
 

 
 علوم و تحقيقات بذر ايران

 )١١٣ -  ١٣٠( ١٤٠٠/ شماره دوم/ هشتم سال

  مقاله پژوهشي
DOI: 10.22124/jms.2021.5215 

بذري بومي  يهاتودهسلامت و كيفيت ، زنيجوانهروي  بذرزاد يهاقارچ تأثير ارزيابي
   رازيانه

  

 ٤، ليلا زارع٣، فرشيد حسني٢، عباس دهشيري*١يخالدنيما 
 

٢١/٨/٩٩تاريخ پذيرش:                                                                                                 ٧٢/٣/٩٩ريافت: تاريخ د  

 چكيده

 ارزيابي مطالعه اين از هدف كاهش كيفيت و كميت محصول شوند. به ر، منجربذ روي سلامت يرتأثبا  توانندبذرزاد مي يهاقارچ
زايي، ميزان بيمارينيز و در ادامه بوده بذرزاد  يهاقارچ شناساييجداسازي و بذر بومي رازيانه،  يهاتوده بنيه و زنيجوانه يهاشاخص

 يهاقارچ شناسايي منظوربه .مورد بررسي قرار گرفت هايهجدا اين توسط توليدشده سلولي ديواره مخرب هاييمآنز قدرت تهاجم و فعاليت
 بذر آزمون المللي بين انجمن ضوابط اساس بر همدان و كردستان زنجان، گلستان، يهااستان مزارع برخي از رازيانه بذري يهاتوده بذرزاد
 شناسايي شدند. ،مولكولي و شناختييختر هاييژگيو اساس بر ،يسازخالصپس از جداسازي و قارچي  هاييهجدا. شد بردارينمونه

 موردها جدايه توسط شدهزايي ترشحبيماري فاكتورهاي ترينياصل عنوانبه ليپاز و پكتيناز ،زايلاناز لولاز،س هاييمآنز فعاليت سپس ميزان
 ٣٣ در مجموع .شد بررسي گياهچه روي زاييبيماري آزمون با هاجدايه قدرت تهاجم و زاييبيماري پتانسيل همچنين، .گرفت قرار ارزيابي
 Fusarium oxysporumو  Alternaria alternate يهاگونهمتعلق به كه مولكولي  و اسيشنريخت هاييژگيو اساس بر جدايه

 هايشاخص در داريمعني اختلاف ،بررسي مورد بذر بومي يهاتوده ميان در كه داد نشان استاندارد زنيجوانه آزمون نتايج .شناسايي شدند
گذاشته و  تأثير بذر زنيجوانه و بنيه هايشاخص روي توجهيقابل طوربه زادبذر يهاقارچ به بذر آلودگي. وجود دارد و بنيه زنيجوانه

 ترتيببه آن از پس و گلستان بذري توده در زنيجوانه و بنيه هايشاخص ترينكم كه داد نشان نتايجشوند. كيفيت بذر مي كاهش موجب
 كم و زابيماري هايهجدا درصد ٨٥حدود  كه داد نشان زايييماريب آزمون نتايج .شد مشاهده كردستان و زنجان همدان، بذري هايتوده در

 Alternaria يهاگونه مختلف هاييهجدا قدرت تهاجم و زاييبيماري ميزانهمچنين . نبودند زابيماري هايجدايه درصد ١٥ و زابيماري
 و پكتيناز با مقايسه در زايلاناز و سلولاز كه داد اننش سلولي ديواره مخرب هايآنزيم فعاليت تحليل و تجزيه .بودمتفاوت  Fusarium و

 .داشت يرتأث هايهجدا قدرت تهاجم و زاييبيماري روي ميزان هايمآنزو ميزان فعاليت  داشته هايهجدا زاييبيماري تري دراهميت بيش ليپاز
روي گياهچه  هايهجداقدرت تهاجم  و زاييتغييرات بيماريان ميزبا  زايلاناز و ميزان فعاليت سلولاز كه دهديم نشان هايافته اين بنابراين،

 ميان ميزان ارتباط بررسي همراهبهبذر بومي ايران  يهاتوده در بذرزاد رازيانه يهاقارچ شناسايي مورد در گزارش اولين اين. باشديم مرتبط
 .بود هايهجدا توسط توليدشده سلولي ديواره مخرب هاييمآنز قدرت تهاجم و فعاليت زايي،بيماري
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  مقدمه
 Foeniculum vulgareبا نام علمي انهيرازگياه 

Mill.  ان يچتراز خانواده)Apiaceae( و نيتريكي از مهم 
 Khalaj( باشديم ييدارو و اييهادو اهانيگ نيترفرپرمص

et al., 2019(. درصد از كل توليد  ٥حدود  توليد با ايران
توليد و  ترين كشورهايمهم يكي از عنوانرازيانه جهان به

رازيانه از  شود. اسانسيم شناخته رازيانه صادركننده
تركيبات مختلفي ترپنوئيدي و فنيل پروپانوئيدها تشكيل 

 و غذايي، آرايشي دارويي، مختلف صنايع شده است كه در
 ,.Diao et al(گيرد يم قرار استفاده مورد بهداشتي

2014; Younesian et al., 2012( با توجه به اهميت .
 ژنتيكي، تنوع جوداقتصادي رازيانه در تجارت جهاني و و

افزايد يمآن  اهميت بر خشكي به مقاومت و كم آبي نياز
)Maghsudi Kelardashti et al., 2014( .انهيراز 
 كشورهاي بومي ساله و چند اي ساله علفي دو ياهيگ

انه يراز نندهكديتول عمده. باشدمي اروپا جنوب و ترانهيمد
تان، كردس گلستان، همدان، يهااستانشامل شور كدر 

 و هيلويهگكگيلان، ، رضوي خراسان رمان،كتبريز،  لرستان،
 Ehsanipour et( باشديمتهران  و ، مازندرانراحمديبو

al., 2012; Darzi et al., 2007(.   
 و تكثير عامل كه باشدمي گياهي اندام ترينمهم بذر

 در پراكنش گياه در و بوده گياهي توارثي ذخاير حفظ
 شرايط در گياه نسل بقاي و تكثيرحفظ،  مختلف، مناطق
 ,Nasiri( دارد سزاييبه نقش مدت،طولاني و سخت

و  تعيين كيفيت بذر در مهمي نقش آن سلامت .)2018
انتقال  درهمچنين . دارند محصول عملكرد بالقوه افزايش

 مهمي بذر نقش بعد زراعي فصل و ديگر مناطق به يبيمار
 ,.Mahapatra et al., 2019; Singh et al( دارند

2011; Singh and Mathur, 2004(. بذر تحت  سلامت
 يي كهزابيماري عوامل هرگونه وجود عدم يا وجود يرتأث

 .گيرديمقرار د، نوجود دار بذر درون و يا روي سطح
 Fusariumو Alternaria alternate يهاقارچ تاكنون

oxysporum f. sp. funiculi بذززاد و  يهاقارچعنوان به
 كه اين است گزارش شده جهان در همراه بذر رازيانه

 همراه بذر يا زاد وبذر صورتبه قارچي زايبيماري عوامل
 بذر، زني و بنيهبردن جوانهبين از يا كاهش موجب

 گياهچه سوختگي و پژمردگي بذر، و نكروز پوسيدگي
. )Khare et al., 2014; Singh et al., 2011( شونديم
محققان  ساير توسط شده گزارش يجنتا به توجه با

 هايشاخصكاهش  و همراه بذر موجب بذرزاد يهاقارچ
 ,.Ben Salem et al(شوند مي رازيانه زنيجوانه و بنيه

2019; Gama et al., 2014(. زيادي زايبيماري عوامل 
 و كرده حمله آن به رازيانه رشد دوره طي است در ممكن
 ترينمهم از. ندشو آن كيفيت و كميت كاهش موجب
فوزاريومي،  پژمردگي توان بهمي رازيانه هايبيماري

 برگي لكه رامولاريايي، آلترناريايي، سوختگي سوختگي
آسكوكيتايي،  برگي اي، لكهيهزاو برگي سركوسپورايي، لكه

 و ريشه رايزوكتونيايي فيتوفتوراي، پوسيدگي پوسيدگي
 فيدكساقه، زنگ، س اسكلروتينيايي طوقه، پوسيدگي
. )Khare et al., 2014(اشاره كرد  پودري و داخلي

عامل  Leveillula umbelliferarum يهاقارچتاكنون 
، اهواز، مرند و شيرازاز پودري  بيماري سفيدك

Passalora kirchneri اييهزاو برگي عامل بيماري لكه 
عامل بيماري .Ramularia sp  و تنكابنو  بابلاز 

گزارش روي گياه رازيانه  قائمشهرز ا رامولاريايي سوختگي
 از مختلفي هاي. استراتژي)Ershad, 2009( شده است

زراعي و به اصول سالم، رعايت بذر از استفاده جمله
رازيانه  بيماري مديريت براي شيميايي سموم استفاده

  .)Khare et al., 2014( توصيه شده است
- ريبيما در درگير هاييسممكان مورد در ما اطلاعات

 رازيانه روي Fusarium و Alternaria يهاقارچ زايي
 Fusarium و Alternaria يهاقارچ. است محدود بسيار

 ندارد، گياهي يهاسلول در نفوذ براي تخصصي ساختاري
 يا و شده ميزبان وارد هازخميا  طبيعي منافذ طريق از اما
 آپرسوريوم هيف ويژه ساختار توسط مستقيم طوربه
)Alternaria spp.(  كنندهآلوده كوتاه هيفو 
)Fusarium spp.( نفوذ اپيدرمي يهاسلول ديواره در 
 ,.Boedo et al., 2007; Wanyoike et al( كنديم

2002; Pritsch et al., 2000(. ايي زبيماري عوامل
 ديواره بر غلبه براينكروتروف  يهاقارچ يژهوبهگياهي 

 گياهان در فيزيكي يدفاع يهلا اولين عنوانبه سلولي
 .)Underwood, 2012( است يافته تكامل ميزبان

 ترشح و توليد طريق از فوزاريومو  يارلترناآ قارچ هايگونه
 ترينياصل عنوانبه سلولي ديواره مخرب هايآنزيم

 ايجاد و ، توسعهنفوذ به قادر زاييبيماري فاكتورهاي
 Taheri, 2019; Kikot et( هستند گياه بافت در آلودگي

al., 2009; Cho et al., 2009(. يتهاجم عامل قدرت 
 دهندهنشان كه استزا بيماري عوامل سازگاريدر  مهم
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بيماري روي ميزبان  علايم ظهور در هاآن احتمالي توانايي
 است بيماري اپيدميو ايجاد  ترين زمان ممكندر كوتاه

)Lannou, 2012; Sacristan and García-Arenal, 
 يهاقارچ مورد در شدهانجام مطالعات .)2008

Alternaria tenuissima، Fusarium 

graminearum ،F. culmorum، F. proliferatum ،
F. subglutinans ،Verticillium dahliae ،

Magnaporthe grisea ،Rhizoctonia solani و 
Macrophomina phaseolina رابطه داد كه نشان 

ميزان  و سلولي ديواره مخرب يهايمآنز بين مستقيمي
 ;Taheri, 2019( وجود دارد هاقارچاين  زاييبيماري

Khaledi et al., 2017; Khaledi et al., 2015; 
Gibson et al., 2011(. هايآنزيم فعاليت و توليد كاهش 

 قدرت كاهش با بيمارگرها از حاصل سلولي ديواره مخرب
 Noda( دارد ستقيميم ارتباط هازايي آنو بيماري تهاجم

et al., 2010; Kikot et al., 2009; Voigt et al., 
 ترشح سلولي خارج هاييمآنز ارزيابي و . سنجش)2005

 مفيدي روش عنوانبه توانديم توسط بيمارگرها شده
گيرد  قرار استفاده مورد زاييبيماري توان ارزيابي جهت

)Khaledi et al., 2017; Gibson et al., 2011(. با 
 در ما اطلاعات دارويي، گياهان اقتصادي اهميت وجود
 ايران در رازيانه بذرزاد هايقارچ از ناشي هايبيماري مورد

 شناسايي هدف با حاضر تحقيق. است محدود بسيار
 تأثير ارزيابي و رازيانه بومي هايتوده در بذرزاد هايقارچ

. شد انجام زنيجوانه و بنيه هايشاخص روي هاآن
 تهاجم قدرت و زاييبيماري ميزان بين ارتباط همچنين

 ترشح سلولي ديواره مخرب هايآنزيم فعاليت با ها¬جدايه
  .گرفت قرار بررسي مورد هاآن توسط شده

  
  هامواد و روش

 بردارينمونه

 از پس ١٣٩٨ زراعي سال طي در بردارينمونه
 در رازيانه بذري هايتوده از برداشت و بذور كامل رسيدگي

 زنجان ،)آباد علي شهرستان( گلستان هاياستان
 و) مريوان شهرستان( كردستان ،)خدابنده شهرستان(

 كشت زير سطح بيشترين كه) نهاوند شهرستان( همدان
- بين انجمن دستورالعمل اساس بر ،)١ جدول( داشتند

 پارت فني راهنماي و )ISTA, 2003( بذر آزمون المللي
 شد انجام )Abbasian, 2019( ربذ برداري نمونه و چيني

 آزمايشگاه به كاغذي هايپاكت در مشخصات ثبت همراه و
 نهال و بذر گواهي و ثبت تحقيقات موسسه بذر سلامت
  .گرديد منتقل

  شدهآوري جمع هاينمونه جغرافيايي مشخصات -١جدول 
Table 1. Geographic characteristics of collected samples  

 ي (شمالي)عرض جغرافياي

Latitude 
 (شرقي) طول جغرافيايي

Longitude 
  شهرستان
County  

  استان
Province  

  Golestan گلستان  Aliabad علي آباد "23.0 '50 54° "02.2 '55 36°
  Zanjan زنجان  Khodabandeh خدابنده "59.2 '34 48° "07.4 '06 36°
  Kordestan كردستان  Marivan مريوان "52.8 '09 46° "39.1 '30 35°
  Hamadan همدان  Nahavand نهاوند "40.4 '21 48° "35.2 '12 34°

 شناسيريختشناسايي  و سازيخالص ،جداسازي
 قارچي هاييهجدا

پس از ضدعفوني ي قارچي هايهجهت جداسازي جدا
(حاوي يك  هيپوكلريت سديم شدهرقيقبا محلول  بذور

 در و دندش ورمدت يك دقيقه غوطهدرصد كلر فعال) به
پس . شدند شستشو سترون مقطر آب با مرتبه سه نهايت،

 در بذور سترون، صافي كاغذ روي بذور شدنخشك از
 حاويمتر) سانتي ٩ قطر (به يپتر يهاتشتك سطح

 ,Booth( آگار دكستروز زمينيسيب عمومي كشتمحيط 

درجه  ٢٥±١دماي  با رشد اتاقكدر كشت و  )1977
 ١٢ساعت تاريكي و  ١٢ناوب، و دوره نوري مت لسيوسس

و بدين  )Nirenberg, 1976( گرفتساعت روشنايي قرار 
 با قارچي هاييهجدا .شدند جداسازيها ترتيب جدايه

 محيط روي كردن اسپور نوك ريسه و تك روش از استفاده
 Nelson et(شدند  يسازخالص درصد آگار دو آب كشت

al., 2006; Booth, 1977(. بر اساس ا هشناسايي قارچ
شناسي، ميكروسكوپي و كليدهاي خصوصيات ريخت

 Simmons, 2007; Leslie(گرديد انجام شناسايي معتبر 

and Summerell, 2006; (.   
 هاجدايه مولكولي ييشناسا

بر اساس مشخصات  شدهييشناسا يهاگونه دييتأ براي
 در كه هاگونه ياختصاص ياز آغازگرها يشناختختير
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 Kordalewska et( شداستفاده  اند،شده هارائ ٢ جدول

al., 2015; Mishra et al., 2003(. هر بودناختصاصي 
 در BLAST تحليل و تجزيه انجام وسيلهبه آغازگر

NCBI ميسليوم مورد  يهبراي ته .گرفت قرار تأييد مورد
ظروف  در قارچيهاي جدايه، DNAنياز جهت استخراج 

براث  دكستروز زمينيسيب ارلن ماير محتوي محيط كشت
روز در داخل دستگاه انكوباتور شيكردار با  ١٠مدت به

دور در  ١٢٠و با سرعت  لسيوسسدرجه  ٢٥±٢دماي 
پمپ  با يافتهرشد ميسيليومي شدند. تودهدقيقه قرار داده 

و  آوريجمع سترون واتمن صافي كاغذ وبوخنر  قيف خلاء،
ري كامل، . پس از آبگيشدندبا آب مقطر سترون شستشو 

هاي توده ميسليومي برداشت و به درون ميكروتيوب
هاي حاوي . ميكروتيوبشدليتري منتقل ميلي ٥/١استريل 

درجه  -٢٠در دماي  DNAميسليوم تا مرحله استخراج 
از  DNAبراي استخراج  .شدندنگهداري  لسيوسس

 Genomic DNA isolation kitهاي قارچ از كيت جدايه

IV  ساخت شركتDENA Zist Asia  ايران با توجه به
 تعيين منظوربه د.شدستورالعمل شركت سازنده استفاده 

 نانودراب دستگاه از شده،استخراج DNA كيفيت و كميت
 ;NanoDrop 2000( اسپكتروفتومتري

Spectophotometer, Thermo Scientific, 

Wilmington, USA( چرخه .شد استفاده آگارز ژل و 
 هاآغازگر نوع به توجه با كلي طوربه ادهاستف مورد دمايي
 پليمراز اياجزاي واكنش زنجيره .)٢(جدول  ديگرد تعيين
 PCR Master ميكروليتر ٥/١٢، آب ميكروليتر ٥/٧شامل 

Mix )Pars Tous, Iran(، DNA  1با غلظت-ng.µL ٥٠ 
حجم  دربرگشتي  و آغازگر جلو به رو آغازگر ١٠ Pmol و

با  پليمراز ايواكنش زنجيره. بود ميكروليتر ٢٥ كل
 Biometraمدل دستگاه ترموسايكلر  استفاده از

)Germany( هر آزمايش شامل كنترل مثبت  .شد انجام
)DNA هاي منفي (يك شده) و كنترليك جدايه شناخته

محصولات در نهايت . ) بودDNAبدون  PCRواكنش 
 از ودرصد  ٥/١آگارز روي ژل پليمراز  ايواكنش زنجيره

عبور ولت  ٨٠دقيقه با ولتاژ  ٤٠مدت طريق الكتروفورز به
 آميزي رنگ از استفاده با DNAباندها  . رديابيشدندداده 

و سپس  )Green ®SYBR( سايبرگرين سنترفلو با
 Gel دستگاهبا استفاده از  برداري از ژلعكس

Documentation مدلSyngene Gene Flash Bio 
)USA(  ل قطعات حاصل از تكثير بر اساس طو .دشانجام

مختلف از نظر ژنتيكي هاي جدايهروي ژل،  DNAقطعات 
  تفكيك شدند.

  Fusarium وAlternaria  يهاگونه شناسايي براي استفاده مورد اتصال دماي و محصول اندازه آغازگرها، توالي -٢ جدول
Table 2. Primers sequences, product sizes and annealing temperatures used for identify species of 

Alternaria and Fusarium 

  هاگونه
Species 

  آغازگر
Primer 

)٥'→٣'( آغازگر توالي  
Sequences (5’-3’) 

  قطعه اندازه
Product 
size (bp) 

 شرايط واكنش
  پليمراز ايزنجيره

PCR 
conditions 

  منبع
Reference 

Alternaria 
alternata 

AaF GTGCCTTCCCCCAAGGTCTCCG 
184 65°C / 30s 

(Kordalewska 
et al., 2015) AaR CGGAAACGAGGTGGTTCAGGTC 

Fusarium 
oxysporum 

FOF ACATACCACTTGTTGCCTCG 
340 58 °C / 30 s  

(Mishra et al., 
2003) FOR CGCCAATCAATTTGAGGAACG 

زني جوانه يهاشاخصبذرزاد روي  يهاقارچ ارزيابي
 ربذ بنيه و

دستورالعمل  اساس بر استاندارد زنيجوانه آزمون
 ,Anonumous( شد انجام آزمون بذر يلمللا نيانجمن ب

 با تكرار چهار( بذر ٤٠٠ براي اين منظور تعداد. )2014
 نهاوند، آباد، علي بذري هاينمونه از )بذر عدد ١٠٠

 كاغذ يرو انتخاب و تصادفي صورتبه مريوان و خدابنده
 و شده داده قرار يپتر يهاتشتك داخل در واتمن صافي

 دوره باو لسيوس س درجه ٢٤±١ يدما در اتاقك رشد به
 شدند منتقل ساعت تاريكي ٨ساعت روشنايي و  ١٦ نوري

)Moradi and Rezvani-Moghadam, 2010(. از پس 
حداقل  چهيشهر خروجزني (جوانه ميانگين درصد روز، ١٤
)، ميانگين زنيمعيار جوانه انعنوبهتر بيش يا متريليم دو

 و يافتهشكل عادي و غيرعادي (تغيير هايگياهچه درصد
تر وزن چه، ميانگينيشهر و گياهچه ارتفاع بيمار)، ميانگين

 در ساعت ٢٤ مدتبه آون در قراردادن با(خشك  وزن و
 همچنين شاخص شد. گيرياندازه )سلسيوس درجه ٧٥

 محاسبه زير هايرابطه زا استفاده با بنيه طولي و وزني
  ).Nautiyal, 2007(گرديد 

SVIL=(Sl+Rl)×GP                             )١(رابطه 
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 Rlو  Slشاخص طولي بنيه،  SVILكه در اين رابطه 
، درصد GPچه و چه و ريشهترتيب ميانگين طول ساقهبه

  باشند.زني نهايي ميجوانه
  SVIW=(Sw)×GP                             )٢(رابطه 

وزن  Swشاخص وزني بنيه،  SVIWكه در اين رابطه 
  باشند.زني نهايي مي، درصد جوانهGPخشك گياهچه و 

تهاجم  قدرت سنجش و زاييبيماري هايآزمون
  هاجدايه

 حاوي تلقيح مايه سازيو آماده گياهي مواد
 قارچ هايجدايه

 بومي يتوده بذر ها،جدايه زاييبيماري ارزيابي جهت
 موسسه از بود طبيعي آلودگي گونه هر فاقد كه رازيانه

 از پس. شد تهيه نهال و بذر گواهي و ثبت تحقيقات
 روي انكوباتور در روز ٥ مدتبه بذور سطحي، ضدعفوني

 درجه ٢٤±١ دماي در مرطوب سترون صافي كاغذ
 هر در تكرار چهار داراي تيمار هر. گرفتند قرار سلسيوس

 در سپس. شد تكرار بار دو آزمايش و بود مايشآز انجام بار
 بذر پنج) مترسانتي ١٥ قطر( پلاستيكي گلدان هر

 درجه ٢٧±٣ دمايي شرايط در و كشت زدهجوانه
 ساعت ٨ و روشنايي ساعت ١٦ نوري دوره با سلسيوس

 اين در استفاده مورد كشت بستر. گرفتند قرار تاريكي
 نسبت با كوكوپيت و پرليت ماس، پيت از تركيبي آزمايش،
 و Alternaria هايجدايه تلقيح مايه. بود ٢:١:٢ حجمي

Fusarium مولر توسط شدهداده شرح روش از استفاده با 
  .شد تهيه )Müller et al., 2012( همكاران و

 هاجدايه زاييبيماري اثبات

قارچي،  هايجدايه زاييبيماري اثبات جهت
 از ليترميلي ٥٠ ميزانبه ياهچهگ روي اسپورپاشي

 حاوي) ليترميلي هر در اسپور ١×٥١٠( اسپور سوسپانسيون
 ياهفته چهار ياهچهگ مرحله در ٢٠ توئين درصد ٠٥/٠

شي و  توسط شدهداده شرح روش اساس بررازيانه 
كويك و همكاران  و )Shi et al., 2016(همكاران 

)Koike et al., 2011( آب با شاهد گياهان. شد انجام 
به گياهان ،زنييهما از پس. شدند اسپري سترونمقطر 

درصد  ٩٨رطوبت  با يامحفظه در ساعت ٤٨ مدت
 درجه ٢٥ تا ١٨ دماي بانگهداري و سپس به گلخانه 

 آلودگي روز علايم هفتمنتقل شدند. پس از  لسيوسس
صورت نكروز در برگ و به Alternaria هاييهجداناشي از 

صورت به Fusarium هاييهجداساقه و ناشي از 

 شدت ومشاهده و كلروز برگي  ساقهدر  ياقهوهپوسيدگي 
 ,Pryor and Gilbertson( شد بنديدرجه هايماريب

2002; Gour and Agrawal, 1988 (شاخص و 
  .گرديد محاسبه زيررابطه  با زاييبيماري

 درصد شاخص بيماري=100×

0n :1گي، آلود ٠ ها با درجهياهچهگ تعدادn:  تعداد
 درجه ها باياهچهگ تعداد :2n آلودگي، ١ درجه ها باياهچهگ
 :4n آلودگي؛ ٣ درجه ها باياهچهگتعداد  :3n آلودگي؛ ٢

 ها باياهچهگ تعداد :5n آلودگي؛ ٤ درجه ها باياهچهگ تعداد
  هاياهچهگ كل : تعدادN آلودگي؛ ٥ درجه

 هاتهاجم جدايه قدرت سنجش

 با گياهچه رويقارچي  هايجدايه متهاج قدرت ميزان
 ,Taheri(طاهري  توسط شدهداده شرح روش از استفاده

 )Khaledi et al., 2017(و خالدي و همكاران  )2019
 بر هاجدايه تهاجم قدرت ميزان. گرفت قرار بررسي مورد

 زنيمايه از پس بيماري علايم ظهور زمان مدت اساس
  .شد تعيين هاجدايه توسط

 سلولي ديواره مخرب هايآنزيم اليتسنجش فع
 هاجدايه توسط شدهترشح

 و زايلاناز سلولاز، ناز،يپكت هاييمآنز ميزان فعاليت
مورد ارزيابي قرار ي قارچيهاجدايه توسط يدشدهتول پازيل

 هايجدايه پكتيناز توسط استخراج آنزيم براي مي گيرد.
 Khairy et( نيپكت يحاو عيماكشت  يطمح ازقارچي 

al., 1964; MacMillan and Voughin, 1964( 
 نانومتر ٥٤٠موج  طول در يمآنز تيفعال زانيماستفاده و 

 يط كشتمح شامل منفي شاهد .گرفت قرار يبررس مورد
هاي قارچي هر كدام از جدايه همراهبه پكتين بدون

- Dاسيد  كاهش ميزان اساس بر پكتيناز فعاليت .باشديم
- Dاسيد  مقدار گيري شده و تعييناندازه گالاكترونيك
- اسيد دي سنجيرنگ روش از استفاده با گالاكترونيك

 آنزيمي پكتيناز، فعاليت انجام شد. واحد نيتروساليسيليك
 كه آنزيمي تحت عنوان مقدار استاندارد، منحني به توجه با

دقيقه از  هر را در گالاكترونيك اسيد ميكرومول يك
شد  گرفته نظر در كند،يم آزاد هاي ديوارهينپكت

)Colowich, 1995(.   
قارچي  هايجدايه سلولاز توسط استخراج آنزيم براي

-Abdel( ولزلس ليمت يكربوكس عيماكشت  يطمح از

Razik, 1970( طول در يمآنز تيفعال زانيم، استفاده و 
 منفي شاهد .گرفت قرار يبررس مورد نانومتر ٥٥٠موج 
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 همراهسلولز به متيليكربوكس بدون يط كشتمح شامل
آنزيم  فعاليت ميزان .باشديمهاي قارچي هر كدام از جدايه

 با گلوكزمختلف  يهاغلظت در جذب اساس بر سلولاز
 گيري شد و يكاندازه نيتروساليسيليكاسيد دي معرف
 ١/٠ كه آنزيمي مقدار عنوانبه سلولاز فعاليت از واحد

 هيدروليز اكنشو طي دقيقه هر را در گلوكز ميكرومول
  .)Wood and Bhat, 1998(تعيين شد  كند،يمتوليد 

قارچي  هايجدايه پكتيناز توسط استخراج آنزيم براي
 )Miller, 1959(زايلان جودوسر  عيماكشت  يطمح از

 نانومتر ٥٤٠موج  طول در يمآنز تيفعال زانيماستفاده و 
 يط كشتمح شامل منفي شاهد .گرفت قرار يبررس مورد

هاي هر كدام از جدايه همراهبه جودوسر زايلان ونبد
صورت به زايلاناز فعاليت از واحد يك .باشديمقارچي 

 تحت دقيقه هردر  زايلوز را ميكرومول ١ كه آنزيمي مقدار
- هاندازكند، يمآزاد  لسيوسدرجه س ٢٥دمايي  شرايط

   .)Bailey and Biely 1992(شد يري گ
 ازقارچي  هايجدايه توسط ليپاز استخراج آنزيم براي

 )Ortega et al., 2013( زيتون روغن عيماكشت  يطمح
 نانومتر ٤٤٠موج  طول در يمآنز تيفعال زانيماستفاده و 

 يط كشتمح شامل منفي شاهد .گرفت قرار يبررس مورد
هاي قارچي هر كدام از جدايه همراهبه زيتون روغن بدون

 در جذب اساس بر ليپاز آنزيم فعاليت ميزان .باشديم
 درجه ٣٧ در پالميتاتنيتروفنلپي مختلف هايغلظت

 )Tris-HCl  )pH 7 بافر مولارميلي ٥٠ در سلسيوس
 مقدار عنوانبه ليپاز فعاليت از واحد يك و شدهگيرياندازه

 هر در را پالميتاتنيتروفنل پي ميكرومول ١ كه آنزيمي
 كند،مي توليد كاتاليز هيدروليز واكنش طي دقيقه

  .)Ortega et al., 2013( گرديد مشخص
درجه  ٢٧±١ يدما در روز ١٠ مدتبه هااليو

دور در دقيقه  ١١٠ سرعت با دوار كريش يروسلسيوس 
 فعاليت قبلي، مطالعات به توجه . باشدند داده قرار
 در آزمايشگاهي شرايط در سلولي ديواره مخرب هاييمآنز

 ررسي قرار گرفتمورد ب تلقيح از پس روز ١٠ مدت
)Ortega et al., 2013; Zhao et al., 2013; Kikot et 

al., 2009( سلولي ديواره مخرب هاييمآنز. ميزان فعاليت 
 آزمايشساعت پس از تلقيح مورد ارزيابي قرار گرفت.  ٢٤

 تكرار بار دو آزمايش و داشت تكرار آنزيم چهار هر براي
  .شد

 آماري محاسبات

 مختلف هايآزمايش از حاصل هايداده آماري آناليز
 قالب لگاريتمي در تبديل با هاداده سازينرمال از پس
 افزارنرم از استفاده با چهار تكرار با تصادفي كاملاً طرح

)version 9.2 (SAS ها با يانگينم مقايسه. شد انجام
 مورد P < 0.05 سطح دردار معني تفاوت حداقلآزمون 
 افزارنرم از نمودارها رسم جهت. گرفت قرار ارزيابي

Microsoft Office Excel 2013 گرديد استفاده.  
  

   نتايج
 بذرزاد يهاقارچ تأثير بذور تحت زنيجوانه درصد نتايج

 درصد كه داد نشان استاندارد زنيجوانه آزمون در
 متغير درصد ٦٤ تا ٢٥/٢٨ از هانمونه در روبذ زنيجوانه

 غيرعادي هايگياهچه درصد ميانگين). ٣ جدول( بود
 ٥/٨تر از ترتيب كمبه هانمونه بيمار در و يافتهشكل تغيير
 عادي گياهچه درصد است. بالاترين درصد ٢٥/٤و  درصد
 با استان كردستان مريوانمزارع  بذرهاي نمونه به مربوط

 نتايج. باشديمدرصد  ١٠تر از طبيعي كم ميزان آلودگي
 شاخص داد كه نشان زنيهجوان حاصل از آزمون استاندارد

 تا ١٣/٢٠٤ از بنيه طولي شاخص جمله از گياهچه بنيه
 بود متغير ١٨/٢ تا ٦٤/٠ از بنيه وزني شاخص و ٦٨/٨٧٩

- به گياهچه بنيه ترين شاخصو كم ). بالاترين٣ جدول(

از استان  مريوانو  آبادعلي بذر يهانمونه به ترتيب متعلق
 مختلف بذري يهاتوده ميان در بود. كردستانگلستان و 

 زنيجوانه يهاشاخص در داريمعني اختلاف بررسي مورد
 از چهساقه ميانگين طول. شد مشاهده مورد ارزيابي بنيه و

 ٦٠/٦ تا ٧٥/٣ از چهريشه طول و مترسانتي ١٢/٦ تا ٤٧/٣
 تا ٢٥/٠ از گياهچه تروزنهمچنين  بود. متغير متريسانت
 متغير گرم ٠٣٧/٠ تا ٠٢٢/٠ از خشك وزن و گرم ٣٧/٠
  .)٣جدول ( بود

 ٣٣ مجموع در شناسيريخت مشاهدات اساس بر
ي گلستان، هااستان در ي بذري رازيانههاتوده جدايه از

 به زنجان، همدان و كردستان جداسازي شدند كه متعلق
 بر بودند. Fusarium و Alternariaقارچ  جنس دو

 ترتيب بابه مولكولي و شناسيهاي ريختيژگيو اساس
 اختصاصي، آغازگرهاي و شناسايي كليدهاي از استفاده
 جدايه سيزده و A. alternata به متعلق جدايه بيست
 ).٤جدول ( شناسايي شدند F. oxysporum به متعلق
ها توسط يهجدا شناسيريخت اوليه شناسايي نتايج

 ).٤ جدول ،١ شكل(شد  ييدتأ اختصاصي آغازگرهاي
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 بار اولين براي F. oxysporumو  A. alternateي هاگونه
 و در ايران جداسازي رازيانه بذرزاد يهاقارچ عنوانبه

  .شوندمي گزارش

 يقارچ طبيعي آلودگي تأثير تحت رازيانه بذري يهاتوده در بنيه و زنيجوانه هايشاخص ميانگين مقايسه -٣جدول 

Table 3. Means comparison of germination and vigor indices as affected by natural fungal infection in 
fennel seed populations 

  بردارينمونه محل
Sample site 

NFI GP  DS SD SL RL FW DW SLVI SWVI 

Aliabad 20 28.25 d 4.25 a 8.50 a 3.47 d 3.75 d 0.25 d 0.022 d 204.13 d 0.64 d 

Mariwan 3 70.50 a 0.25 b 0.50 b 6.12 a 6.60 a 0.37 a 0.037 a 879.68 a 2.64 a 

Nahavand 6 55.50 c 0.75 b 1.00 b 4.42 c 4.90 c 0.31 d 0.031 c 518.03 c 1.75 c 

Khodabandeh 4 64.00 b 0.50 b 0.75 b 5.42 b 6.07 b 0.35 b 0.034 b 740.95 b 2.18 b 

LSD (0.05) - 3.63 1.01 1.82 2.92 2.18 0.01 0.002 - - 

NFI = Number of fungal isolates, GP = Germination percent, DS = Deformed seedling, SD = Seedling disease, 
SL = Shoot length, RL = Root length, FW = Fresh weight, DW = Dry weight, SLVI = Seedling length vigor 
index and SWVI = Seedling weight vigor index. Different letters indicate significant differences according to 
LSD analysis using SAS software (p = 0.05). Each experiment was repeated two times with similar results. 

 هاييژگيو اساس بر A. alternate گونه تشخيص
 )Simmons, 2007(توسط سيمونز  شدهذكر كليدي

ي روشن، مخروطي اقهوهها به رنگ يديومكن .گرفت جامان
 ٩- ١٨مرغي شكل، كوچك به ابعاد يا گلابي وارونه يا تخم

ميكرومتر، فاقد نوك يا با نوكي كوتاه بودند.  ٢٠-٦٣ ×
 × ٣-٥/٣ي روشن تا سبز زيتوني، به ابعاد اقهوهكنيديوم بر 

 ٣- ٨ميكرومتر، راست يا خميده، داراي ديواره، با  ٢٥- ٦٠
كنيديوم كه در يك زنجيره روي يكديگر تشكيل شده 

 .Aجدايه  ٢٠ هاي مورفولوژيكطبق بررسيبودند. 

alternate شده بودند شناسايي جداسازي و بذر رازيانه از
به روش مولكولي  AaF/AaRكه با استفاده از آغازگرهاي 

 در ايران از بار اولين براي گونه ). اين١(شكل  تأييد شد
 است.  شده گزارش زيانهبذر را

 مشخصات بر منطبق F. oxysporumگونه  مشخصات
 Leslie and(توسط لزلي و سومرل  شده ذكر

Summerell, 2006( تا سفيد قارچ از بود. رنگ پرگنه 
 رنگ ها بهيوماسپوردوك و بوده رنگ متغيربنفش كم

. گرديدند تشكيل فراوانيبه رنگكم نارنجي
ميكرومتر،  ٣٢- ٥٦ × ١/٣- ٧/٥بعاد به ا هايديومماكروكن
صورت انتهايي به سلول كه بوده عرضي ديواره سه با معمولاً

ميكروكنيديوم. بود پاشنه با شكل پابه پايه منحني و سلول
 مونوفياليدهاي روي بر و مرغيتخم سلولي يك معمولاً  ها

 كلاميدوسپورها. شدند تشكيل دروغين سرهاي در كوتاه
 جفتي يا تكي صورتبه معمولاً هايفه در فراوانيبه

تحليل  و آمده از تجزيهدستنتايج به شدند. تشكيل
نشان داد  FOF/FOR مولكولي با استفاده از آغازگرهاي

روش شده بهشناساييجداسازي و جدايه  ١٣كه 
 F. oxysporumعنوان به بذر رازيانه از شناسيريخت

در  بار اولين براي نيز گونه اين ).١است (شكل  مورد تأييد
  است. شده گزارش بذر رازيانه ايران از

رازيانه  بذري يهانمونهتمامي  در قارچ به آلوده بذور
 نظر از. شد مشاهده مختلف مناطق از شدهبردارينمونه

مورد  مناطق شده درهاي قارچي جداسازييهجدا فراواني
 ناز استان گلستان بالاتري آبادعلي بذري توده بررسي،
نتايج نشان داد كه در ميان دادند.  نشان را فراواني

كه به تفكيك با  در اين مطالعهشده ي شناساييهاگونه
، اندمشخص شده ٤جدول آوري در توجه به محل جمع

برداري ي بذري نمونههاتودهدر تمام  A. alternateگونه 
 مزارعشده در شناسايي گونه ترينشده مشاهده و شايع

از  F. oxysporumهاي گونه يهجدا .باشديم رازيانه
ي گلستان و هااستانآباد و نهاوند ي بذري عليهاتوده

 .A هايگونه نسبي همدان جداسازي شدند. تراكم

alternate و F. oxysporum هاينمونه در شدهشناسايي 
 .بود درصد ٤/٣٩ درصد و ٦/٦٠ ترتيببه رازيانه بذري

 زاييبيماري بررسي از آمدهدستبه هايداده مقايسه
 روي Fusarium و Alternaria مختلف هايجدايه

 هايجدايه تمامي ارائه شده است. ٤ در جدول گياهچه
Alternaria و Fusarium بيماري به شده قادرشناسايي

 از حاصل نتايج .نبودند هاي رازيانهياهچهگ روي زايي
 .F و A. alternata مختلف هايجدايه بيماريزايي بررسي

oxysporum هايهجدا درصد ٨٥حدود  كه داد نشان 
 . نبودند بيماريزا هايجدايه درصد ١٥ و بيماريزا
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شده از جداسازي Fusarium oxysporum و Alternaria alternate يهاقارچ هايجدايه مولكولي شناسايي -١ شكل

 رازيانه بذري يهانمونه
Figure 1. Molecular identification of fungal isolates Alternaria alternate and Fusarium oxysporum isolated 

from Fennel seed samples. 
 FRG7 و FRN5، FRN2، FRG5 ؛AaF/AaR با آغازگر A. alternate به متعلق ARK3و  ARG12 ،ARG7 ،ARN1 ،ARZ2ترتيب به باندها

 )فرمنتاز  (Ladder 100 bp ؛FOF/FOR آغازگر با F. oxysporum به متعلق

The bands ARG12, ARG7, ARN1, ARZ2 and ARK3 belonging to A. alternate with AaF/AaR primers, 
respectively; FRN5, FRN2, FRG5 and FRG7 belonging to F. oxysporum with FOF/FOR primers; (Ladder 100 

bp Fermentas)

- كم زا،بيماري هايوهگر به بررسي مورد هايجدايه

- بيماري آزمون .شدند بنديدسته زايربيماريغ و زابيماري

 هاييهجدابيماري براي  شاخص كه داد نشان زايي
تا  ٥٨/٧٣±١٤/٠از  A. alternateگونه  زابيماري

 .Fگونه  زابيماري هاييهجداو براي  ٣٥/٦±٠٦/٠

oxysporum  بود متغير ٣٠/٨±٠٧/٠تا  ٩٣/٥٧±١٨/٠از. 
 جدايه به مربوط بيماري شاخص ترينكمهمچنين 

ARK2 از گونه) A. alternate( ترينبيش همچنين و 
 .A(از گونه  ARG7 جدايه به مربوط آن ميزان

alternate (بود )٤ جدول.(  
 Fusarium و Alternaria هايجدايه تهاجم قدرت

 قدرت آزمون نتايج). ٤ جدول( بود متفاوت مطالعه مورد
 ميزان ترينبيش كه داد نشان هاياهچهگ يرو تهاجم
اولين علايم  كه بود ARG7 جدايه به مربوط تهاجم قدرت

 يهالكهصورت به زنييهما از پس ساعت ١٢٠ بيماري را
 جدول( دهنديم نشاننكروزي روي برگ و ساقه  كوچك

 Fusarium هاييهجداناشي از  بيماري اولين علايم. )٤
 ١٣٢، ي در ساقه و كلروز برگياقهوهپوسيدگي صورت به

 شوديم ظاهر FRG7 توسط جدايه زنييهما از پس ساعت
اين جدايه در  تهاجم قدرت ترينبيش دهندهكه نشان

 قدرت ترينكم. بود Fusarium هاييهجداساير  مقايسه با
- به Fusarium و Alternaria هايتهاجم در ميان جدايه

 از پس ساعت ١٩٨( ARK2 جدايهترتيب مربوط به 
  .) بودزنييهما از پس ساعت ١٩٢( FRN2) و زنييهما

سلولي  ديواره مخرب هايآنزيم فعاليت بررسي
 Fusarium و Alternaria هايجدايه توسط شدهترشح
 زابيماري كم و زابيماري يهاتمامي جدايه كه داد نشان
- به ،ليپاز و پكتيناز زايلاناز، سلولز، هاييمآنز توليد به قادر

 سلولي ديواره هيدروليزكننده هاييمآنز ترينياصل عنوان
 به قادر زابيماري كم و زابيماريي هاتمامي جدايه. بودند
 ،كهزايلاناز بودند در حالي سلولز و هاييمآنز توليد
 سلولز و هاييمآنز توليد به قادر زايربيماريغي هاجدايه

 در راليپاز  و ازپكتين يكم مقادير فقط ه وبودنزايلاناز 
حداكثر . كنديم توليد ازبيماريي هاجدايه با مقايسه

بسياري از  درسطح فعاليت سلولاز، زايلاناز، پكتيناز و ليپاز 
 ١٩٢و  ١٤٤، ٩٦، ٧٢ترتيب در هاي مورد بررسي بهجدايه

در محيط مايع، مشاهده شد. پس از  ساعت پس از كشت
يافت كاهش  هايمآنزاين گذشت زمان فعاليت  آن، با
  .)٢(شكل 
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-ميزان بيماري ،بردارينمونه محل اساس بررازيانه  بذري يهانمونهاز  شدهيجداسازبذرزاد  يهاقارچ مشخصات - ٤جدول 

  شدهترشحهاي آنزيم فعاليت حداكثر تهاجم و قدرت زايي،
 Table 4. Characteristics of seed-borne fungi isolated from Fennel seed samples based on sampling site, pathogenicity, 

aggressiveness and maximum of secreted enzymes activity 

A = Alternaria alternate, F = Fusarium oxysporum, G = Gorgan, M = Mariwan, N = Nahavand, K = Khodabandeh, DI = 
disease index, hpi = hours post inoculation, hpc = hours post-culturing, Average ± standard error, Different letters indicate 
significant differences according to LSD analysis using SAS software (p = 0.05). Each experiment was repeated two times 

with similar results. 

قدرت تهاجم -٥زايي، بيماري -٤برداري، محل نمونه -٣چ، قار - ٢كد جدايه،  -١  

1. Isolate code, 2. Fungi, 3. Sample site, 4. Pathogenicity (DI), 5. Aggressiveness (hpi)

1 2 3 
4 

5 
  Maximum of enzyme activity (µg.mL-1(ي آنزيم فعاليت حداكثر

 Cellulaseسلولاز 

(72 hpc) 

 Xylanaseزايلاناز 

(96 hpc) 

 Pectinaseپكتيناز 

(144 hpc) 

 Lipaseليپاز 

(192 hpc) 
ARG1 A G 0 ± 0.0 x 0 0 ± 0.0 y 0 ± 0.0 w 1132 ± 1.29 y 17.04 ± 0.01 q 
ARG2 A G 0 ± 0.0 x 0 0 ± 0.0 y 0 ± 0.0 w 1268 ± 0.41 x 17.79 ± 0.01 p 

ARG3 A G 13.35 ± 0.06 s 180 355.5 ± 0.96 u 576.5 ± 0.65 s 1347.5 ± 0.29 u 18.27 ± 0.01 n 

ARG4 A G 38.55 ± 0.10 h 144 560.25 ± 0.63 g 737 ± 0.71 f 1846.25 ± 0.48 i 20.04 ± 0.01 fg 

ARG5 A G 24.13 ± 0.18 o 162 494 ± 0.91 o 691 ± 0.71 k 1686.25 ± 2.21 o 19.39 ± 0.02 i 

ARG6 A G 45.58 ± 0.17 e 144 606.25 ± 1.38 e 793 ± 0.91 d 2041.75 ± 0.48 e 21.49 ± 0.25 e 

ARG7 A G 73.58 ± 0.14 a 120 693.75 ± 0.63 a 990 ± 0.91 a 2431.75 ± 1.89 a 26.03 ± 0.02 a 

ARG8 A G 13.50 ± 0.12 s 180 362.25 ± 1.25 t 594.75 ± 0.25 q 1404.5 ± 0.96 t 18.30 ±0.01 m 

ARG9 A G 18.95 ±0.29 q 168 407.25 ± 0.85 q 640.5 ± 0.65 n 1597.5 ± 2.02 q 19.06 ± 0.01 k 

ARG10 A G 33.28 ± 0.20 k 150 535.75 ± 0.48 k 720.25 ± 0.25 h 1816.5 ± 0.65 k 19.92 ± 0.00 g 

ARG11 A G 35.78 ± 0.27 i 150 545.75 ± 0.48 i 721.25 ± 1.11 h 1844.5 ± 0.96 ij 19.94 ±0.00 g 

ARG12 A G 54.08 ± 0.17 c 132 638.5 ± 0.96 c 839 ± 0.71 c 2165 ± 1.08 b 22.53 ± 0.01 c 

FRG1 F G 0 ± 0.0 x 0 0 ± 0.0 y 0 ± 0.0 w 1294.25 ± 0.25 w 17.79 ± 0.01 p 

FRG2 F G 11.48 ± 0.14 t 180 354.75 ± 1.03 u 581.5 ± 1.55 r 1350.5 ± 1.19 u 18.15 ± 0.01 n 

FRG3 F G 27.95 ± 0.16 m 156 512 ± 0.71 m 696.25 ± 0.75 j 1762.75 ± 1.11 m 19.73 ± 0.01 h 

FRG4 F G 43.00 ± 0.20 f 144 598.25 ± 1.25 f 787.75 ± 0.48 e 2001 ± 2.86 f 19.95 ± 0.00 fg 

FRG5 F G 0 ± 0.0 x 0 0 ± 0.0 y 0 ± 0.0 w 1295.75 ± 0.25 w 17.81 ± 0.02 p 

FRG6 F G 38.35 ± 0.06 h 144 558 ± 0.91 h 722.25 ± 1.11 h 1890.5 ± 0.65 g 19.98 ± 0.00 fg 

FRG7 F G 57.93 ± 0.18 b 132 644 ± 0.71 b 845.5 ± 1.04 b 2135 ± 1.08 c 22.88 ±0.01 b 

FRG8 F G 26.28 ± 0.09 n 156 503 ± 0.41 n 671.75 ± 1.11 l 1701.25 ± 1.65 n 19.78 ±0.00 h 

ARK1 A M 10.55 ± 0.05 u 180 343.5 ± 0.65 v 572 ± 0.71 t 1301 ± 0.41 v 18.02 ±0.01 o 

ARK2 A M 6.35 ± 0.06 w 198 297.25 ± 1.31 x 485 ± 0.82 v 1070 ± 2.38 z 16.75 ±0.02 r 

ARK3 A M 18.78 ± 0.17 q 168 396.25 ± 1.03 r 635.75 ± 0.48 o 1593 ± 0.71 r 18.76 ±0.01 l 

ARN1 A N 31.23 ± 0.09 l 150 531.75 ± 0.25 l 704 ± 0.71 i 1802 ± 0.58 l 19.75 ± 0.00 h 

FRN1 F N 15.40 ± 0.06 r 174 368.75 ± 0.85 s 610.75 ± 1.11 p 1416 ± 1.08 s 18.36 ± 0.01 m 

FRN2 F N 8.30 ± 0.07 v 192 330.5 ± 0.65 w 544.25 ±0.48 u 1266.75 ± 0.63 x 17.76 ± 0.01 p 

FRN3 F N 21.20 ± 0.07 p 162 485.25 ± 0.63 p 664.75 ± 0.85 m 1680.75 ± 1.93 p 19.20 ±0.01 j 

FRN4 F N 34.28 ± 0.07 j 150 538 ± 0.41 j 720.25 ± 0.75 h 1841.5 ± 0.65 j 19.77 ±0.01 h 

FRN5 F N 47.33 ± 0.06 d 144 609.25 ± 0.63 d 795 ± 0.41 d 2047.75 ± 1.31 d 21.90 ±0.01 d 

ARZ1 A K 39.23 ± 0.09 g 144 561.25 ± 0.48 g 726 ± 0.41 g 1886.75 ± 0.85 h 20.06 ± 0.01 f 

ARZ2 A K 0 ± 0.0 x 0 0 ± 0.0 y 0 ± 0.0 w 1266.25 ± 0.75 x 17.77 ± 0.01 p 

ARZ3 A K 10.40 ± 0.11 u 180 343 ± 0.41 v 571.75 ± 0.63 t 1300.75 ± 0.48 v 18.01 ± 0.01 o 

ARZ4 A K 24.35 ± 0.06 o 162 495 ± 0.58 o 691.5 ± 0.29 k 1686 ± 0.91 o 19.41 ± 0.01 i 

LSD (0.05) 1.98 - 2.12 2.04 3.45 0.12 
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حداكثر سطح فعاليت ها يهجداتر در زماني كه بيش
هاي مخرب آنزيمدهند، سطح فعاليت يمآنزيمي را نشان 
براي  Alternariaهاي يهجداميان در ديواره سلولي 

تا  ٤٨٥از  زايلاناز، μg.ml-1 ٦٩٣تا  ٢٥/٢٩٧سلولاز از 
٩٩٠ 1-μg.ml1 ٧٥/٢٤٣١تا  ١٠٧٠از  ، پكتيناز-μg.ml  و
مشاهده شد. همچنين  μg.ml-1 ٠٣/٢٦تا  ٧٥/١٦از  ليپاز

در ميان هاي مخرب ديواره سلولي آنزيمسطح فعاليت 

 ٦٤٤تا  ٥٠/٣٣٠ولاز از براي سل Fusariumهاي يهجدا
1-μg.ml ،1 ٥٠/٨٤٥تا  ٢٥/٥٤٤از  زايلاناز-μg.ml ،

 ٧٦/١٧از  و ليپاز μg.ml-1 ٢١٣٥تا  ٧٥/١٢٦٦از  پكتيناز
 و تجزيه). ٤مشاهده شد (جدول  μg.ml-1 ٨٨/٢٢تا 

هاي مخرب ديواره سلولي نشان داد كه ميزان آنزيم تحليل
ي هاقارچمختلف  هايحداكثر فعاليت هر آنزيم براي جدايه

Alternaria و Fusarium  ٢بود (شكل متفاوت(.   

  
 Fusarium و Alternaria alternate هايبرخي جدايه توسط شده ترشح سلولي ديواره مخرب آنزيم هايفعاليت -٢ شكل

oxysporum، سلولاز ( فعاليتa،( فعاليت ) زايلانازb،( پكتيناز فعاليت )c( فعاليت و ) ليپازd.( 

 ARN1و  ARG7 ،ARZ2 ،ARK2 هايجدايه شد. مشابه تكرار نتايج با بار دو آزمايش ،اندشده ارائه استاندارد يخطا ± هاداده يانگينم
 ARK2 ؛ARZ2 ؛ ARG7 ؛F. oxysporumمتعلق به  FRN3و  FRG7 ،FRG1 هايجدايه ؛A. alternate متعلق به

 FRN3 ؛ FRG1 ؛  FRG7 ؛ ARN1 ؛
Figure 2. Activities of cell wall degrading enzymes secreted by some isolates of Alternaria alternate and 

Fusarium oxysporum, cellulase activity (a), xylanase activity (b), pectinase activity (c) and lipase activity 
(d). 

Average ± standard error, each experiment was repeated two times with similar results. ARG7, ARZ2, ARK2 
and ARN1 isolates belonging to A. alternate; FRG7, FRG1 and FRN3 isolates belonging to F. oxysporum; 

ARG7 ; ARZ2 ; ARK2 ; ARN1 ; FRG7 ; FRG1 ; FRN3 

نوع و ميزان  بين احتمالي ارتباط يافتن همچنين براي
 زاييبيماري ميزان و سلولي ديواره مخرب هايآنزيم
 توليدشده سلولي ديواره مخرب هايآنزيم ها، فعاليتيهجدا

 زاييبيماري از حداقلي يا حداكثر داراي كه هاجدايه توسط

 قرار مقايسه مورد هاجدايه بين دربودند،  گياهچه روي
 ميزان ترينبيش كه FRG7و  ARG7 هايجدايه. گرفت

 سنجيزيست سنجش در تهاجم را قدرت و زاييبيماري
 از ياملاحظه قابل سطح داراي دادند، نشان روي گياهچه
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 و ARK2 هايجدايه كه،حالي در. بودند آنزيمي فعاليت
FRN2 قدرت و زاييبيماري ترين ميزانكم داراي كه 

را  آنزيمي فعاليت ترين سطحكم بودند، هگياهچ تهاجم در
هاي يهجداكه با توجه به آن .)٤ جدول( دادند نشان

 ديواره مخرب هايآنزيم زا سطح بالايي از فعاليتبيماري
فقط  زايلاناز و زهاي سلولايمآنزسلولي را دارند و از طرفي 

شوند، يمزا توليد بيماريكم زا وهاي بيمارييهجداتوسط 
 مخرب هايآنزيم ارتباطي بين ميزان فعاليت لاً احتما
 زاييبيماري با ميزان زايلاناز و زيژه سلولاوبهسلولي  ديواره

 ميان در). ٤ جدول(ها وجود دارد. يهجداتهاجم  قدرت و
سلولي  ديواره مخرب هايآنزيم هاي توليدكنندهيهجدا

 پس و پكتيناز به مربوط فعاليت سطح بالاترين شده،ترشح
 مشاهده ليپاز و زسلولا زايلاناز، ترتيب مربوط بهآن به از

  ).٤ جدول( شد
  

  بحث
 ميان در كه داد نشان استاندارد زنيجوانه آزمون نتايج

 در داريمعني اختلاف بررسي مورد ي بذريهاتوده
 ميانگين زني،جوانه درصد جمله از زنيجوانه هايشاخص
 چه،ريشه وچه ساقه طول غيرعادي، هايياهچهگ درصد

 به بذر آلودگي. وجود دارد گياهچه خشك و تروزن
 بنيه هايشاخص روي توجهيقابل طوربه ي بذرزادهاقارچ

كيفيت بذر  كاهش گذاشته و موجب تأثير بذر زنيجوانه و
 Gama et(گاما و همكاران  شوند.مي بذر ويژه سلامتبه

al., 2014( بذر فيزيولوژيك گزارش كردند كه كيفيت 
 هايو شاخص گرفته قرار Alternaria تأثير تحت رازيانه

يابد. نتايج نشان داد كه هرچه يمزني كاهش جوانه و بنيه
ي بذري هاتودهزا در ي بذرزاد بيماريهاقارچميزان فراواني 

 و شكل تغيير( غيرطبيعي هايياهچهگ تعداد ،تر باشدبيش
يابد. مانگوند و يم افزايش توجهي قابل طوربه) بيمار

 كردند مشاهده )Mangwende et al., 2018(همكاران 
 هايياهچهگ درصد و A. alternata وقوع ميزان بين كه

آلودگي بذور  .دارد وجود مثبت همبستگي غيرطبيعي
شود يم زنيموجب كاهش درصد جوانه هاقارچرازيانه به 

)Ben Salem et al., 2019(كوچك، هايگياهچه . وجود 
 گياهچه بنيه بودنضعيف دهندهنشان غيرعادي، و ضعيف

 بذر، كيفيت كنندهتعيين هايشاخص از يكي. باشديم
 باشند، تريقوي بنيه داراي كه بذرهايي. است بنيه شاخص
 و دارند زنده غير و زنده هايتنش تحمل در بالايي توانايي

 گياهچه قادرند زني،جوانه از بالايي درصد داشتن ضمن
 نشان متعدد هايگزارش نمايند. توليد عادي و قوي يها

 در هاقارچهاي ناشي از يآلودگ افزايش با كه دهدمي
 زنيجوانه و بنيه هايشاخص بذرهاي گياهان مختلف

 Fatima and Khot, 2015; Suthar et( يابدمي كاهش

al., 2014; Pant, 2011; Hashem et al., 2010; 
Browne, 2007 (اين در .دارد مطابقت ما شاهداتم با كه 

ي هاتوده از بذرزاد يقارچ جدايه ٣٣ مجموع پژوهش، در
ي گلستان، زنجان، همدان و هااستان در بذري رازيانه

 و شناسييختر هايويژگي و براساس كردستان جداسازي
 در مورد گزارش اولين شدند. اينشناسايي مولكولي
ي بومي بذري هاتوده در بذرزاد قارچي يهاگونه شناسايي
 و شناسييختر مشاهدات اساس براست.  ايران رازيانه در

 هايگونه به شدههاي شناسايمولكولي جدايه هاييبررس
A. alternate و F. oxysporum داشتندكه اين  تعلق

 Aiello(محققان در ايتاليا  ي سايرهاگزارش با مشاهدات

et al., 2020; D’Amico et al., 2008(،  هند)Khare 

et al., 2014; Dwivedi et al., 2008( عراق ،)Shaker 

and Alhamadany, 2015(  و جمهوري چك
)Odstrčilová et al., 2002( مطابقت دارند. تمام 

 تحت صورت طبيعيمورد بررسي به ي بذري رازيانههاتوده
ي هاتودهمشاهدات،  اساس بر .بودند قارچي آلودگي تأثير

 .Fقارچ مريوان فاقد آلودگي به  و هبذري خدابند

oxysporum ها به بوده و ميزان آلودگي آنA. 

alternate  تر ي بذري گرگان و نهاوند كمهاتودهنسبت به
 ميزان ترينكه بيش داد نشان محققين بود. مشاهدات

- علي منطقه ي بذري درهاتودهدر  قارچي طبيعي آلودگي

 مريوان و ، خدابندهنهاوند در مناطق آن از پس و آباد
 آبادعلي ي بذريهاتوده وجود آلودگي بالا در. شد مشاهده

 بذري، توده حساسيت به توانيم را بذرزاد يهاقارچ به
 و حساس گياهان با تناوب زراعي محيطي، شرايط

  نسبت داد. بذر عدم ضدعفوني همچنين
وقوع  كه ميزان داد نشان مطالعه اين از حاصل نتايج

 ٢٥/٨ميزان به ي بذري رازيانههاتودهبذرزاد در  يهاقارچ
 بر ي بذري مناطق مورد بررسي بود.هاتوده درصد در

 درصد ميزان A. alternataبراي  مشاهدات، اساس
 ٦/٦٠درصد،  ١٠٠ترتيب نسبي و وقوع به فراواني، تراكم

 ٧٥ترتيب به F. oxysporumدرصد و براي  ٥درصد و 
. ي بذري بودهاتودهدرصد  ٢٥/٣درصد و  ٤/٣٩درصد، 
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دويوز و همكاران  مشاهدات با پژوهش اين نتايج
)Dwivedi et al., 2008( مشاهدهها . آنداد مطابقت 

شده از بذر، بالاترين ي جداسازيهاقارچكه در ميان  كردند
ي هاقارچنسبي و وقوع  فراواني، تراكم درصد ميزان

 .F و A. alternataزاي بذرزاد مربوط به بيماري

oxysporum كه دهدمي نشان باشد. نتايجيم A. 

alternata جداسازي يهاقارچ ميان در گونه ترينشايع -

 با نتايج اين. است ايران در ي بذري رازيانههاتوده از شده
 در )Dwivedi et al., 2008(دويوز و همكاران  گزارش

 در. دارد مطابقت A. alternata گونه بالاي فراواني مورد
 قارچشده از بذور رازيانه در برزيل ي جداسازيهاقارچميان 

Alternaria sp. وقوع را داشت  درصد بالاترين ميزان
)Gama et al., 2014(.  دآميكو و همكاران)D'Amico 

et al., 2008( گونه كه كردند گزارش F. oxysporum 
  .بود غالب گونه ايتاليا رازيانه مزارع در

 مختلف هايجدايه زاييبيماري سيبرر از حاصل نتايج
A. alternata و F. oxysporum ٨٥حدود  كه داد نشان 

 زابيماري هايجدايه درصد ١٥ و زابيماري هايهجدا درصد
- كم زا،بيماري هايگروه به بررسي مورد هايجدايه. نبودند

 حاضر پژوهش .شدند بنديدسته زايربيماريغ و زابيماري
 همچنين و مختلف هايگونه هايهجداي كه داد نشان

 زايي و قدرتبيماري گونه، يك از متفاوت هايجدايه
 با مطابق پژوهش اين نتايجدارند.  متفاوتي تهاجم

و  )Hassani et al., 2019(و همكاران حسني  مشاهدات
آمده، دستبه نتايج به توجه با .بود )Sakr, 2017(ساكر 

 ترين، بيشA. alternata هايجدايه تمام در ميان
 ARG7 تهاجم مربوط به جدايه و قدرت بيماري پيشرفت

 ١٢٠ بيماري بود كه اولين علايم ٥٨/٧٣±١٤/٠ميزان به
نكروزي  كوچك يهالكهصورت زني بهيهما از پس ساعت

 ترينروي برگ و ساقه مشاهده شد. همچنين بيش
 .Fهاي جدايه در ميان تهاجم و قدرت بيماري پيشرفت

oxysporum، مربوط به جدايه FRG7 ميزان ترتيب بهبه
 ساعت ١٣٢ بيماري بود كه اولين علايم ٩٣/٥٧±١٨/٠
ي در ساقه و اقهوهصورت پوسيدگي زني بهيهما از پس

  كلروز برگي مشاهده شد.
 سلولز، پكتين، از عمده طوربه گياهي هايسلول ديواره

 شدهكيلتش پروتئين و ساكاريدهاپلي ليگنين، سلولز،همي
 گياهي زايبيماري يها. قارچ)Zhao et al., 2013( است
 كننديم توليد را هايييمآنز سلولي، ديواره در نفوذ جهت

 سلولز، جمله از سلولي ديواره پليمرهاي تخريب توانايي كه
 سلولي ديواره مخرب هايدارند. آنزيم را پكتين و زايلان

 و A. alternata نكروتروف مانند در بيمارگرهاي ويژهبه
F. oxysporum در ندارند تخصصي نفوذ ساختارهاي كه 

دارند  ميزبان نياز در گسترش و نفوذ مراحل حين
)Gibson et al., 2011; Kikot et al., 2009; 

Stankovic et al., 2007(ميزان مدت بررسي طول . در 
 مشاهده شدهترشح سلولي ديواره مخرب هايآنزيم فعاليت

 هايجدايه براي آنزيم هر فعاليت ميزان اكثركه حد شد
اوج اين فعاليت  به رسيدن و ولي زمان متفاوت مختلف

 بودسلولاز اولين آنزيمي هاي مشابه بود. براي اكثر جدايه
كه ، درحاليرسيدفعاليت آن به اوج  يتركه در زمان كوتاه

زايلاناز،  هاييمترتيب فعاليت حداكثر آنزپس از آن به
مشاهده  يترتر و در مقدار كمبيش يرناز و ليپاز با تأخپكتي
 توسط شده گزارش نتايج با مشابه نتايج اين كهشد 

 Khaledi(خالدي و همكاران  و )Taheri, 2019(طاهري 

et al., 2017( اورتگا و همكاران  .بود)et al., 2013 

Ortega( بيش يرگزارش كردند كه فعاليت ليپاز با تأخ -

 .رسديميزان حداكثر مها بهه ساير آنزيمتري نسبت ب
 ارتباط كه داد نشان پژوهش اين در شدهانجام هايبررسي

 هايهاي ناشي از جدايهيماريب شدت و شاخص بين قوي
 فعاليت ميزان و F. oxysporum و A. alternata مختلف

 با همچنين. دارد وجود سلولي ديواره مخرب هايآنزيم
 مخرب هايآنزيم فعاليت و ميزان عنو بين رابطه كهآن

 ها سادهيهجداو تهاجم  زاييبيماري ميزان و سلولي ديواره
فعاليت  از بالاتري سطح هايي كهاما جدايه ،نيست
ميزان  ،دادنديمرا نشان  زايلاناز و سلولاز هايآنزيم

- جدايه ديگر از ترتر بوده و تهاجميها بيشزايي آنبيماري

 سلولي ديواره مخرب هايآنزيم فعاليت ايسهبا مق. بودند ها
 ليپاز و پكتيناز كه رسديمنظر هب هاجدايه زاييبيماري و

 و سلولاز با مقايسه در هايهجدا زاييبيماري بر تأثيري
 )Phalip et al., 2005(فاليپ و همكاران . ندارند زايلاناز
 ساير با مقايسه در زايلاناز و سلولاز كردند كه گزارش

 هاجدايه زاييبيماري در سلولي ديواره مخرب هاينزيمآ
 مطابقت تحقيق حاضر دارند كه با نتايج تريبيش اهميت

 هاي مورد بررسي در اين پژوهشيمآنزفعاليت  سطح .دارد
 از بالاتر توجهي قابل ميزانزا بههاي بيمارييهجداتوسط 

زا رييربيماغ هاييهجدا .باشديم زايربيماريغ هاييهجدا
 بيماري ايجاد به قادر زايلاناز و سلولز توليد توانايي بدون
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 هايهجدا همين اما نبودند، هاي رازيانهياهچهگروي 
 اين نتايج. كردنديم توليد ليپاز و هاي پكتينازيمآنز

 Hubballi et(همكاران  و هوببليمشاهدات  با پژوهش

al., 2011( كه كردند گزارشها . آندردا مطابقت 

 پكتينوليتيك هاييمآنززا يربيماريغهاي يهجدا
گالاكتوروناز و پلي استراز متيل پكتينازها) از جمله پكتين(

  .كننديم را توليد
 در محققان ساير توسط شده گزارش نتايج به توجه با
بين  قوي ارتباط كه مشاهده شد بيمارگرهاي مختلف مورد

 ديواره مخرب هايآنزيم فعاليت ميزان و زاييبيماري ميزان
 ,.Taheri, 2019; Khaledi et al( وجود دارد سلولي

2017; Ortega et al., 2013 (ما مشاهدات با كه 
بررسي  مورد هاييمآنز فعاليت دارد. حداكثر مطابقت

- بيماري ميزان ترينبيش كه بود، ARG7 جدايه متعلق به

 بهمشا اين نتايج كه دهد،يم نشان را تهاجم قدرت و زايي
باشد يم محققان ساير توسط شدهگزارش نتايج با
)Taheri, 2019; Hassani et al., 2019; Khaledi et 

al., 2017( .،مخرب هاينوع و ميزان آنزيم بين بنابراين 
ها در شرايط آزمايشگاهي و يهجدا شدهترشحسلولي  ديواره
 هاگياهچه روي هايهجدا زايي و قدرت تهاجمبيماري يزان

 يهاقارچ كه دهديم نشان مطالعه اين .دارد وجود تباطار
 بنيه زني وجوانه هايشاخص كاهش باعث زا بذرزادبيماري

- بيش كهآن به توجه با. شونديمبذر  كيفيت در نتيجه و

 بذري يتوده در بذرزاد هايقارچ به آلودگي ميزان ترين
 قارچي هايجدايه همچنين و شد مشاهده گلستان استان

 بذري هايتوده به نسبت بذري توده اين از شدهداسازيج
 تريبيش تهاجم قدرت و زاييبيماري ميزان هااستان ساير

 آن در كشت جهت گلستان استان بذري توده داشتند،

 توجه با همچنين. گردد نمي توصيه مناطق ساير و منطقه
 در بنيه و زنيجوانه هايشاخص ميانگين مقايسه به

 هايقارچ به آلودگي ميزان و بررسي مورد ريبذ هايتوده
 كردستان استان بذري توده از گرددمي پيشنهاد بذرزاد،
- مي پيشنهاد. شود استفاده مناطق ساير در كشت جهت

 به توجه با و بررسي مورد منطقه هر بذري هايتوده شود
 هايكيفيت فيزيكي، خلوص ژنتيكي، خلوص و اصالت

 اتخاذ مناسب گيريتصميم بذر سلامت و فيزيولوژيك
زراعي و  ارزش حفظ ضمن سالم بذور از استفاده .گردد
ايراني، موجب كاهش  بومي رازيانه يهاتوده ژنتيكي تنوع

ي ناشي هاقارچهاي محصول در مزرعه به بيماري آلودگي
 و بذرزاد يهاقارچدر نتيجه شناخت  .شوندمي بذر از

زني جوانه و هبني هايروي شاخص هاآن بررسي تأثير
 كاهش جهت مديريتيمؤثر  راهكارهاي انتخاب در توانديم

ميزان  افزايش و هاي ناشي از بذريماريب مخرب اثرات
ارزيابي  اين، بر علاوه. باشد موثر محصول كيفيت و توليد

 به توانديم آن بر عوامل مؤثر ها ويهجدا زاييميزان بيماري
 رازيانه بومي يهاتوده انتخاب در گياهان دهندگانپرورش

ناشي از عوامل  يهاتنش برابر در مقاومت منابع كشف در
 .باشدمؤثر  زنده

  
  تشكر و قدرداني

 و بذر گواهي و تحقيقات ثبت موسسه از نگارندگان
 پروژه شماره با پژوهش اين از حمايت مالي براي نهال

 قدراني و تشكر ١٢٤-٠٨- ٠٨- ٠٢١- ٩٨٠٢٤- ٩٨٠٨٩٢
  .نماينديم
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Abstract 

Seed-borne fungi can reduce reduce the quality and quantity of crop by affecting seed health.  The aim of this 
study were to evaluate the germination and vigor indices of native fennel seed populations, isolate and identify 
the seed-borne fungi and then pathogenicity, aggressiveness, and activity of cell wall degrading enzymes 
(CWDEs) produced by these isolates were investigated. In order to identify of seed-borne fungi of fennel seed 
populations from some fields in provinces of Golestan, Zanjan, Kurdistan and Hamedan were sampled according 
to the International Rules for Seed Testing (ISTA). After isolation and purification, fungal isolates were 
identified based on morphological and molecular characteristics. Then the enzyme activity of cellulase, xylanase, 
pectinase and lipase as the main virulence factors secreted by isolates were evaluated. Also, pathogenicity 
potential and the aggressiveness of isolates were evaluated by pathogenicity test on seedlings. A total of 33 
isolates were identified based on morphological and molecular characteristics that belonging to species, 
Alternaria alternate and Fusarium oxysporum. The results of the standard germination test showed that there 
was a significant difference among the native seed populations studied in the germination and vigor indices. 
Seed infected by seed-borne fungi significantly affects germination and vigor indices and reduces seed quality. 
The results showed that the lowest in the germination and vigor indices were observed by the seed population of 
Golestan, followed by the seed populations of Hamedan, Zanjan and Kurdistan. The results of pathogenicity test 
showed that about 85% of the isolates were pathogenic and weakly pathogenic and 15% were non-pathogenic 
isolates. Also, different levels of pathogenicity and aggressiveness were observed for various isolates of 
Alternaria and Fusarium species. Analyzing the activity of CWDEs produced by isolates revealed that cellulase 
and xylanase activities were more than important than pectinase and lipase activities for the pathogenicity of 
isolates and enzyme activities affects levels of pathogenicity and aggressiveness of isolates. Therefore, these 
findings suggested that activity levels of cellulase and xylanase are correlated with variation in pathogenicity and 
aggressiveness of seed-borne fungal isolates on seeding. This is the first report on identify the seed-borne fungi 
of Iranian native fennel seed populations, together with the investigation of the relationship among the levels of 
pathogenicity, aggressiveness and the activity of CWDEs produced by isolates. 
Keywords: Aggressiveness; Cell wall degrading enzymes; Cellulase; Fennel; Pathogenicity; Xylanase 
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