت مفییدی روش عنیوان به تواند می ها توسط بیمارگر شده

 Khaledi etگییرد ) قرار استفاده مورد زاییبیماری توان ارزیابی

al., 2017). 

خصیوص جداسیازی و  در پژوهشیی ونتیاکن کیه آنجایی از

 رد زعفیران در مزارع زیر کشت Fusariumهای گونه شناسایی

 نگرفتیه صیورت استان خراسیان جنیوبی خصوص در به و ایران

شناسییایی  و بررسییی، جداسییازی هییدف بییا تحقیییق اییین اسییت،

از  زعفیران در برخیی از مزارع زیر کشیت Fusariumهای گونه

 هیایو ارزییابی فعالییت آنزیمجنیوبی  شهرستان های خراسیان

 .شد ها انجامترش  شده توسط آن سلولی دیواره مخرب
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 هامواد و روش

 بردارینمونه

 بنیه و ریشیه همراه Fusariumهای به منظور بررسی گونه

 مشکوك بیه ریشه و بنه گیاهان نمونه از 5۳زعفران، در مجموع 

ی خضییر نمونییه(، 7زعفییران قییائن ) کشییت مییزارع از بیمییاری

در  نمونیه( 7) نمونه( و سیده 7نمونه(، نیمبلوك ) 7بیا  )دشت

 6) درمیان، فنود در شهرستان نمونه( 7) قائن، خونیک شهرستان

 7) سربیشیه و سیاقی در شهرسیتان نمونیه( 5) نمونه( و اصغول

 جنیوبی طیی فصیل خراسیان بیرجند استان نمونه( در شهرستان

و جیدول  ۱شیکل گردید ) آوری جمع ۱۳۹7 زراعی سال رشدی

 ثبیت همیراه جداگانیه، صیورت به شده آوریجمع های(. نمونه۳

 گردیدند. منتقل آزمایشگاه به کاغذی هایمشخصات در پاکت

 

 
نمونه های جمع  تعداد به توجه بدونجنوبی ) خراسان استان های شهرستان در زعفران مزارع از شده برداری نمونه جغرافیایی مناطق -1شکل 

 (.است شده مشخص× مناطق نمونه برداری با رنگ سبز و علامت  زعفران، از مزارع آوری شده
Figure 1- Geographic areas sampled from saffron fields in the cities of South Khorasan province (Regardless of the number 

of samples collected, sampling areas are marked in green and with ×). 
 

  Fusarium هایجدایه سازیخالص جداسازی و 

از  Fusariumهای های گونیهجداییه به دست آوردن جهت

میلی متری جداسازی  ۳-5سالم، قطعات  و آلوده بافت واسط حد

 سدیم هیپوکلریت شده رقیق محلول با هاآن ضدعفونی از و پس

 مقطیر آب بیا دقیقیه، دو میدت به( فعال کلر درصد یک حاوی)

 ( و رویNajari et al., 2018) داده شدند شستشو بار ۳ استریل

 -دکسیتروز -زمینیسییب کشت جمله از عمومی هاکشت محیط

 از اختصاصیی و درصیدی دو آگیار - آب (،Booth, 1977آگار )

 Peptone (،Fisher et al., 1982) آگیار - میخک بر  جمله

PCNB Agar  (Nash & Snyder, 1962 ،)Spezieller 

Nährstoffarmer Agar (Nirenberg, 1976،) کلسیم  کلرید

 ,.Klotz et al) آگار - خاك و (Fisher et al., 1982)  آگار –

و  NUV نیور سلسیوس، زیر درجه ۲5 دمای در و کشت (1988

 روشینایی سیاعت ۱۲ و تیاریکی سیاعت ۱۲ متناوب، نوری دوره

بیه  هیاجداییه ترتییب بدین ( وNirenberg, 1976) گرفت قرار

نیوك  روش بیه هاجداییه سیازیخالص هیایدست آمدند. روش

 آگار دو درصد – آب کشت محیط روی کردن اسپور ریسه و تک

 (.Booth, 1977; Nelson et al., 1983) شد انجام

 

 شناختیریخت شناسایی

 دون خصوصیاتی اساس بر هاجدایه شناختیریخت شناسایی

 محییط روی قیارچ پرگنیه رنیگ دمانن هاآن ظاهری هایویژگی
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( پرگنه زیرین سط  ویژهبه) آگار -دکستروز  -زمینیسیب کشت

 ماننید میکروسیکوپی هایویژگی همچنین و پرگنه، رشد نحوه و

 و میکروکنیدیوم وجود عدم یا وجود ماکروکنیدیوم، شکل و اندازه

 کلیید بیه توجه با کلامیدوسپورها وجود عدم یا وجود و آن شکل

 .گرفت انجام (Leslie & Summerell, 2006) معتبر ییشناسا

 

 هاجدایه مولکولی شناسایی

 بیر اسیاس مشخصیات شیدهییهای شناساگونیه ییدبرای تأ

اختصاصیی گونیه بیرای شناسیایی  آغازگرهایاز  شناختیریخت

 . استفاده شد .Fusarium spمختلف  یهاگونه

 

 یژنوم DNAمیسلیومی قارچ و استخراج  تودۀ تهیۀ

، از DNAمیسیلیوم میورد نییاز جهیت اسیتخراج  یهبرای ته

متری به ظروف میلی ۱0حاشیه پرگنه تازه هر جدایه سه دیسک 

 potato dextrose brothمایع  محیط کشتارلن مایر محتوی 

روز در داخل دستگاه انکوباتور  ۱0. ارلن ها به مدت گردیدمنتقل 

دور در  ۱۲0ت و بیا سیرع سلسییوسدرجه  ۲5شیکردار با دمای 

. پس از طی این مدت، محتوای هر ییک از شدنددقیقه قرار داده 

ارلن ها روی یک قطعه کاغذ صیافی واتمین، روی قییف بیوخنر 

توده میسلیومی از محیط کشت  خلاءو به کمک پمپ  شدهیهتخل

. پیس از شید همایع جداسازی شده و با آب مقطر سیترون شسیت

شیییت و بیییه درون آبگییییری کامیییل، تیییوده میسیییلیومی بردا

. شییودیلیتییری منتقییل ممیلی 5/۱هییای اسییتریل میکروتیوب

در  DNA های حاوی میسلیوم تیا مرحلیه اسیتخراجمیکروتیوب

بیرای اسیتخراج  .شیدندنگهیداری  سلسییوس درجیه -۲0دمای 

DNA های قیییارچ از کییییت از جداییییهGenomic DNA 

isolation kit IV  ساخت شرکتDENA Zist Asia  ایران با

 جه به دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد.تو

 

 DNA کمیت و کیفیت تعیین

 کیفییت تعییین نییز و حضور عدم یا حضور بررسی منظور به

DNA از میکرولیتییر دهییار شییده،استخراج DNA اسییتخراجی 

 بیافر محلیول میکرولیتیر ییک بیا را DNAنمونه  هر به مربوط

 اییران، Pars Tous شرکت ساخت( Loading Dye) بارگذاری

 (فرمنتاز) Ladder 100 bp مولکولی  نکرده، نشانگر وز مخلوط

 دقیقیه ۳0بیه میدت  ۸0 ولتیاژ در درصد ۲ آگارز ژل در سپس و

 و کمییت دهندهنشیان قیوی بانیدهای مشیاهده. شد الکتروفورز

 غلظیت تعییین .باشیدمی شیدهاستخراج DNA مطلیوب کیفیت

 اسپکتروفتومتری نودرابنا دستگاه از استفاده با DNA هاینمونه

(NanoDrop 2000; Spectophotometer, Thermo 

Scientific, Wilmington, USA )گرفت انجام . 

 

ی شناسیایی بیا اسیتفاده از آغازگرهیاجهیت  ای پلیمرازواکنش زنجیره

 Fusarium یهاگونه اختصاصی

در  Fusariumهای گونه یهاشناسایی مولکولی جدایهبرای 

 واکینش ای پلیمراز استفاده گردیید.واکنش زنجیره این تحقیق از

PCR اجییزای واکیینش شیید انجییام میکرولیتییر ۲5 حجییم در .

گونه شامل  اختصاصیآغازگرهای  با استفاده از پلیمراز ایزنجیره

 PCR Master Mix میکرولیتییر 5/۱۲، آب میکرولیتییر 5/7

(Pars Tous, Iran،) DNA  1با غلظت-ng.µL50 و Pmol۱0 

هیای در نهاییت تیوب .برگشیتی بیود و آغیازگر جلوروبیه آغازگر

PCR  میدل به دسیتگاه ترموسیایکلر(Germany) Biometra 

هر آزمیایش شیامل کنتیرل  تکثیر صورت گرفت. و منتقل شدند

های منفی )ییک شده( و کنترلیک جدایه شناخته DNA)مثبت 

 .(Nicholson et al., 1998) ( بیودDNAبدون  PCRواکنش 

گونیه  اختصاصییها از آغازگرهای ناسایی تکمیلی جدایهبرای ش

 هیر بیودن اختصاصیی استفاده شد.، اندشده ارائه ۱در جدول  که

 NCBI در BLASTتحلییل  و تجزییه انجیام وسییله به آغازگر

 .گرفت قرار تأیید مورد
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 Fusarium یهاگونه ساییشنا برای شده استفاده مورد اتصال دمای و محصول اندازه آغازگرها، توالی -1جدول 
Table 1 - Primer sequences, product sizes and annealing temperatures used for identification of Fusarium species 

 منبع

Reference 

 (bpاندازه قطعه )

Product size (bp) 

 (5'→3'توالی آغازگر )

Sequences (5′→3′) 

 *آغازگر

Primer* 
 گونه

Species  

Mishra et al. (2003) 340 
ACATACCACTTGTTGCCTCG FOF1 

F. oxysporum 
CGCCAATCAATTTGAGGAACG FOR1 

Nicholson et al. (1998) 400-500 
CTCCGGATATGTTGCGTCAA Fg16F 

F. graminearum 
GGTAGGTATCCGACATGGCAA Fg16R 

Nicholson et al. (1998) 472 
ATGGTGAACTCGTCGTGGC C51F 

F. culmorum 
CCCTTCTTACGCCAATCTCG C51R 

Schilling et al. (1996) 585 
CTTTCCGCCAAGTTTCTTC PRO1-F 

F. proliferatum 
TGTCAGTAACTCGACGTTGTTG PRO1-R 

F* :جلو، روبه آغازگرR :معکوس آغازگر. 
*F: Forward primer, R: Reverse primer. 

 

 واسرشیت سیازی مرحلیه لدرخه دمایی مورد استفاده شیام

 40 سیپس درجیه سلسییوس، ۹5دمیای  در ای دقیقیه ۱0 اولیه

درجیه سلسیییوس،  ۹4 در ثانییه ۳0 واسرشیت مرحلیه در درخیه

 5۸دمیای ثانییه در  F. oxysporum :60اتصیال )بیرای  مرحله

دمیای ثانییه در  F. graminearum :60درجه سلسیوس، برای 

دمیای ثانییه در  F. culmorum :۳0درجه سلسیوس، برای  60

ثانییه در  F. proliferatum :50درجیه سلسییوس و بیرای  5۹

درجیه  7۲ درجه سلسیوس( و مرحله گسترش در دمای 57دمای 

 .F، بییرای ثانیییه F. oxysporum :۱۲0سلسیییوس )بییرای 

graminearum :۳0 بیرای ثانیه ،F. culmorum :۳0 و  ثانییه

گسترش  مرحله یتنها ( و درثانیه F. proliferatum :۳0برای 

 ,.Khaledi et al)بود  C° 7۲دقیقه در دمای  ۱0نهایی به مدت 

2017; Mishra et al., 2003; Nicholson et al., 1998; 

Schilling et al., 1996.) 
 

 

 PCR محصولات ارزیابی

 در PCRنهیایی میکرولیتر از محصیول  ۱0مقدار در نهایت 

دقیقه بیا  40رز به مدت از طریق الکتروفو ودرصد  5/۱آگارز ژل 

بر اساس طیول قطعیات حاصیل از  .عبور داده شدولت  ۸0ولتاژ 

های مختلف از نظر ژنتیکی جدایه روی ژل DNAتکثیر قطعات 

 Ladder 100 bp مولکیولی  نتفکییک گردیدنید. نشیانگر وز

 بیا آمییزی رنیگ از اسیتفاده بیا DNAبانیدها  ردیابی، (فرمنتاز)

Green viwer بییا اسییتفاده از  رداری از ژلبییو سییپس عکس

 Syngene GeneFlashمدل  Gel Documentationدستگاه 

Bio (USA ).انجام شد 

 

 اقلاعات هاداده تحلیل و تجزیه

فراوانیی  و درصید( ۱های آلوده )رابطیه نمونهفراوانی  درصد

 از اسییتفاده ( بییا۲ رابطییهشییده )ییشناسا Fusariumهای گونییه

 ;Hajihasani et al., 2012) ییدگرد محاسیبه زییر یهارابطه

Tsedaley & Adugna, 2016:) 

 

(۱) 

 
(۲) 
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 توسیط شیدهترشح سیلولی دییواره مخیرب هایآنزیم سنجش فعالیت

 Fusariumهای گونه هایجدایه

 ،)پلی متییل گالاکتورونیاز( نازیپکت هاییمآنز استخراج جهت

 بیه ی قیاردی،هیا یهجدا توسط یدشدهتول پازیل و زایلاناز سلولاز،

 MacMillan) نیپکتی یحاو عیما کشت یها طیمح از بیترت

& Voughin, 1964; Khairy et al., 1964،) یکربوکسی 

(، زایییلان جودوسییر Abdel-Razik, 1970) ولزلسیی لیییمت

(Miller, 1959 و )یتییونز روغیین (Ortega et al., 2013 )

درجیه  ۲7±۱ یدمیا در روز ۱0 میدت بیه هیاالیو. شد استفاده

 داده قراردور در دقیقه  ۱۱0 سرعت با دوار کریش یرو سلسیوس

 دیواره مخرب هاییمآنز فعالیت قبلی، مطالعات به توجه . باشدند

 تلقیی  از پیس روز ۱0 میدت در آزمایشیگاهی شرایط در سلولی

 ,.Ortega et al., 2013; Zhao et alمورد بررسی قرار گرفت )

2013; Kikot et al., 2009.) هیاییمآنز تیفعال زانیم سپس 

 بیه هیاجداییه توسیطشیده ترش پاز یل و زایلاناز سلولاز، ناز،یپکت

 میورد نیانومتر 440و  540، 550 ،540 یهاموج طول در بیترت

 هیایآنزیم از کدام هر برای مثبت شاهدهای .گرفت قرار یبررس

 .FH1 Fقیارچ  جداییه و کشیت هایمحیط شامل بررسی مورد

graminearum تولید میزان قبلی های پژوهش در که باشدمی 

 شده گرفته قرار ارزیابی مورد آن سلولی دیواره مخرب هایآنزیم

 محییط شامل منفی، شاهدهای(. Khaledi et al., 2017) است

 جودوسر زایلان سلولز، متیل کربوکسی پکتین، بدون کشت های

زان فعالییت میی .باشد مذکور می قارچ همراه به و زیتون روغن و

ساعت پیس از تلقیی  میورد  ۲4 سلولی دیواره مخرب هاییمآنز

اسیید  کاهش میزان اساس بر پکتیناز ارزیابی قرار گرفت. فعالیت

D-اسییید  مقیدار گیری شیده و تعیییینانییدازه گالاکترونییکD-

 نیتیرو اسیید دی سینجی رنیگ روش از استفاده با گالاکترونیک

 بیه توجیه با آنزیمی پکتیناز، تفعالی انجام شد. واحد سالیسیلیک

 میکرومیول یک که آنزیمی تحت عنوان مقدار استاندارد، منحنی

 آزاد هیای دییوارهینپکتدقیقیه از  هیر را در گالاکترونییک اسید

 فعالییت میزان .(Colowich, 1995شد ) گرفته نظر در کند،یم

 بیا گلیوکزمختلیف  یهیاغلظت در جذب اساس بر آنزیم سلولاز

 از واحید گیری شد و یکاندازه سالیسیلیک نیترو د دیاسی معرف

 گلیوکز میکرومول ۱/0 که آنزیمی مقدار عنوانبه سلولاز فعالیت

تعییین شید  کنید،یمتولید  هیدرولیز واکنش طی دقیقه هر را در

(Wood & Bhat, 1998). زایلانییاز فعالیییت از واحیید یییک 

 دقیقیه هیردر  زایلیوز را میکرومول ۱ که آنزیمی مقدارصورت به

یری گه اندازکند، یمدرجه سلسیوس آزاد  ۲5دمایی  شرایط تحت

 اساس بر لیپاز آنزیم فعالیت میزان .(Bailey et al., 1992شد )

درجیه  ۳7 پی نیتروفنل پالمیتات در مختلف یهاغلظت در جذب

 Tris-HCl (pH 7) بیییافر میییولار میلیییی 50 در سلسییییوس

 مقیدار عنوانبیه لیپیاز عالییتف از واحید گیری شده و ییکاندازه

 دقیقیه هر نیتروفنل پالمیتات را در -پی  میکرومول ۱ که آنزیمی

مشیخص گردیید  کنید،یمتولیید  کاتیالیز طی واکنش هییدرولیز

(Ortega et al., 2013). 

 

 آماری محاسبات

 بیا مختلیف هیایآزمایش از حاصیل هیایداده آمیاری آنالیز

 قایسیهم. شید انجیام SPSS (version 23) افیزارنرم از استفاده

 P < 0.05 سیط  در ی دانکینادامنیهها با آزمون دنید یانگینم

 افییزارنرم از نمودارهییا رسییم جهییت. گرفییت قییرار ارزیییابی مییورد

Microsoft Office Excel 2013 گردید استفاده. 

 

 نتایج و بحث

 Fusariumهای های گونهجدایه و مولکولی شناختیریخت شناسایی

 ۱۸ مجموع در و مولکولی شناختیریخت مشاهدات اساس بر

 Fusarium قیارچ گونیه دهیار بیه متعلق به دست آمده  جدایه

 .F بیه متعلیق جدایه هشت(. ۲ شکل ،۲ جدول) شدند شناسایی
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oxysporum، به متعلق جدایه پنج F. culmorumجداییه ، سه 

 .F بییه متعلییق جدایییه دو و F. proliferatum بییه متعلییق

graminearum (.۳ و ۲جدول ) بودند 

 

 مزارع زعفرانجداشده از   Fusariumهایگونه شناختیریختهای ویژگی -2جدول  
Table 2- Morphological characters of Fusarium species isolated from saffron fields 

 هانام گونه
Name of the 

species 

 رنگ پرگنه در

محیط کشت 
PDA 

Pigmentation 

on PDA 

 کلامیدوسپور
Chlamydospore 

 اسپوردوکیوم
Sporodochium 

 میکروکنیدیوم
Microconidia 

 ماکروکنیدیوم
Macroconidia 

تعداد 

 دیواره
Number 

of septa 

سلول 

 انتهایی
Apical 

cell 

 سلول پایه
Basal cell 

 اندازه

Size 

(μm) 

F. oxysporum بنفش تا سفید 

White to violet 

 دارد

Presence 

 کمرنگ نارنجی

Pale orange 

 دارد

Presence 
3 

 منحنی

Curved 

 با پاشنهشکل پا 

Foot shaped to 

pointed 

32-
56×3.1-

5.7 

F. culmorum 
 قرمز

Red 
 دارد

Presence 

 ایقهوه تا نارنجی

Orange to 

brown 

 ندارد

Absence 
3-5 

 بی و گرد
 نوك

Rounded 

and blunt 

 پاشنه بدونشکل پا 

Notched and 

without a 
distinct foot 

shape 

37-
55×4-7 

F. 

proliferatum 
 متغییر

Variable 
 داردن

Absence 
 کمرنگ نارنجی

Pale orange 

 دارد

Presence 
3-5 

 منحنی

Curved 

 کم توسعه یافته

Poorly 

developed 

25-

58×3-5 

F. 

graminearum 

 تا  صورتی متنوع،
 قرمز

Varied, pink to 
red 

 داردن

Absence 
 کمرنگ نارنجی

Pale orange 
 ندارد

Absence 
5-7 

 مخروطی

Tapered 
 پا شکل

Foot shape 
24-

72×4-7 

 

 .F و F. culmorum، F. proliferatumهییای گونییه

graminearum همراه ریشه هایقارچ عنوان به بار اولین برای 

 از مزارع استان خراسان جنوبی در ایران جداسیازی زعفران بنه و

 .شوندمی ارشگز و

 

 F. oxysporumگونه 

توسیط  شیده ذکر مشخصات بر منطبق این گونه مشخصات

نتیایج بیه (. Leslie & Summerell, 2006سایر محققان بود )

 تحلیل مولکولی با استفاده از آغازگرهیای و دست آمده از تجزیه

FOF1/ FOR1  شده شناساییجداسازی و جدایه  ۸نشان داد که

 .Fبیه عنیوان  زعفیران بنیه و ریشیه از ژیکیبه روش مورفولو

oxysporum قارچ  است.  مورد تأییدF. oxysporum  به عنوان

وحشی در ایران استان ایلام  زعفران بنه پوسیدگی بیماری عامل

 (.Najari et al., 2018گزارش شده است )

 

 F. culmorum گونه

ذکیر  کلییدی هیایویژگیی اساس بر نیز گونه این تشخیص

 & Leslie)گرفییت  انجییامسییایر محققییان وسییط ت شییده

Summerell, 2006). جداییه  5های مورفولوژیکی طبق بررسی

F. culmorum شده شناسایی زعفران جداسازی و بنه و ریشه از

بیه روش  C51F/ C51Rبودند کیه بیا اسیتفاده از آغازگرهیای 

 در ایران از بار اولین برای گونه این .(۲)شکل  مولکولی تأیید شد

 است.  شده گزارش بنه زعفران

 

 F. proliferatumگونه 

 فاده ازتحلیل مولکولی با است و نتایج به دست آمده از تجزیه

جدایییه  ۳نشییان داد کییه  PRO1-F/PRO1-R آغازگرهییای

 زعفیران بنیه از شده به روش مورفولوژیکیشناساییجداسازی و 

 ایین (.۲اسیت )شیکل  مورد تأیید F. proliferatumبه عنوان 

 است. هشد گزارش زعفران ریشه در ایران از بار اولین برای گونه



 251     ...  هایگونه سلولی دیواره مخرب هایارزیابی فعالیت آنزیم، خالدی

 F. graminearum گونه

 F. graminearumجدایه  ۲های مورفولوژیکی طبق بررسی

شیده بودنید کیه بیا شناسایی زعفران جداسیازی و بنه و ریشه از

به روش مولکولی تأیید  Fg16F/ Fg16Rاستفاده از آغازگرهای 

و بنییه  ریشیه در ایران از بار اولین برای گونه ن(. ای۲)شکل  شد

 نتایج حاصل از درصد فراوانیی نمونیه است. شده گزارش زعفران

نشیان داد کیه درصید فراوانیی  Fusarium قارچ آلوده به های

درصد کیل  6/۲۲به میزان  Fusarium قارچ آلوده به هاینمونه

سان جنوبی خرا مزارع زعفران استان آوری شده ازهای جمعنمونه

هیر ییک از  آلوده به هایباشد. همچنین درصد فراوانی نمونهمی

 .F. oxysporum، F. culmorum، F هایگونیییییه

proliferatum و F. graminearum  درصید،  4/۹ترتییب بیه

 .F درصیید مییی باشیید.  گونییه ۸/۳درصیید و  ۸/۳درصیید،  7/5

oxysporum بجز مزارع فنود و اصغول از شهرستان سربیشه در 

 .Fبییرداری شییده مشییاهده شیید. گونییه تمییامی مییزارع نمونییه

culmorum  بیا  شهرسیتان دشیت قیائن و خضیریاز مزارع

 قییائن، خضییریاز مییزارع  F. proliferatum قییائن، گونییه

 .F گونیییه بیا  و نیمبلیییوك شهرسیییتان قیییائن ودشیییت

graminearum  قائن و سده شهرستان قیائن مشیاهده از مزارع

 شد.

نمونیه بیرداری شیده  میزارع از شدهآوریعجم هاینمونه در

 Fusarium قیارچ جداییه ۱۸ از خراسان جنیوبی استان زعفران

 ،F. oxysporum هایفراوانی گونیه شده، جداسازی و شناسایی

F. culmorum، F. proliferatum و F. graminearum 

 به ترتیب به برداری شهرستان قائنشده در مزارع نمونهشناسایی

. باشیدمیی درصید ۳/۱۳ و درصد ۲0 درصد، ۳/۳۳ د،درص ۳/۳۳

 گونیه ترینشیایع F. oxysporum گونه که دهدمی نشان نتایج

جداسیازی و شناسیایی  فوزاریوم هایشده در بین جدایهشناسایی

 استان خراسان جنوبی برداری شده درنمونه زعفران مزارع از شده

  .است
 

 
 Fusariumهای ونهگهای جدایه مولکولی شناسایی -2شکل 

 ؛C51F/C51R آغازگر باF. culmorum متعلق به  S10 و S12 ؛FOF1/FOR1 آغازگر با F. oxysporum متعلق به S5 و S3، S8 ،S1 ترتیب به باندها

S17  متعلق به F. graminearumآغازگر با Fg16R/Fg16F؛ S16 و S15  متعلق به F. proliferatum آغازگر با PRO1-F/PRO1-R،Ladder  ( 

100 bpفرمنتاز). 
Figure 2- Molecular identification of isolates of Fusarium species. 

Lanes S3, S8, S1 and S5 respectively belongs to F. oxysporum amplified with FOF1/FOR1 primers; S12 and S10 belongs to F. 

culmorum amplified with C51F/C51R primers; S17 belong to F. graminearum amplified with Fg16R/Fg16F primers; S16 and 

S15 belongs to F. proliferatum amplified with PRO1-F/PRO1-R primers, Ladder (100bp Fermentas). 
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 بیالای فراوانیی میورد در گزارش دیگر محققان با نتایج این

هنید  منطقیه کشیمیر عفیرانز میزارع در .Fusarium sp گونه

 عامییل همچنییین، .(Hassan & Devi, 2003دارد ) مطابقییت

 Fusariumگونییه  اسییپانیا در زعفییران کییورم پوسیییدگی

oxysporum f. sp. gladioli باشیید )میییDi Primo & 

Cappelli, 2000کشیمیر در زعفیران کیورم پوسیدگی (. عامل 

 .Fو  F. oxysporum ،F. moniliformeهییای هنیید گونییه

solani میی( باشیدWani & Dar, 2004 .) نتیایج شناسیایی

لازم بیه ذکیر  .کنیدشناسایی مورفولوژیکی را تأیید می، مولکولی

بیر روی  Fusariumهیای است علایم بیمیاری ناشیی از گونیه

 ها به صورت بسیار سطحی و خفیف مشاهده شد.ریشه و بنه

شان داد ن و مولکولی شناختیریختنتایج حاصل از شناسایی 

کیه بیه  در ایین مطالعیههیای شناسیایی شیده گونهکه در میان 

مشیخص  ۳جیدول تفکیک با توجیه بیه محیل جمیع آوری در 

-در تمام میزارع زعفیران نمونیه F. oxysporum، گونه اندشده

 مییان برداری شده به جز شهرستان سربیشیه مشیاهده شید. در

 قائن بالاترینقائن از شهرستان  مزارع شده، بردارینمونه مناطق

جداسیازی  Fusarium های قیارچتعداد جدایه نظر از را فراوانی

 .Fهییای گونییه هییا،جدایییه میییان در. دادنیید شییده نشییان

culmorum،F. proliferatum، F. oxysporum  وF. 

graminearum قیائن زیر کشیت زعفیران در میزارع مزارع در 

 (.۳شد )جدول  شهرستان قائن مشاهده

 

سییلولی  دیییواره مخییرب هییایآنزیم یییتفعال ارزیییابی

  Fusariumهایجدایه توسط شدهترشح

در  Fusarium قیارچهای جدایه زاییقدرت تهاجم و بیماری

ازجملیه  زایییدخییل در بیمیاری مختلف هاییسممکان ارتباط با

 Ortegaخارج سلولی و مایکوتوکسین هاسیت ) هاییمتولید آنز

et al., 2013 .)قیییارچ هیییای F. graminearum ،F. 

culmorum  وF. proliferatum های اغلب قادر به تولید آنزیم

 و تجزییه (.Ma et al., 2013مخیرب دییواره سیلولی هسیتند )

نشیان داد کیه تمیامی  های مخرب دییواره سیلولیآنزیم تحلیل

هیای مخیرب آنزیم قادر بیه تولیید Fusarium قارچهای جدایه

نتیایج بیه دسیت آمیده، بیرای بودند. با توجیه بیه  دیواره سلولی

های مورد بررسی حداکثر سط  فعالیت سیلولاز، بسیاری از جدایه

سیاعت  ۱۹۲و  ۱44، ۹6، 7۲زایلاناز، پکتیناز و لیپاز به ترتیب در 

گذشیت  در محیط مایع، مشاهده شد. پس از آن، با پس از کشت

در زمیانی کیه  .(۳یافت )شکل کاهش  هایمآنزاین زمان فعالیت 

دهنید، آنزیمی را نشیان مییحداکثر سط  فعالیت ها جدایه بیشتر

هیا در میان جداییههای مخرب دیواره سلولی آنزیمسط  فعالیت 

 ۱۳55تیا  7۳5از  زایلانیاز، g.mlμ-1 ۹5۳تا  6۱5برای سلولاز از 
1-g.mlμ1 4۳۱0تا  ۲۱۲۹از  ، پکتیناز-g.mlμ ۲۲تیا  6از  و لیپاز 
1-g.mlμ  .هیای روز میزان فعالیت آنزیم ۱0در طول مشاهده شد

شده بررسی شید و مییزان تولیید بیه مخرب دیواره سلولی ترش 

 Fusarium قیارچهای حداکثر فعالیت هیر آنیزیم بیرای جداییه

  .(۳)شکل بود متفاوت 

در شیرایط  های مخرب دیواره سیلولیآنزیمبیشترین فعالیت 

 .S1 F هیا مربیوط بیه جداییهآزمایشگاهی در میان تمام جدایه

oxysporum و  پکتیناز، زایلاناز، بیشترین فعالیت سلولازکه  بود

 g.mlμ ،۹/۹±۱۳55-1 ۹5۳±۳/6 بییه ترتیییب بییه میییزان لیپییاز
1-g.mlμ، 5/۱۱±4۳۱0 1-g.mlμ  1 ۲۲± ۲/0و-g.mlμ 

پکتیناز و ، زایلاناز، همچنین کمترین فعالیت سلولازمشاهده شد. 

 .(4جدول بود )F. graminearum S18  جدایه به مربوطلیپاز 

فعالییت آن  یترکه در زمان کوتیاه بودسلولاز اولین آنزیمی 

که پس از آن به ترتیب فعالییت حیداکثر ، درحالیرسیدیبه اوج م

بیشیتر و در مقیدار  یرزایلاناز، پکتیناز و لیپیاز بیا تیأخ هاییمآنز

مطابقت  محققان دیگرمشاهده شد. نتایج ما با مشاهدات  یکمتر

ها گزارش کردند کیه فعالییت . آن(Ortega et al., 2013) دارد
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ها بیه مییزان حیداکثر بیشتری نسبت به سایر آنزیم یرلیپاز با تأخ

بیمیاریزای  یهیابرای قارچزایلاناز  و سلولاز یها. آنزیمرسدیم

گیاهی که ساختارهای نفوذ تخصصیی ندارنید اهمییت بیشیتری 

هییای آنزیم یییتعالمقایسییه ف (.Gibson et al., 2011دارنیید )

زایی جدایه ها نشان داد که لیپاز و مخرب دیواره سلولی و بیماری

ها در مقایسه با سلولاز و زایی جدایهپکتیناز اثر کمتری بر بیماری

. نتیایج میا بیا مشیاهدات )نتایج ارائه نشیده اسیت( زایلاناز دارند

 زسلولاز و زایلانیاکه گزارش کردند  مطابقت دارند محققان دیگر

های مخرب دیواره سلولی در بیمیاریزایی یمآنزدر مقایسه با سایر 

 .(Phalip et al., 2005جدایه ها اهمیت بیشتری دارند )

 

  گیرینتیجه

ان است و با یرا تیدراصا ییدارو نگیاهاترین مهم از زعفران

توجه به نقیش و جایگیاه آن در وضیعیت اقتصیادی و اجتمیاعی 

جنیوبی و رقابیت ایین محصیول در  انویژه استان خراسمردم به

ی بازارهای جهانی، بررسی عوامل بیماریزای آن در مناطق عمده

رسد. بالا بودن درصید رطوبیت کاری ضروری به نظر میزعفران

همراه با دماهای بالا شرایط مناسبی را برای توسیعه و گسیترش 

هایی که موجب پوسیدگی بنه و ریشیه زعفیران میی سریع قارچ

  کند.ا فراهم میشوند ر

 

 
 (،bزایلاناز ) فعالیت (،aسلولاز ) فعالیت، Fusarium هایهای گونهبرخی جدایه توسط شده ترشح سلولی دیواره مخرب آنزیم هایفعالیت .3 شکل

 و S1  هایجدایه .شد مشابه تکرار تایجن با بار دو آزمایش اند، شده ارائه استاندارد خطای ± ها داده (. میانگینdلیپاز ) فعالیت و (c) پکتیناز فعالیت

S8 متعلق به F. oxysporum ؛ S12  متعلق به F. culmorum؛ S15  متعلق به F. proliferatum؛ S18  متعلق به F. graminearum.  

S1;  S8;  S12;  S15;  S18  
Figure 3- Analysis of activities of cell wall degrading enzymes produced by some isolates of Fusarium species cellulase activity 

(a), xylanase activity (b), pectinase activity (c) and lipase activity (d). Data are means ± standard error. The experiment was 

repeated two times with similar results. Isolates S1 and S8 belongs to F. oxysporum; S12 belong to F. culmorum; S15 belong 

to F. proliferatum; S18 belong to F. graminearum.  S1;  S8;  S12;  S15; 

 S18 
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ترشح شده توسط  ج سلولیآنزیمی خار فعالیت برداری و حداکثرنمونه محل جداسازی شده بر اساس  Fusariumهایگونه مشخصات -4 جدول

 هاهجدای
Table 4 - Characteristics of Fusarium species isolated based on sampling areas and maximum of extracellular enzymes 

activity of secreted by isolates 

 فوزاریوم یهاگونه

Fusarium species 

 کد جدایه

Isolate 

code 

 برداریمحل نمونه

Sample site 

 زیمی حداکثر فعالیت آن

)1-Maximum of enzyme activity (μg.ml 

 سلولاز

Cellulase 

72 hpc 

 زایلاناز

Xylanase 

96 hpc 

 پکتیناز
Pectinase 

144 hpc 

 لیپاز
Lipases 

192 hpc 

F. oxysporum 

S1 
  قائن

Qaen 
953±6.3 a 1355±9.9 a 4310±11.5 a 22±0.2 a 

S2 
 بیرجند

Birjand 
650±8.5 i 815±11.3 g 2454±3.8 j 7±0.1 j 

S3 
 درمیان

Darmian 
652±9.2 i 813±12.1 g 2769±5.2 i 8±0.3 i 

S4 
  قائن

Qaen 
765±9.8 f 981±12.6 e 3452±23.4 f 12±0.2 f 

S5 
  قائن

Qaen 
692±3.1 h 853±9.5 f 3052±14.3 h 9±0.6 h 

S6 
 بیرجند

Birjand 
865±13.2 c 1104±11.5 c 4112±8.8 c 16±0.2 c 

S7 
  قائن

Qaen 
720±5.1 g 986±9.9 e 3208±6.5 g 11±0.3 g 

S8 
  قائن

Qaen 
935±11.2 b 1204±8.3 b 4222±12.1 b 19±0.4 b 

F. culmorum 

S9 
 بیرجند

Birjand 
800±8.3 e 985±21.5 e 3766±15.6 e 13±0.6 e 

S10 
  قائن

Qaen 
696±4.1 h 851±5.9 f 3056±13.1 h 9±0.2 h 

S11 
  قائن

Qaen 
695±5.3 h 857±8.6 f 3059±8.9 h 9±0.1 h 

S12 
  قائن

Qaen 
763±8.6 f 859±11.1 f 3259±9.3 f 12±0.3 f 

S13 
  قائن

Qaen 
859±12.1 c 1105±8.2 c 4121±7.8 c 16±0.2 c 

F. proliferatum 

S14 
  قائن

Qaen 
719±9.9 g 980±11.5 e 3211±8.2 g 8±0.5 g 

S15 
  قائن

Qaen 
722±12.1 g 852±6.9 f 3205±11.5 g 11±0.2 g 

S16 
  قائن

Qaen 
823±9.4 d 1024±14.1 d 3895±12.6 d 14±0.1 d 

F. graminearum 

S17 
  قائن

Qaen 
649±11.3 i 809±9.8 g 2759±14.2 i 8±0.1 i 

S18 
  قائن

Qaen 
615±9.6 j 735±6.5 h 2129±13.2 k 6±0.3 k 

 آزمون به توجه اب SPSS افزار نرم از استفاده با اندشدهداده نشان مختلف حروف با که : ساعت پس از کشت در محیط مایع، اعدادیhpc رد،استاندا خطای ± هاداده میانگین
 شد. تکرار مشابه نتایج با بار دو آزمایش .داشتند دارمعنی هایتفاوت درصد 5 سط  در دانکن

Average ± standard error, hpc: hour post culturing, Different letters indicate significant differences according to Duncan analysis 

using SPSS software (P = 0.05), experiment was repeated two times with similar results. 
 

 زعفران بنه و ریشه با همراه Fusariumهای گونه شناسایی

 انتخاب جهت تواندها میو اهمیت آن زاییبیماری تعیین میزان و

 مخیرب اثرات کاهش برای مدیریتی مؤثر هایاستراتژی اتخاذ و

 بازدید طی درباشد. مفید عملکرد محصول بر روی این بیمارگرها
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 ۱۸ مجمیوع خراسان جنوبی، در برخی مزارع زعفران در استان از

 هییایویژگی براسییاس و جداسییازی Fusarium قییارچ جدایییه

شدند کیه متعلیق  شناسایی مولکولی هایبررسی و وژیکیمورفول

 .F. oxysporum ،F. graminearum، Fهییای بییه گونییه

culmorum و F. proliferatum .هییای گونییه بودنییدF. 

graminearum ،F. culmorum و F. proliferatum بیرای 

از مزارع زعفران در اییران در اسیتان خراسیان جنیوبی  بار اولین

 سلولی دیواره مخرب هایآنزیمبا توجه به اهمیت  .شدند گزارش

 هیایآنیزیم فعالییت و سیطوح Fusarium قارچ زاییبیماری در

تیری بیه حیداکثر مییزان در زمیان کوتیاهکیه  سلولز و زایلانیاز

مییان  در بیشیتری هیا اهمییترسیند، ایین آنیزیمفعالیتشان می

 انجیام. دارنید میورد بررسیی سیلولی دییواره مخیرب هایآنزیم

 منیاطق Fusariumهای گونیه شناسیایی بیرای دقیق مطالعات

 انتشیار از جلیوگیری آلیودگی بیرای هایکانون شناسایی آلوده و

 .اسیت ضیروری بسییار امری کاریزعفران مناطق دیگر به قارچ

 در ایمزرعیه بازدییدهای بهداشیتی، میوازین رعایتهمچنین با 

حیذف و سیوزاندن ، ایقرنطینه اقداماتمراحل رشد گیاه،  تمامی

 و بیش از حد آبیاری از اجتناب سالم، زمین گیاهان آلوده، انتخاب

قبل  بنه ازته، ضدعفونی کودهای از حد از بیش استفاده همچنین

شیمیایی از جمله بنومیل یا محلول های حاوی  سموم از کشت با

 ایجیاد پتانسییل کاهشمس باعث جلوگیری از انتشار آلودگی و 

 زعفران شود. افزایش عملکرد و Fusarium رچقابیماری توسط 
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Abstract 

The aim of this study is to identify Fusarium species associated with root and corm of saffron and evaluate 

extracellular enzyme activity secreted by them. In order to study the species of Fusarium, a total of 53 root and 

corm samples were randomly collected from saffron fields of the South Khorasan province during 2017 

growing season. After washing the samples with sterile water and disinfected the surface with 1% sodium 

hypochlorite, small pieces of root and corm were cultured on general and specific culture media. Purification 

of fungal colonies was performed using single spore and hyphal tip methods on 2% water agar medium. 

Identification of fungi based on the microscopic and morphological characteristics was performed with valid 

identification keys. The F. oxysporum, F. graminearum, F. culmorum and F. proliferatum species were 

identified based on morphological characters. The results obtained from molecular analysis using species-

specific primers confirm morphological identification. The results reveal that 22.6% of saffron samples are 

contaminated by Fusarium species. F. oxysporum is the predominant species with the highest isolation 

frequency in samples of 9.4% followed by F. culmorum (5.7%), F. proliferatum (3.8%) and F. graminearum 

(3.8%) based on morphological and molecular observations,  
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