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هاي  فيت كنترل بيولوژيك عوامل كپك سبز و آبي پرتقال توسط اپي
 ميوه مركبات در شمال ايران يميكروب

  
 *آيت االله نصرالهي عمران

 ، ايران تنكابن، دانشكده علوم زيستي ،دانشگاه آزاد اسلامي واحد تنكابن

 فريد بيگي فيروز جائي

 ايران ، آمل ،مركز آمل ،پزشكي كشور موسسه تحقيقات گياه

 مائده سنگي

 ، ايرانتنكابن، دانشگاه آزاد اسلامي واحد تنكابن

 
  چكيده

كه به ترتيب  استپس از برداشت ميوه مركبات  هاي كپك سبز و آبي مهمترين بيماريپوسيدگي 
منجر به از بين  يانهسال وايجاد  Penicillium digitatum & Pencillium italicumهاي  توسط قارچ

هاي متداول براي كنترل اين پوسيدگي از  در روش. دنشو لات مركبات ميمحصو% 30رفتن 
مضرات  با توجه به. شود نظير ايمازاليل، تيابندازول و بنوميل استفاده مي مصنوعيهاي  كش قارچ

به قارچ  تقارچها نسب و به دليل  افزايش مقاومت استفاده از سموم براي سلامتي انسان و محيط
. تدر نظر گرفته شده اس جهت كنترل اين بيماري ژيك به عنوان جانشين مناسبي، كنترل بيولوها كش
هاي مركبات  هاي اپيفيت از سطح ميوه ها، ميكروارگانيسم بررسي كنترل بيولوژيك اين كپك براي

براي  پتانسيل بيوكنترلي از طريق اين  ارزيابي اوليه. جداسازي شد وآوري  جمعباغات شمال ايران 
هاله ممانعت از تست نتيجه  در شرايط آزمايشگاهي و بر اساس مشاهده ي اپيفيتهايسميكروارگانم

 يپتانسيل كنترل از خود  ايزوله كپكي 30 ي به همراهو مخمر اييايزوله باكتري 65. رشد صورت گرفت
 2هايي با عمق  نقطه با فواصل مساوي چاهك 4روي هر ميوه در  عدمرحله ب .ها را نشان دادند اين كپك

هاي باكتريايي و مخمري باغلظت  و به هر چاهك سوسپانسيون ايزوله گرديدمتر حفر  ميلي
اسپور در  1× 104زا با غلظت  ساعت قبل از سوسپانسيون عامل بيماري 24ليتر،  سلول در ميلي1×108

 نتايج. ندبه مدت يك هفته نگهداري شد درجه سلسيوس 15 در دمايپليتها ليتر اضافه و هر ميلي
نتايج براساس . ندبررسي شد براساس ظهور و شدت علائم پوسيدگي در تيمارهاي ميكروبي ها ستت

هاي  تست. مقايسه گرديد هاي بيوكنترل با ايزوله پوسيدگي در تيمارهاي ميكروبي ظهور و شدت علائم

                                                            
 ayat51@yahoo.co.in: مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي*



  1390 زمستان، 4پزشكي، جلد سوم، شماره  گياه                                                                                       378
  

دو  ,  Pseudomonas syringaeهاي باكتري ايزوله 3هاي بيوكنترل  ايزوله بيوشيميايي براي شناسايي
  .نشان دادندرا   Candida famata  مخمر و يك ايزوله Pantoea agglomerans  ايزوله از مخمري از

هاي خارج تركيبات و متابوليت در توليد رشدمداركي دهنده ننشاها بيوكنترل مكانيسم مهاري 
كه اثرات   Candida famata متابوليت خارج سلولي و Pseudomonas syringae  سلولي از باكتري

  .نددكرداشتند را بازگو  .P. digitatum  & P. italicum  ضد قارچي بر روي
  

 ،پرتقال ،Penicillium digitatum، Penicillium italicum ،كنترل بيولوژيكي: كليدي هاي هواژ
 گونيستاآنت، فيت ميكروبي اپي
  
  

   مقدمه
پاتولوژيكي و ضايعات  يكي از معضلات عمده در خصوص مركبات عوارض فيزيولوژيكي،

 Apple(برد  محصول توليد شده را از بين مي% 30كه مجموعا  بودهقبل، حين و پس از برداشت 

& Mcoffey, 1988(.  در دوره پس از برداشت محصول، محصولات ميوه به طور ويژه نسبت به
از دست حساسند زيرا مقاومت طبيعي كه روي درخت داشتند را  زا عوامل بيماري بهآلودگي 
، زا بيماريبندي، محل اصلي براي ورود عوامل  جراحات وارده در هنگام چيدن و بسته .داده اند

 و Penicillium italicum  ،Botrytis cinereaهايي كه اسپورهاي به خصوص در محيط
Penicillium digitatum باشد حضور دارند مي )Arras, 1996.(  پوسيدگي سبز و آبي ميوه

هاي  در اثر زخم .شود ايجاد مي  P.italicum ،P.digitatumهاي ترتيب توسط قارچمركبات به 
خسارت ايجاد % 50-10وارد بافت ميوه شده و بيماريزاوارده در طي برداشت، اسپورهاي هوازاد 

تركيبات فراري كه از بافت پوستي زخم شده كولتيوارهاي مختلف  .)Arras, 1996( كند مي
و طويل شدن جرم تيوپ  زني اسپور جوانهداراي تاثير محرك روي گردد  مركبات خارج مي

موجب  P.italicumو  Droby, 2008(. P.digitatum( باشد مي P.italicumو   P.digitatumدر
). Prusky et al., 2004(شوند  ميوه مركبات در طي پيشرفت پوسيدگي ميسطح  اسيدي كردن
ها ظرف مدت چند  ميوه در رويو سريعا عميق ها گسترش يافته  سيليومي لكه پوسيدگي پني

براي كنترل اين پوسيدگي از  معمولهاي  در روش ).Agrios et al., 2005(گردند  مي ايجادروز 
كش ديگري  ، فقدان قارچميكروبيشود اما به دليل مقاومت  استفاده مي شيمياييهاي  قارچ كش

شيميايي مصرف آنها محدود گشته  براي جايگزيني و همچنين هزينه بالاي توليد تركيبات
بنابراين استراتژي كنترل بايد به سمت موارد جايگزين  ).Janisiewic & Korsten, 2002( است

توان به كنترل بيولوژيك اشاره نمود كه به خاطر كاهش  از موارد جايگزين مي. معطوف گردد
كه  رار گرفته به طوريهاي زيست محيطي و دوام و پايداري آن مورد توجه بسياري ق آلودگي

به صورت كاربردي   Biosaveو  Aspir ،Yieldplusتركيبات بيولوژيك تجاري مختلفي مثل
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 ,Smilanick & Dennis-Arrue, 1992; Obagwu & Korsten( گيرد مورد استفاده قرار مي

2003b; Zhou Ting et al., 2001.( هاي آنتاگونيست ميكروارگانيسميك ژجايگزين بيولو 
هاي متعددي  فعاليت بيوكنترلي خود را از طريق مكانيسم بوده كه  وان اپي فيت ميكروبيبعن

هاي كشنده، هيپرپارازيتيسم، رقابت بر سر مواد غذايي و  بيوتيك، توليد آنزيم شامل توليد آنتي
 هاي گونهدر مطالعات مختلف  .)Sharma et al.,  2009(دهند  فضا و توليد سيدروفور انجام مي

 Bacillus subtilis،  Candida sake،Candida saitoana ،Candida تريايي و قارچيباك

fomata، Zygoascus hellenicus ،Rhodotorulla glutinus، Pantoea agglomerans، 

Debaryomyces hansenii  هاي باكتريايي و مخمري ميوه مركبات جدا و  فيت اپي عنوانه ب
 با توجه بهلذا  ).Arras 1996; May et al., 1997; Useall et al., 2008( گزارش شده اند

محصولات بيولوژيك را از توان  ميهاي مذكور به سموم شيميايي،  مقاومت گسترده قارچ
در استفاده كاربردي از آن، بقاء و سازگاري با  تا كردهتهيه مختلف  طقاميكروفلور طبيعي من

بررسي اكولوژي و  اكولوژي، فيزيولوژي اتالعمط. منطقه را داشته باشدهمان  شرايط محيطي
 دخواهعوامل كنترل بيولوژيك به شناخت بهتر اثرات محيط بر بقاء و توزيع اين عوامل كمك 

را تري  هاي آنتاگونيست در آزمايشگاه، مطالعات وسيع برخي از ميكروارگانيسم يافتندر پي  .كرد
هاي ميكروبي در سطح تجاري  اگونيستآنت بعنوان براي توسعه محصولات بيولوژيك ميتوان

شمال ايران هدف از اين تحقيق كنترل بيولوژيكي عوامل كپك سبز و آبي پرتقال .استفاده نمود
  .بوده است  منطقه همين  هاي باكتريايي و مخمري ميوه مركبات  جدا شده از فيت توسط اپي

  
  هاروش و مواد

منطقه  42 از سطح ميوه مركبات سالم ازايزوله اپيفيت  300حدود مقطعي در اين تحقيق 
به تفكيك منطقه صورت تصادفي ه ب) گلستان، مازندران، گيلان(شهرهاي شمالي كشور 

طرح  .براي تهيه سوسپانسيون ميكروبي از سطح آنها مورد استفاده قرارگرفتند جداسازي و
 . فيت به كار رفته است پيهاي ا آزمايشي كاملا تصادفي براي ارزيابي پتانسيل آنتاگونيستي ايزوله

بر اساس ارزيابي كه توسط . استفاده شد In vivoپرتقال رقم محلي براي تست در مرحله از 
 56/11 موسسه تحقيقات مركبات كشور انجام ودر زمان برداشت ميزان مواد جامد محلول ميوه

ها اي هر يك ايزولهبا توجه به اطلاعات جمع آوري شده بر. است  بوده 493/2ميزان اسيديته آن 
هاي مشابه از لحاظ  كد مربوط به منطقه جداسازي و شماره ايزوله در نظر گرفته شد، ايزوله

مرفولوژي مربوط به يك منطقه در يك كد قرار داده شده و در مراحل مختلف مورد استفاده 
ال داده شد و ها به آزمايشگاه تحقيقات كنترل بيولوژيك شهرستان آمل انتق نمونه. قرار گرفتند

نمونه برداشت شده از هر منطقه به تفكيك براي تهيه سوسپانسيون ميكروبي از سطح آنها مورد 
ميلي ليتر آب مقطر استريل و  500ها در ظروف يك ليتري حاوي  نمونه .استفاده قرار گرفت
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آب  ساعت در شيكر دوراني قرار داده شد و در نهايت 1به مدت  20ميكروليتر از توئين  100
 100 .گيرد مقطر حاوي ميكروفلور سطحي ميوه براي انجام مراحل بعدي مورد استفاده قرار مي
 هاي كشت  ميكروليتر از سوسپانسيون حاصل از هر نمونه به صورت سفره اي بر روي محيط

Potato Dexteros Agar) PDA ( و ) Nutrint Agar( NA همه محيط ها در  .كشت داده شد
هاي رشد  هاي ميكروارگانيسم ساعت كلني 48و  24پس از . رجه انكوبه گرديدد 25انكوباتور 

هاي مذكور بر اساس مرفولوژي و رنگ جداسازي شده و در محيط كشت  كرده روي محيط
و مخمري از روش استريك صورت   هاي باكتريايي خالص سازي ايزوله. جديد كشت شدند

هاي كپكي از روش نوك  و خالص سازي ايزوله )(Pitt ,J.,2005 -Brenner Don J ,2005 گرفت
هيف كردن، با برش انتهاي ميسيليوم قارچ در حاشيه كلني و انتقال آن به محيط جديد صورت 

و % 20هاي باكتريايي و مخمري در گليسرول  گرفت براي نگه داري طولاني مدت ايزوله
ها در اين  ايزوله. اده شدندشيب دار در لوله قرار د PDAهاي قارچ كپكي در محيط كشت  ايزوله

 ,Arras ,G.,1996(نام گذاري شد  خاص مرحله شناسايي نشدند، بلكه هرايزوله با يك كد

Thonglem,k,2007(هاي مذكور  هاي باكتريايي ومخمري رشد كرده روي محيط كلني
ايزوله باكتريايي و  292پس از كشت سوسپانسيون ذكر شده .جداسازي و كد گذاري شدند 

پس از تست در شرايط آزمايشگاهي و . ايزوله قارچ كپكي  جداسازي شدند 190ي و مخمر
هاي  داراي پتانسيل آنتاگونيستي بر اساس مشاهده هاله ممانعت از رشد قارچ  ايزوله 90انتخاب 

  .پاتوژن به بررسي توان بيوكنترلي آنها بر روي ميوه پرتقال در شرايط انبار پرداخته شد
براي ارزيابي درصد مهار  :ها بر روي ميوه تي بر اساس مهار رشد پاتوژنآنتاگونيس آزمون

زا توسط تيمارهاي ميكروبي نسبت به تيمار شاهد از  هاي بيماري رشد شعاعي ميسيليوم قارچ
قطر  R2  قطر ميسيليوم قارچ شاهد و R1استفاده شدند، كه در آن  R1 ×100/ (R1 - R2)فرمول 

 SPSSها توسط نرم افزاز آماري بودند سپس نمودار مربوط به دادهميسيليوم قارچ تيمار شده 
  .ترسيم گشت

  

  هاي پوسيده بز و آبي از سطح ميوهجداسازي عوامل كپك س
اي استريل از مناطق حاوي كپك سبز و آبي به طور جداگانه  وسيله ميله شيشه به
كشت ) Potato Dexteros Agar( پتيدو دكستروز آگار و بر روي محيط كشت  شدبرداري  نمونه
  .ه شدداد

  

  ها در محيط كشت آنتاگونيستي بر اساس رويت هاله بازدارندگي از رشد پاتوژن آزمون
  

  ها تهيه سوسپانسيون از پاتوژن. 1

شمارش  .شدتهيه ليتر   اسپور در ميلي 104 با رقتهاي پاتوژن سوسپانسيون  از اسپور قارچ 
 .)Zhang & Swingle, 2003( رفتگاسپورها توسط لام هموسيتومتر صورت 
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 ومخمري تهيه اينوكلوم باكتريائي. 2

  .شدندجداسازي و مخمر ومساوي از محيط كشت حاوي باكتري هايي به قطر معين ديسك 
 

  سبز و آبي ي كپك زا يبيمارعوامل يافتن عوامل ميكروبي موثر بر روي . 3
از  اسپور در ميلي ليتر 104 با رقتميكروبي  سوسپانسيون NAو PDAابتدا بر روي محيط 

بر روي آن قرار  مخمريي و يهاي باكتريا اينوكلوم  ديسكو سپس  دادهژن كشت  هاي پاتو قارچ
بررسي  سپس جهت گرفتهها مورد ارزيابي قرار  پليت ،زا بيماري قارچ پس از رشد .ندگرفت

رچي استفاده خاصيت آنتاگونيستي از روش كشت متقابل براي جدايه هاي باكتريايي و قا
   هاله عدم رشد بر روي محيط نشانگرتوانايي خاصيت آنتاگونيستي جدايه ها ميباشد.شد

)May et al., 1997.(  
 

   آنتاگونيستي روي ميوه مركبات آزمون
ها توسط  ابتدا ميوه ه شدگرفتاز يك رقم در نظر پرتقال ميوه  3براي هر ايزوله آنتاگونيست 

هيپوكلريد سديم % 5دقيقه در محلول  5حله دوم به مدت در مر ندآب شستشوي سطحي شد
پس از خشك . شدآبكشي انجام استريل  ضدعفوني سطحي شده و سرانجام توسط آب مقطر 

نقطه با فواصل مساوي، توسط ميله فلزي  چهارشدن ميوه ها در هواي آزاد، روي هر پرتقال در 
 سپس در هر تيمار. )1شكل ( ندحفر گرديدمتر  ميلي 2هايي با عمق  استريل سوراخ

و ايزوله  ليتر سلول در ميلي 1×108با غلظت  ميكروليتر از سوسپانسيون ايزوله باكتريايي20
ها تلقيح گشت  به هر يك از سوراخ ليتر در ميليروش كدورت  با سلول 1×108ي با غلظت مخمر

ن مربوطه به آن اسپور در ميلي ليتر از پاتوژ 104بعد سوسپانسيوني با غلظت  ساعت 24و 
 در پوشش نايلوني قرار داده و در دمايرا و تكرارهاي مربوط به هر تيمار  ندنواحي تلقيح شد

شاهد به جاي  در مورد تيمار .و رطوبت طبيعي محيط نگهداري شدند درجه سلسيوس 15
 نتايج مربوط به هر يك هفتهپس از گذشت . شدنداز آب مقطر استريل استفاده تيمار ميكروبي 

هايي كه  آنتاگونيست. ندبا تيمار شاهد مقايسه شد مورد ارزيابي قرار گرفته وتيمار آنتاگونيستي 
درممانعت از بروز بيماري، ممانعت از توليد اسپور و يا كاهش در ميزان توليد اسپور توسط 

 Obagwu & Korsten, 2003( ها موثر بودند، به عنوان عامل بيوكنترل انتخاب شدند پاتوژن
Arras, 1996;.(  

 

 عوامل بيوكنترل موثر روي ميوهشناسايي 

صورت آنها هاي بيوشيميايي و كليد شناسايي  با كمك تست عوامل بيوكنترلي يشناسا
هاي  هاي تشخيصي صورت گرفته شامل رنگ آميزي گرم، لهانيدن ورقه تست گرفت
هوازي، بي/ حيط هوازي، رشد در مهيدرولاز زميني، اكسيداز، احياء نيترات، آرژنين دي سيب

آز، هيدروليز نشاسته، هيدروليز اسكولين، ليپاز، توليد لوان، استفاده از قندها  ، اورهH2Sاندول، 
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گرم،  20گرم، گلوكز  10عصاره مخمر ( 1YDCتوليد پيگمان زرد بر روي محيط  ،واسيدها
 فلورسنت در محيطو توليد پيگمان ) گرم و ا ليتر آب مقطر 15گرم، آگار  20كربنات كلسيم 

Kings1 B  شدند مي )May et al., 2007; Hung et al., 2000; Schaad et al.,2001(.  
 

  يهاي خارج سلول بررسي توليد متابوليت
سوسپانسيون هر ايزوله آنتاگونيست به صورت چمني در  بر اساس روش كراس و لوپر

درجه سطح  25در دماي  گيري روز قرار 3گردد پس از  در پتري پخش مي PDAمحيط كشت 
 30شود تا از وجود آنتاگونيست عاري گردد و به مدت  محيط با استفاده از اسكالپل تراشيده مي

گيرد سپس درب تشتك پتري در شرايط  دقيقه در معرض پنبه آغشته به كلروفرم قرار مي
از حاشيه شود تا كلروفرم از سطح محيط خارج گردد سپس  دقيقه باز نگه داشته مي 10سترون 

پس از تكميل رشد . دهيم كلني قارچ پاتوژن ديسكي با قطر معين جدا و در وسط پتري قرار مي
شاهد كه اين تيمار روي آن صورت نگرفته، نتايج پتري هاي تيمار شده را با آن مقايسه 

  ).Arras, 1996(كنيم  مي
  

   نتايج
  

   محيط كشتها در پاتوژن آنتاگونيستي بر اساس رويت هاله بازدارندگي از رشد آزمون
هاي آنتاگونيست حاكي از  هاي پاتوژن در اطراف ايزوله وجود هاله ممانعت از رشد قارچ

معيار پتانسيل  و بنابراين به عنوان ترشح مواد ضد قارچي در محيط پيرامون آن بوده
اله هاي موثر در اين مرحله بر اساس رويت ه ايزوله. ددنش آنتاگونيستي در نظر گرفته مي

  .ممانعت از رشد پاتوژن انتخاب شده و در تست بعدي مورد استفاده قرار گرفتند
هاي برتر از نظر در صد مهار رشد هر دو قارچ و عدم ايجاد علائم نامطلوب بر پوست  ايزوله

زا توسط  هاي بيماري نشان دهنده درصد مهار رشد قارچ 2 و 1ي ها شكل .ميوه انتخاب شدند
كليه تست ها  معني دار بودن  نتايج جداول تجزيه واريانس نشان دهنده .ودندبهاي موثر  ارتيم

بوده است و با توجه به جداول حاصل از تست مقايسه ميانگين دانكن، تيمارهاي مختلف در 
چندين گروه قرار گرفتند و ميان اعضاء گروه هاي مختلف از لحاظ در صد مهار رشد پاتوژن در 

وجودداشته اما ميان اعضاء يك گروه از لحاظ در صد مهار رشد  تفاوت معني داري% 5سطح 
با استفاده از نتايج حاصل از تجزيه و تحليل . تفاوت معني داري وجود ندارد% 5پاتوژن در سطح 

هاي برتراز لحاظ درصد  آماري و همچنين بررسي مداوم تاثير تيمار در كنترل بيماري، ايزوله
ي و تداوم كنترل بيماري پس از آن و عدم ايجاد علائم نامطلوب روز ابتداي 6كنترل بيماري در 

، a1 ،a2كارپ ميوه به عنوان عوامل بيوكنترل كپك سبز و آبي انتخاب شدند و دركدهاي  بر اپي
                                                            

1 yeast extract dextrose carbonate calcium 
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a3 ،a4 ،a5 ، a6 در  .ها انجام گرفت قرار گرفتند و شناسايي در حد جنس و گونه براي اين ايزوله

هر يك كد مربوط  با توجه به جدول برايشود چگونه انتخاب شدند مواد وروش ها بايستي گفته
هاي مشابه از لحاظ مرفولوژي  به منطقه جداسازي و شماره ايزوله در نظر گرفته شد، ايزوله

  .مربوط به يك منطقه در يك كد قرار داده شده و در مراحل مختلف مورد استفاده قرار گرفتند
 

 هاي قارچي بر رشد كپك سبز هتجزيه واريانس اثر ايزول -1جدول

Table 1. Statistical analysis of the effect on the growth of green mold 
isolates  

 Sum of squares
Degrees of
freedom 

Mean square F Sig.

Treatment 202270.943 28 7223.962 3.392 0 

Error 679424.685 319 2129.858   

Total 881695.628 347    

 
 تجزيه واريانس اثر ايزوله هاي قارچي بر رشد كپك آبي - 2جدول 

Table 2. Analysis of variance of fungal isolates on growth of blue 
mold 

 Sum of squares
Degrees of
 freedom 

Mean square F Sig.

Treatment 172202.253 28 6150.080 5.437 0 

Error 360834.562 319 1131.143   

Total 533036.815 347    

  
  تجزيه واريانس اثر ايزوله هاي باكتريايي در مهار كپك سبز -3جدول

Table 3. Analysis of variance for the control of green mold 
of bacterial isolates  

 Sum of squares
Degrees of
freedom 

Mean square F Sig.

Treatment 1280429.999 49 26131.224 7.743 0 

Error 1856109.547 550 3374.745   

Total 3136539.546 599    

  
  تجزيه واريانس اثر ايزوله هاي باكتريايي در مهار كپك آبي -4جدول

Table 4. Analysis of variance of bacterial isolates inhibit blue 
mold 

 Sum of squares
Degrees of
freedom 

Mean square F Sig.

Treatment 4355650.81 49 88890.818 5.031 0 

Error 9718258.631 550 17669.561   

Total 1.407E7 599    
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اثر تيمارهاي ميكروبي موثر در مهار پاتوژن كپك سبز يك هفته پس از تلقيح قارچ روي ) الف -1شكل 
آبي يك هفته پس از تلقيح قارچ روي  كپك  اثر تيمارهاي ميكروبي موثر در مهار پاتوژن) ب كارپ ميوه اپي
  كارپ ميوه اپي

Figure 1. Diagram of the effect of treatments in inhibiting of microbial pathogens (Green (A) and 

Blue (B) Molds) one week after inoculation of the fungus of fruit,s epicarp 

  
 ,.Schaad et al( بر اساس نتايج حاصل از تست هاي صورت گرفته و تطبيق آن با منابع

2001; Brenner-Dol et al., 2005 (باشدهاي موثر به شرح زير مي ه ايزولهگون: 
 a1: Pantoea agglomerans, a2: Pseudomonas syringae, a3: Candida famata,            

a4: Pantoea agglomerans, a5: Pseudomonas syringae, a6: Pseudomonas syringae  
 3نشان دهنده  جداسازي فوقنتايج شناسايي عوامل بيوكنترل موثر بر هر دو كپك بر طبق 

                 دو ايزوله باكترياييP. agglomerans  مخمر  از يزولهايك  و C. famata  ايزوله از باكتري
 P. syringae بودند.  

  
   

A 

B 
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  هاي خارج سلولي ضد قارچي تابوليتتوليد م
هاي پاتوژن، تاثير  در اين مرحله با توجه به بررسي كمي و كيفي رشد شعاعي ميسيليوم قارچ

ر رشد كپك سبز و آبي هاي آنتاگونيست در مها هاي خارج سلولي هر يك از ايزوله متابوليت
  .گرديد مشخص

هاي پاتوژن بوده و  كاهش رشد شعاعي ميسيليوم قارچقادر به  P. syringae هاي ايزوله
 a3در مورد ايزوله  .همچنين حالت ليز شدگي ميسيليوم قارچي در اين مورد مشاهده شده است

هاي خارج سلولي در محيط كشت، مهار كامل رشد قارچ مشاهده  با افزايش درصد متابوليت
تفاوت چنداني با  a4و a1 هاي  ايزولهنتايج حاصل ازتيمار با . ايزوله اي خوب است شده است

هاي خارج سلولي اين ايزوله ها بر رشد ميسيليوم  شاهد نداشته و حاكي از عدم تاثير متابوليت
  .)5جدول ( باشد قارچ و يا اسپوردهي آن مي

  
  نتايج تاثير مواد فرار بازدارنده رشد قارچ پاتوژن -5جدول 

Table 5. The influence of volatile substances inhibiting the growth of fungal pathogens 
Treatm
ent code 

P.digitatum 
mm 

P.italicum 
mm 

Treatmen
t code 

P.digitatum 
mm 

P.italicum 
mm 

a1 26 35 a4 30 25 
a1 23 36 a5 12 22 
a1 35 32 a5 20 21 
a2 20 22 a5 16 20 
a2 22 25 a6 22 21 
a2 21 20 a6 20 20 
a3 32 36 a6 22 23 
a3 33 37 a7 34 43 
a3 32 40 a7 37 42 
a4 27 24 a7 35 39 
a4 31 28    

  
  بحث

 و  P. digitatum توسطآبي ميوه مركبات كه سبز بيماري كپك بررسي تحقيق به اين در 
P. itlalicum هاي ميكروبي ميوه  فيت امكان استفاده از اپي و ه استپرداخته شد ،گردد ايجاد مي

هاي قبل و  پوسيدگي. قرار گرفت ارزيابيها مورد  مركبات به عنوان عامل بيوكنترل اين پاتوژن
  . باشد پس از برداشت از بزرگترين مشكلات توليد مركبات در كشورهاي مختلف دنيا مي

هاي پس از برداشت ميوه مركبات  ترين بيماري مخرب ترين و سبز و آبي از مهم هايكپك
هاي مركبات استفاده شده براي جداسازي ميكروفلور  اين تحقيق نمونه در.اند گزارش شده

هاي  اين امر يافتن ايزوله .آوري شدند سطحي، قبل از فصل برداشت از روي درخت جمع
، زيرا يكي از ه بودساخت تر زاي پس از برداشت را آسان هاي بيماري آنتاگونيست موثر بر ضد قارچ

باشد  قبل از برداشت محصول، وجود ميكروفلور محافظ آن مي دلايل مقاومت ميوه به پوسيدگي
، مواد غذايي و تركيبات شيميايي، pH كه پس از رشد، تغيير خصوصيات سطح ميوه از نظر
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از  را ها اين ميكروارگانيسم تيمارها و تغييرات ايجاد شده در طي مراحل بسته بندي و انبارداري،
زا، فرصت ايجاد عفونت بر  هاي بيماري در نتيجه قارچ و دكاه ميو يا از جمعيت آنها  بردهبين 

و از آن گيرد  صورت شتشوي زياد سطح ميوه مركبات در  هنگامي. كنند سطح ميوه را پيدا مي
د اما نگرد ، تنها باكتري و مخمر نمايان ميدهندبر روي پليت حاوي محيط كشت آگاردار كشت 

اين نشان  .كند ي نيز در محيط رشد ميهاي كپك  قارچ كم باشدوقتي شستشوي سطحي 
كنند و به همين دليل وقتي  زا را مهار مي ها و مخمرها رشد قارچ بيماري دهد كه باكتري مي
 & Chaluts( گردند شوند، بيشتر مستعد به پوسيدگي مي و سبزيجات شسته مي ها ميوه

Wilson, 1990.( P. syringae هاي    انسيل مهار قارچهاي داراي پت در مرحله انتخاب ايزوله
جداسازي كه فيت  هاي اپي هايي با قطر معين از محيط كشت حاوي ايزوله ديسك و، بوده پاتوژن

بر روي محيط كشتي كه از قبل با سوسپانسيون اسپور قارچ پاتوژن كشت شده بود، و  شده بود
فيت  هاي اپي هقرار داده شد و نتايج براساس مشاهده هاله ممانعت از رشد در اطراف ايزول

هاي آنتاگونيستي جدا شده  در بررسي اثر بيوكنترلي ايزوله )May et al., 1997( ارزيابي گرديد
هاي موثر عليه  ايزوله. روش انتشار مواد در آگار استفاده كردند و P. syringea از از برگ سويا،

ايط انبار استفاده روي ميوه در شر زمون انتاگونيستيآهاي پاتوژن در محيط كشت براي  قارچ
ها روي ميوه وجود  هاي مختلفي براي بررسي فعاليت بيوكنترلي ميكروارگانيسم روش. شدند
زايي قارچ هاي پاتوژن جراحاتي  در اين تحقيق با توجه به اينكه محل اصلي ورود و بيماري. دارد

، ه بودديردگ است كه در حين مراحل برداشت، بسته بندي و حمل و نقل بر روي ميوه ايجاد 
كارپ ميوه ايجاد كرده و در آن محل سوسپانسيون  متر بر روي اپي ميلي 2حفراتي با عمق 

به اين ترتيب تاثير هر ايزوله به طور جداگانه . ايزوله هاي مورد آزمايش بيوكنترلي تزريق گشت
اثير دو نتايج نشان دهنده ت. در كنترل كپك سبز و آبي ميوه مركبات مورد ارزيابي قرار گرفت

بر عليه P. syringea ايزوله از 3و  C. famata ، يك ايزوله از مخمرP. agglomeransايزوله از 
ها و مخمرها توانايي  توان نتيجه گرفت باكتري با توجه به اين موضوع مي .بودهر دو كپك 

تايج حاصل پاتوژن را دارند و اين امر با ن كردن سطح ميوه، تداوم و رقابت بابيشتري در كلنيزه 
ها نه تنها تاثيري در  همچنين نتايج نشان داد برخي از ايزوله. از ساير تحقيقات هماهنگي دارد

كنترل بيماري نداشتند، بلكه در ايجاد و پيشرفت پوسيدگي موثر بوده و نسبت به شاهد درصد 
ي كنترل در برا )Abraham et al.2010( .پوسيدگي در تيمار مربوط به آنها بالاتر بوده است

مختلف  هاي ميوهباسيلوس از سطح ميوه مركبات از باغ 92مخمر و  60كپك سبز مركبات، 
مورد ارزيابي قرار  را   P.digitatumدرآفريقاي جنوبي جدا كردند و به عنوان آنتاگونيست بر ضد

اي در رشد كپك سبز  ايزوله از باسيلوس كاهش قابل مشاهده 10ايزوله از مخمر و  10 .دادند
ميكروارگانيسم جدا شده از  300از بين  ديگردر تحقيقي ). Abraham et al.2010(نشان دادند 

ايزوله از  3كه به عنوان مثال  بودندسطح ميوه، تعدادي بيشترين اثرات بازدارندگي را دارا 
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Bacillus subtilis  ،ايزوله از  يكCorynebacterium aquaticum ،10  ايزوله از            
Pichia guilliermondii   ،12  ايزوله ازCandida sake ،12  ايزوله ازCandida saitoana  ،

       ايزوله از يك، Zygoascus hellenicusايزوله از  يك، Candida fomataايزوله از  يك
Rhodotorulla glutinus ،ايزوله از  يكR.minuta   ايزوله از  يكوR. mucillaginosa  اشاره

 و% 80-59ها شامل  بيشترين بازدارندگي در آزمايشگاه توسط باكتري در اين بين .شده است
نيز   Pantoea agglimeransباكتري). Arras, 1996(بوده است % 100- 76توسط مخمرها 

 و براي ليمو درجه سلسيوس 25-20كه در دماي  عليه كپك سبز اثرات خوبي داشته به طوري
پوسيدگي را كاهش داده است % 50و % 95ل، به ترتيب براي پرتقا درجه سلسيوس 10-20

)Useall, 2008 .( Zamani et al. (2009)تاثير باكتريp. agglimerans   به تنهايي يا در
بر روي پرتقال مورد بررسي  P. digitatumكربنات سديم را در مهار  بي% 3تركيب با محلول 

 4و  20 درجه سلسيوسدر دماي % 75 در تيمار باكتريايي كاهش كپك سبز تا. قرار دادند
كربنات سديم، خاصيت مهار  مشاهده شد و در تيمار مخلوط باكتري و بي درجه سلسيوس

همچنين  .افزايش يافت درجه سلسيوس 45 و درجه سلسيوس 24در دماي % 11الي  5پاتوژن 
روي ميوه مركبات، چندين گونه از  P. digitatumبراي كنترل كپك سبز ناشي از 

                        باكتري). Bull et al., 1997(گزارش شده است   .Pseudomonas sppاكتريب
P. agglomerans  درجه  25- 20عليه كپك سبز اثرات خوبي داشته به طوريكه در دماي

پوسيدگي را % 50و % 95براي پرتقال، به ترتيب  درجه سلسيوس 20- 10براي ليمو،  سلسيوس
كربنات سديم يا مخلوط  هاي تيمار شده با بي همچنين نشان دادند ميوه .بودكاهش داده 

درجه  10روز ذخيره سازي در دماي  14كربنات سديم و آنتاگونيست باكتريايي پس از  بي
در مقايسه با تيمار شاهد نشان  P. digitatumزايي  مقاومت شديدي در مقابل بيماري سلسيوس

هاي ميوه مركبات در  قادر به كلنيزاسيون زخم P. agglomeransاز  CPA-2سويه . دادندمي
و در محل آلودگي با پاتوژن مذكور، منجر به جلوگيري از  بودهدماي اتاق يا دماهاي پايين 

كربنات  بي% 2هاي تازه آنتاگونيست قادر به تحمل محلول  همچنين سلول. شد ايجاد بيماري 
  Deoxy-d-Glucose-2و  Candida saitoanaيبي ازترك .)Useall et al., 2008( بودندسديم 

شده بود به طوري كه كپك سبز در ليمو و  P. digitatumباعث كاهش پوسيدگي ناشي از 
             تيمار در ضمن .پرتقال را به اندازه مصرف سم شيميايي ايمازاليل، كاهش داده بودند

Candida saitoana  هاي پس از برداشت  كنترل بيماريبه منظور  %2گلايكول كيتوسان و
سيب و ميوه مركبات به كار برده شد نشان دهنده موفقيت بيشتر اين تيمار در كنترل 

 ,.El-Ghaouth et al ( ، بودفتر ها نسبت به زماني كه هر يك به تنهايي به كار مي پوسيدگي

2000.( Zhang & Swingle (2003) سبز و آبي  كربنات پتاسيم را در كنترل كپك اثر بي
و  P. digitatumنشان دهنده سركوب رشد ميسيليوم قارچ نها آنتايج  مركبات ارزيابي كردند و
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مطالعات توسط ميكروسكوپ الكتروني در محل جراحت نشان . بودجلوگيري از كپك سبز 
دهنده كلنيزاسيون سريع ميسيلوم قارچ و محل جراحت به همراه تاثير ليتيك و فاگوسيتيك 

كند  را تحريك ) اسكوپارون و اسكوپولتين(ها   توليد فيتوالكسينتواند  ميكه ف بود برضد هي
)Arras, 1996 .(12 ايزوله ازDebaryomyces hansenii  كارپ  هاي دريايي و پري از محيط

% 80تا حدود  كپك آبي ليموهاي مكزيكي به دست آمدند كه اين مخمر قادر به كنترل بيماري
هاي  بررسي مكانيسماين در  .)Hernández et al., 2010(ره سازي بود پس از دو هفته ذخي

هاي  هاي خارج سلولي و مواد فرار ضد قارچي توسط ايزوله بيوكنترلي توليد متابوليت
هاي خارج سلولي  توليد متابوليت آزموننتايج حاصل از . آنتاگونيست، مورد ارزيابي قرار گرفت

هاي  كاهش رشد شعاعي ميسيليوم قارچنشان داد كه   P. syringaeهاي  ضد قارچي ايزوله
همچنين حالت ليز شدگي ميسيليوم قارچي در اين مورد مشاهده شده وجود داشت و پاتوژن
هاي خارج سلولي آن در محيط  با افزايش درصد متابوليت C. famataدر مورد ايزوله . است

 P. agglomerans هاي مار با ايزولهتي نتايج حاصل از. كشت، مهار كامل رشد قارچ مشاهده شد
هاي خارج سلولي اين  نداشت و حاكي از عدم تاثير متابوليت آزمون تفاوت چنداني با شاهد

توليد مواد فرار ضد  آزموندر مورد  .بودها بر رشد ميسيليوم قارچ و يا اسپوردهي آن  ايزوله
رشد قارچ پاتوژن نسبت به % 50ار تقريبا قادر به مهP. syringae  هاي مربوط به قارچي، ايزوله

بنابراين . هاي آنتاگونيستي ديگر نتيجه مطلوبي به دست نيامد در مورد ايزوله. بودندشاهد 
از طريق توليد  C. famataو  P. syringaeتوان نتيجه گرفت مكانيسم بيوكنترلي  مي

اين تحقيق نشان  نتيجه حاصل از .باشد هاي خارج سلولي با فعاليت مهار قارچ مي متابوليت
هاي قارچي پس از برداشت  هاي اپيفيت در جلوگيري از بيماري دهنده نقش ميكروارگانيسم

  . محصولات بود
محصولات آسيب ميكروبي هاي  اگرچه تيمارهاي ميكروبي توانايي كنترل برخي پاتوژن

قادر به كنترل  ، اما به تنهاييهستندو از لحاظ زيست محيطي مورد پسند  باشند ميپذير را دارا 
از موارد مكمل شامل  دطولاني و مداوم بيماري نبوده و براي دستيابي به اين هدف باي

سازد و همچنين  فرمولاسيون ميكروارگانيسم با موادي كه توانايي بقاء آن را در محيط فراهم مي
افزايش تيمارهاي غير ميكروبي كه با ميكروارگانيسم مورد استفاده سازگار باشد و منجر به 

از بايستي در موارد شيوع گسترده بيماري  .گردد بهره برد  كارايي آن در كنترل بيماري مي
هاي  ميكروارگانيسم، در غلظت هاي شيميايي سازگار با و قارچ كشتركيب تيمار ميكروبي 

يز تر استفاده نمود، تا علاوه بر كنترل بيماري از خطرات ناشي از استفاده بي رويه سموم ن پايين
  .كاسته شود
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