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  دهيچك
ــچک ــفعال: دهي ــت بي ــر يوکنترلي ــاMetschnikowia pulcherrima مخم ــه تنه ــ و در ترکيي ب ــي ــا س ــکون عليليب ب ــاي   رچه ق

Penicillium expansumطيشـرا  در.  قرار گرفتيب مورد بررسيوه سي در بافت مي دفاعيها پاسخي القاي مخمر برايي و توانا 
 رفـرار يغ يهاتيمتابول متقابل، کشت يهاآزمون با انجام  مارگريب قارچ يوميسليم رشد از يبازدارندگ درصد زانيم ،يشگاهيآزما

 يمـار ي قارچ عامل ب   يوميسليکون رشد م  يلي مختلف س  يها، غلظت يشگاهيط آزما يدر شرا . گرفت قرار شيآزما مورد فرار مواد و
 ي چنـدان  تـأثير ت مخمـر    ي جمع ي رو عيماط  ي در مح  يشگاهيط آزما يکون در شرا  يلي مختلف س  يهاغلظت.  کنترل کرد  يخوب هرا ب 

 ـ ون مخمر   يانس سوسپ µl٢٠ها با   وهي م ي رو يهاک از زخم  ي، هر   ي انبار يهايدر بررس . نداشت  ـ و ترک  يي تنهـا  بـه کون  يليو س ب ي
هـا  مارگر در محـل زخـم  يون اسپور قارچ بي سوسپانس µl٢٠ ساعت   ٢٤بعد از   . ح شدند يکون تلق يلي مختلف س  يها مخمر با غلظت  

پنج و وب، چهلي، به ترت٢٠˚C و ٤˚C يها در دماقطر لکه.  شدندي نگهدار٢٠˚C و C˚۴ يها در دو دمابيسپس س .  شد يزنهيما
ط يدر هر دو شرا. ها نداشتت مخمر در محل زخم ي بر جمع  يداري معن تأثيرکون  يليس.  شد يريگ اندازه يزنهيپانزده روز بعد از ما    

 ـداز و م  يم پراکـس  يت آنز يفعال.  داشت ييکون به تنها  يلي نسبت به مخمر و س     ي بهتر يکون اثر کنترل  يلي مخمر همراه با س    ييدما زان ي
   .افتيش ي افزايداريطور معن ه شده با مخمر بيزنهي مايهاوهيفنل کل در م
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  مقدمه

 از برداشت   پس يهايمارين ب يتر  از مهم  ي قارچ يهايماريب

 اوقـات باعـث     ي گـاه  ي قـارچ  ن عوامـل  ي ا  که ب هستند يس

ــر   ــالغ بـ ــسارت بـ ــدر م% ٥٠خـ  ــوهيـ ــا مـ ــونديهـ   شـ

.(Eckert & Ogawa 1988)يهـا يمـار ين راه کنترل بي اول 

 ييايميش ـ يهـا کش استفاده از قارچ   ،هاوهيبعد از برداشت م   

مـورد  ن روش کمتر    ي ا يل مختلف يدلا به    که امروزه  باشديم

 ـ.ردي ـگياستفاده قرار م ـ   مختلـف کنتـرل   يهـا وشن ري از ب

ک ي ـولوژيتوان بـه کنتـرل ب     ي پس از برداشت، م    يهايماريب

 يبرخ ـ کـاربرد ، ياز طرف). Spotts et al. 1998(اشاره کرد 

 را از ي، اغلـب کنتـرل قابـل قبـول    ييتنها به وکنترليب ملواع

 ريسا با بيترک در کهيکند، در حالي فراهم نمينظر اقتصاد

ش خواهـد  يوکنترل به مراتب افـزا ي عامل بآثار ها،استراتژي

 ـ کـه در ا ييکارهـا   از راهيکي .(Guo Tian 2005)افت ي ن ي

کون يلي همچـون س ـ ينـه وجـود دارد، اسـتفاده از مـواد    يزم

 مهـم در    يکون از جمله عناصـر سـاختمان      يليباشد که س   يم

 ـ     ياهان م يگ  يهـا يمـار ي ب ي رو ي خـوب  يباشـد و اثـر کنترل

گـزارش  ) Qin and Tian 2005 (اني ـن و تيک.  دارديقارچ

 مخمـر   يوکنترليت ب ي فعال يطور موثر هکون ب يليکردند که س  

Cryptococcus laurentii و ي کپــک آبــيمــاريه بيــرا عل 

  . ش داديلاس افزايوه گي ميا قهوهيدگيپوس

  

  روش بررسي
ــدو جدا ــل ب A6 و A4ه يـــ ــارچ عامـــ ــاري قـــ   يمـــ

Penicillium expansum )وه يــ مي شــده از رويجداســاز

  بــه روش) ٢٠٠٩ (عربــي شــده توســط ييشناســاب و يســ

PCR-RFLP( ه يو جداM12 مخمر Metschnikowia pulcherrima 

 شده توسط   ييب و شناسا  يوه س ي م ي شده از رو   يجداساز(

ــاري ــه روش ) ۲۰۱۰ (مختـ ــاز آزما) PCR-FSPبـ شگاه يـ

افـت  يحان، دانـشگاه تهـران در     يس ابور ي پرد يشناسيماريب

  . شد

% ١ و   ٦/٠،  ٤/٠،  ٢/٠،  ٠(تلف   مخ يها اثر غلظت  يبررس

)wt/vol ((در يمــاري رشــد قــارچ عامــل بيروکون يليســ 

بـر اسـاس   ) مار در چهار تکـرار    يهر ت  (يگاهشيط آزما يشرا

ــروش  ــارانيدروب  يرو )Droby et al. 2003(  و همک

 مختلـف   يهـا اثـر غلظـت    .شـد انجـام    PDAط کشت   يمح

  بـر اسـاس    يشگاهيط آزما ي بر رشد مخمر در شرا     کونيليس

ــتروش  ط يدر محــ) Tian et al. 2002(و همکــاران  اني

NYDB (Nutrient yeast dextrose broth)  و ۲۴ پـس از 

ش قـرار   يمورد آزمـا  ) مار در چهار تکرار   يهر ت ( ساعت،   ۴۸

  . گرفت

 جدايـــه  روزه۱۴كـــشت  از قـــارچ اســـپورهاي  

P.expansum A4  كشت  محيط رويPDAيبرا. ه شدي ته 

 ط کـشت ي محياز رو اسپور از پلو يك ونيه سوسپانسيته

حـاوي   لياسـتر  مقطـر  آب ليتـر ميلـي  ۱۰ در و  شدبرداشته

۰۵/۰) %vol/vol( مـورد  غلظـت . گرديد ورغوطه ۲۰ توئين 

 ل بود که  يمقطر استر  آب ليترميلي هر در  كنيدي ۱×۱۰۵ نياز

 ـ هماسيتومتر لام از استفاده با . )Batta 1999(آمـد   دسـت  هب

ط يتر از مح  يليلي م ۵۰  به ابتدا مخمرون  يه سوسپانس ي ته يبرا

.  مخمر افـزوده شـد     يهاک لوپ از سلول   ي NYDBکشت  

 سـاعت  ۴۸قه به مدت ي دور در دق۲۰۰کر با ي ش يسپس رو 

). El Ghaouth et al. 1998(  اتـاق قـرار گرفـت   يدر دمـا 

 در مخمـر ون يتومتر سوسپانـس ي با استفاده از لام هماس  سپس

تـر آب مقطـر   يليلي هر م سلول در  ١×١٠٨(غلظت مورد نظر    

  .ديه گردي ته)لياستر

 ـم د زررقـم از جهت انجام آزمـايش     سـيب   يهـا وهي

هـا بـه    ها با آب، سـيب    پس از شستشوي سيب   .  شد استفاده

تجـاري  % ١/٠ دقيقه در محلول هيپوکلريت سديم     پنجمدت  

پـس از دو بـار شستـشو بـا آب مقطـر      و شـدند  قـرار داده  



   ...کنترل بيولوژيک بيماري کپک آبي سيب توسط: ابراهيمي و همکاران

۱۲۵  

 در مجاورت هوا خشک     ورده  فرو ب % ٩٥در اتانول   ل،  ياستر

 سـوراخ بـه     سـه سپس توسط يك مـيخ اسـتريل         .دنديگرد

کسان از گلگاه يبه فاصله  mm٣ عمق   و٥/٢ mm قطرهاي

  .در هر سيب ايجاد شدوه يم

 ميكروليتـر   ۲۰،  يزنهي ما يها برا بيآماده شدن س  پس از   

ب ي ـ و ترکيي تنهـا بـه کون يليو س ـون مخمـر  يسوسپانـس از 

 و  ۶/۰،  ۴/۰،  ۲/۰،  ۰ (کونيلي مختلف س  يهامخمر با غلظت  

۱) %wt/vol ((هـا  سپس سـيب  .  شد يزنهي هر چاهک ما   در

كيـسه  درون  بار مصرف گذاشته شـده و        ف يك وداخل ظر 

هـا بـا   بيجهت حفظ رطوبت س.  شدندقرار دادهپلاستيكي  

 يرطوبـت نـسب     شد و  يها اسپر سهيل در درون ک   يآب استر 

نگـه  )  درصـد  ۹۵د  حـدو  (ييها در سـطح بـالا     سهيدرون ک 

  . داشته شد

 ميكروليتر از سوسپانسيون اسـپور      ۲۰ ساعت   ۲۴پس از   

 ـ تيمار شده ما   يهازخم به داخل    يماري عامل ب  قارچ  ـهي  يزن

 ـمال ي با آب مقطر اسـتر    شاهد يمارهايت .شد  ـهي د  شـدن يزن

.(Etebarian et al. 2005) مار در چهار تکـرار مـورد   يهر ت

  بـا دو   يط انبار ي در شرا  هابيسسپس  . ش قرار گرفت  يآزما

 ـبه ترت ،گراد سانتيدرجه  ۴  و۲۰ يدما  و ۱۵ب بـه مـدت   ي

  . شدنديدار نگه روز ۴۵

 شده با قـارچ   يزنهيب ما ي س يهاوهي در م  جمعيت مخمر 

کون در  يلي مختلـف س ـ   يهاب با غلظت  ي و در ترک   ييبه تنها 

Cييط دما يشرا
Cو   ٢٠°

 نـانس و همکـاران    بق روش   اطم ٤°

)Nunes et al. 2001 (هـا  از محل چاهـک .  شديريگاندازه

  نـه   شـد و در    جدا گرم توسط اسكالپل     کيقطعاتي به وزن    

آب مقطر استريل ورتكس شـد تـا كـاملاً مخلـوط        تريليليم

سـپس  .  تهيه شد ۱۰-۶ تا رقت     حاصل  سوسپانسيون از .شود

µl۲۰۰  بـر روي    ۱۰-۶ و   ۱۰-۵ با رقـت     يها از سوسپانسيون 

 ـي،   سـاعت  ۳۶ تا   ۲۴شد، و پس از     پخش   PDAمحيط    يعن

هاي مخمر مـورد     تعداد پرگنه  ،هاي قارچ پرگنهظهور  قبل از   

 .بود تكرار   سه ي دارا )رقت( هر تيمار    .قرار گرفت شمارش  

 ۱۴ و ۸ ي در روزهـا بيس ـ يهـا  در چاهک مخمر تيجمع

ــبعــد از ما ــهي   در، و)گــراد ســانتي هدرجــ ۲۰( مخمــر يزن

ــا ــد از ما۳۸ و ۳۰ يروزه ــ بع ــهي ــر يزن ــ۴( مخم  ه درج

  . قرار گرفتيبررس مورد )گراد سانتي

  محلـول   پراكسيداز آنزيمت  يزان فعال يمگيري  اندازه يبرا

)POD( ،گنـــگ اســـتخراج عـــصاره ســـيب طبـــق روش  

)(Gong et al. 2001 ــدازه. انجــام شــد ــزان ان ــري مي   گي

  هلـــدما و نيگـــور اســـاس روش فعاليـــت آنـــزيم بـــر

(Gorin & Heldema 1976) م شدانجا .  

 مـورد  هـاي آنـزيم  اختـصاصي  فعاليـت  محاسبه يبرا  

 پروتئين موجود   گرمکرومي به آنزيم فعاليت تعميم و آزمون

 روش بـه  هـا نمونـه  در موجود تام پروتئين ميزان بافت؛ در

اسـتخراج فنـل از   . ن شـد ييتع) Bradford 1976( برادفورد

زان فنل کـل بـه روش ذکـر شـده           ي م يابيب و ارز  يبافت س 

 يز آماريآنال. انجام شد) Etebarian 1989 (انياعتبار توسط

 SAS 9.0افـزار   به دست آمـده بـا اسـتفاده از نـرم        يهاداده

  هــا بــا آزمــون چنــد دامنــه دانکــننيانگيــانجــام شــد و م

)۰۵/۰ ≤ P (سه قرار گرفتيمورد مقا.  

  

  نتيجه و بحث
 ي بـالا  يهـا کون در غلظـت   يلي س ـ يشگاهي ـط آزما يدر شرا 

 قـارچ   يوميسليکامل و صد در صد از رشد م       به طور   % ۶/۰

ت مخمـر همـراه بـا       ي ـ جمع . کـرد  يري جلـوگ  يماريعامل ب 

 سـاعت   ۴۸ ي، در ط ـ  ييمار مخمر به تنهـا    يکون مانند ت  يليس

 مختلـف   يهـا کون در غلظـت   يلي داشت و س   يشيروند افزا 

  . ت مخمر نداشتي جمعي روي سوئتأثير

ف  مختل ـ يها غلظت گراد  سانتي درجه   ٤ و   ٢٠ يدر دما 

 ييست هر کدام به تنهـا     ين مخمر آنتاگون  يچن کون و هم  يليس
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 ـ. ب شـدند  ي س ي رو يماريباعث کاهش مساحت لکه ب     ن يب

 در سطح   يداري تفاوت معن  ييط دما يمارها در هر دو شرا    يت

ست در  ي ـ مخمـر آنتاگون   يمارهـا ياما در ت  . وجود داشت % ١

 در يشتري ـکون کـاهش ب   يلي مختلف س  يهاب با غلظت  يترک

 ييط دمـا  يدر شـرا  .  شد ديدهها  وهي م ي رو يهامساحت لکه 

، مربوط بـه    يزان بازدارندگ ين م يشتري ب گراد  سانتي درجه   ٢٠

 شکل( کون بود يليس% ٢/٠ب با غلظت    يمار مخمر در ترک   يت

Aب ي ـمار مخمـر در ترک ي تگراد سانتي درجه   ۴ ي در دما  .)١

  کـرد  يري جلـوگ  يمـار يبه طـور کامـل از ب      % ۱کون  يليبا س 

 مختلـف، در    يمارهـا ي توسـط ت   يماريترل ب کن). B١شکل  (

 درجـه بهتـر   ۲۰ ي نسبت بـه دمـا     گراد  سانتي درجه   ۴ يدما

  .بود

 ي تا حد  ييکون به تنها  يلي، کاربرد س  يط انبار يدر شرا 

هـا شـد،     را کنترل کرد و باعث کاهش مساحت لکه        يماريب

در .  نـشان نـداد    يمـار ي ب ي را رو  ي قابل قبـول   ياما اثر کنترل  

ست، باعث  يکون همراه با مخمر آنتاگون    يليکه کاربرد س  يحال

ــزا ــياف ــت بيش خاص ــريوکنترلي    M. pulcherrima  مخم

ــيمــاريه بيــعل ــت. ب شــدي ســي کپــک آب   ان و همکــاراني

)Tian et al. 2004 (يوکنترلي ـت بيز گزارش کردند خاصين 

  Rhodotorula glutinisو Cryptococcus laurentii يمخمرها

 ـ   يهـا يماريرل ب کون در کنت  يليب با س  يدر ترک   و  ي کپـک آب

ــ ــ آلترناريدگيپوس ــ ميياي ــزاي ــا اف ــت و يش يوه جوجوب اف

ــه حجــم ب% ۲کون در غلظــت يليســ ــر را يشتريــوزن ب ن اث

ب بــا  يـ ـکون را در ترکيليسـ ـ) ۲۰۱۱ (يفراهــان . داشــت 

  Pichia guilliermondiiو Candida membranifaciens يمخمرها

داد کـه در  ش قـرار  يب مورد آزماي س ي کپک آب  يماريه ب يعل

ب شـده بـا     ي ـکون ترک يليمـار س ـ  ي انجام شده، ت   هاييشآزما

 ـ   يمـار ي ب يثرؤزان م يمخمر به م   .  را کنتـرل کـرد     ي کپـک آب

 يمي مستق ييستايکون اثر قارچ ا   يلي شد س  ديدهطور که    همان

 نـشان   يشگاهي ـط آزما ي، در شرا  يماري قارچ عامل ب   يرا رو 

ن يو بد . ست نداشت ي رشد آنتاگون  ي رو يادي ز تأثيرداد، اما   

 قارچ عامـل    يم رو يز با اثر مستق   ي ن يط انبار يب در شرا  يترت

  . شده باشديماري ممکن است باعث کاهش بيماريب

کون در  يلي، س ـ گـراد   سـانتي  درجـه    ٢٠ ييط دما يدر شرا 

% ١ت مخمر و در غلظت      يش جمع يباعث افزا % ٢/٠غلظت  

کون يليس ـ% ٦/٠ و   ٤/٠ يهادر غلظت . باعث کاهش آن شد   

ــأثير ــجمع در يت  درجــه ٤ يدر دمــا. ت مخمــر نداشــتي

کون باعـث کـاهش     يلي مختلـف س ـ   يهـا ، غلظت گراد  سانتي

در هـر دو  . ت مخمر نسبت بـه شـاهد شـد   ي در جمع ياندک

ت ي رشد جمع  ي رو يداري معن تأثيرکون  يلي، س ييط دما يشرا

 عامـل   يکون رو يلي سـوء س ـ   تـأثير ن عدم   يا. مخمر نداشت 

 محـسوب   يق ـيتلفت در روش    يک مز ي به عنوان    يوکنترليب

  . شوديم

) ٢٠١١ (يفراهـان  انجام شـده توسـط   هايشيدر آزما 

  P. guilliermondiiو C. membranifacien يرشـد مخمرهـا  

 يهـا کون در زخـم   يلي مختلـف س ـ   يهامار شده با غلظت   يت

 اني ـن و ت  يک ـ. افـت ي، کـاهش    يط انبـار  يوه در شرا  ي م يرو

)Qin and Tian 2005 (     گـزارش کردنـد کـه رشـد مخمـر  

C. laurentiiش ي سـاعت افـزا  ٤٨لاس پـس از  يوه گي در م

  .افتي

 ـ م يري ـگج حاصـل از انـدازه     ينتا م يت آنـز  ي ـزان فعال ي

 نشان داد که مخمر باعـث       يبات فنل يزان ترک يداز و م  يپراکس

شـود و   ي م ـ يبـات فنل ـ  يم و ترک  يت آنـز  يزان فعال يش م يافزا

   در بافـت    ي دفـاع  يهـا  واکـنش  يب باعـث القـا    ين ترت يبد

ــم ــي ــبيوه س ــرددي م ــت در گ. گ ــيمقاوم ــان م ــد ياه   توان

جـــاد شـــود يرزنـــده اي زنـــده و غيق القاگرهـــايـــاز طر

)Schneider et al. 1994.(ست قادر بـه  ي آنتاگوني مخمرها

جاد يوه و ا  ي م ي رو يهاون زخم يزاسيها، کلون تيد متابول يتول

ش يزم افــزايمکــان. باشــنديهــا مــوهيــ در مييمقاومــت القــا

  کون يليست توسـط س ـ   ي ـمـر آنتاگون   مخ يوکنترلي ـت ب يخاص
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کون در کنترل قارچ يلي مختلف سيها و غلظتMetschnikowia pulcherrima (M12)مار شده با مخمر ي تيهابيمساحت لکه در س. ۱شکل 

Penicillium expansum يدر دما C˚۲۰ )A ( وC˚۴) B(تکـرار  چهار يدارار مايهر ت. ب، در روز پانزدهم و چهل و پنجمي، به ترت 

  ).P ≥ ۰۵/۰(  ندارنديداريوت معناگر تفيکديدانکن با  در آزمون  حروف مشترکي دارايمارهايبوده و ت

Fig. 1. Effect of different concentrations of silicon and yeast on the decay area on apple fruis. Lesion area was determined 15 
and 45 days after storage at 20˚C (A) and 4˚C (B), respectively. There were four replicates in each treatment. Values 
followed by different letters are significantly different according to Duncan’s multiple range test at P < 0.05. 

  

. ها باشد وهيم در   يستم دفاع ي س يممکن است مربوط به القا    

مـار  يت) ۲۰۱۱ (يفراهـان  انجام شده توسـط      هايشيدر آزما 

ک محـرک در القـا و       ي ـکون به عنوان    يلي مخمر و س   يبيترک

نهـا  ي عمل کـرد کـه ا      يبات فنل يداز و ترک  يم پراکس يسنتز آنز 

 يمـار يه قارچ عامـل ب    يوه عل ي در بافت م   ي نقش دفاع  يدارا

گـزارش  ) Qin and Tian 2005 (اني ـن و تي ک ـ.باشـند يم ـ

ــز  ــد آنـ ــاميکردنـ ــ فنيهـ ــاليآمونليـ ــسيـ داز و ياز، پراکـ

کون يليمار شده با س   يلاس ت ي گ يهاوهيداز در م  ياکس فنول يپل

  .افتيش ي افزايطور قابل توجهه ب

  

  منابع

 مراجعـه   يسيمتن انگل ) 40-39(جهت ملاحظه به صفحات     

 .شود

  


