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 ، آنالیز و شناسایی ملکولی باکتری قارچی اسانس چهار گیاه داروییضداثر بررسی 

 Penicillium digitatum عامل پوسیدگی بعد از برداشت پرتقالقارچ آنتاگونیست علیه 
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 چکیده

بو  کوارگیری موداوم سوموم      .باشود  ی بعد از برداشت میها یماریترین ب ازمهمPenicillium digitatum  کپک سبز مرکبات

گردد. در  زا می ی بیماریها سوی مقاومت در  بروزشیمیایی تاثیر ماندگار روی سلامتی انسان و آلودگی محیط زیست دارد و سبب 

 ازیشویر  آویشون  اسانس چهار گیاه دارویی (ام پی پی 400و  300، 200، 100ی مختلف )ها غلظت فعالیت ضدقارچیاین تحقیق 

(Thymus vulgaris ،)آلوورا (Aloe vera) ،سیر (Allium sativum) و زیره سبز (Cuminum cyminum) آوری شده از  جمع

دسوتگاه کلوونجر    استفاده ازو با بخار آب  ؛تقطیر با استفاده از روش ها ورد بررسی قرار گرفت. اسانسم منطق  قرق استان گلستان

. آنوالیز گردیود   GC/MSتوسوط دسوتگاه    ندداشوت  را اسانسی ک  بیشترین عملکرد آنتاگونیستیمهمترین مواد موثره  و سپستهی  

، .sp. Bacillus ،Pseudomonas sp فیوت پرتقواش شوام     ی جداسوازی شوده از اپوی   هوا  آنتاگونیسوتی بواکتری   فعالیت همچنین

Streptomycess sp.  کننودگی بیشترین درصد ممانعت در قالب طرح فاکتوری  مورد بررسی قرار گرفت.  پنی سیلیومعلی  قارچ 

 هوا  رگرسیونی تاثیر اسوانس  آنالیز. ام مشاهده گردید پی پی 400توسط اسانس آویشن علی  پنی سیلیوم در غلظت ، درصد( 95/99)

اسانس آویشن بر اساس نتای  ب  دست آمده، یابد.  نشان داد با افزایش غلظت اسانس درصد بازدارندگی آن روی قارچ افزایش می

 بورنئووش  -نودو او  (درصود  9/22-ترپینئووش )  -آلفوا  ،(درصد 5/45 - )کارواکروش ها موثره در اسانس مهمترین ترکیبات داشتن با

جدایو    23در بوین   .از خوود نشوان داد  پنوی سویلیوم    علیو  را متور(   میلی 3/22) کنندگیممانعت  فعالیتبیشترین  (درصد 3/14)

 DNA تعیین تووالی و  PCRبا استفاده از  .داشت قارچ را علی  کنندگیممانعت فعالیت بیشترین  H7 یک جدای  ب  نام باکتریایی،

 Bacillus cereus (H7) جدایو  اسانس آویشون و   بنابراین. شناسایی گردید Bacillus cereusعنوان  ب  16S rRNA ،H7 ژنوم

 د. نباشمی برداشت پرتقاش از پوسیدگی بعد  شیمیایی کنترش ی برایمناسب یها جایگزین
 

 Bacillus cereuse،Penicilliumکپک سبز مرکبات،  ،کارواکروش های آنتاگونیست، باکتری ،اسانسآوریشن،  :کلیدی های واژه

digitatum   1 
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 مقدمه

های نیم  گرمسیری جهوان   مرکبات گروهی از میوه

بوووده کوو  دارای ارزش اقت ووادی بسووویار زیووادی در  

باشوند.   کشوورهایی مانند برزی ، آمریکوا و چوین موی   

هوای کشواورزی و    اموروزه در دنیووا مجمووف فعالیوت   

صونعت   اقت ادی و صنعتی ایون گوروه تحوت عنووان  

 زا(. Bousbia et al., 2009شوود )  مرکبات شناخت  موی 

سوبز   یها ترین بیماری بعد برداشت مرکبات کپک مهم

 یهوا  ترتیب توسط قوارچ  باشد ک  ب  و آبی مرکبات می

Penicillium digitatum  وP.italicum  ایجوووووواد

 (.Valero and Serrano, 2010گردند ) می

ایجاد  P.digitatumوسیل   کپک سبز مرکبات ک  ب 

خسوارت در طووش    درصود  90گردد سبب بیش از  می

شوود   ونقو  در مرکبوات موی    ارداری و حم مراح  انب

 10 .میزان خسارت بیماری کپک سبز در شماش کشوور 

درصد گزارش شوده   5تا  2در جنوب  درصد و 15تا 

معموو  جهوت کنتورش     .(Zamani et al., 2009است )

کپووک سووبز مرکبووات از سووموم شوویمیایی متووداوش     

ایمازالیووو ، تیابنوودازوش و ترکیبووات گوووگردی آلووی و 

 Swamyگوردد )  نی و مواد اکسیدکننده استفاده میمعد

and Sinniah, 2015). 

ی متفوواوت بوورای مقوواوم  هووا کووارگیری روش بوو 

ی بعود از  هوا  هوا در مقابو  پوسویدگی    داشتن میووه  نگ 

ها، هوای سرد اگرچ   برداشت مانند استفاده از هورمون

کننود ولوی    هوا را کنتورش موی    تا حدی ایون پوسویدگی  

شووند.   نموی  صوورت کامو  موانع ایجواد پوسویدگی      ب 

بنابراین نیاز ب  کاربرد سوموم شویمیایی جهوت کنتورش     

بهتر آلوودگی قوارچ همچنوان وجوود دارد و متاسوفان       

ایی سووبب ایجوواد تکوورار در اسووتفاده از سووموم شوویمی

 P. italicum و P. digitatumهوای   مقاومت بو  گونو   

ی هوا  کنون تولاش توا (. Kinay et al., 2007) گوردد  می

ها بعد از برداشوت   ابتدایی مختلفی برای کنترش بیماری

 شوام  اسووتفاده از  :انجوام شوده اسوت کوو  عبارتنود از    

Bacillus subtilis  وPseudomonas cepacia  بوووده

ها را  توانند مح  زخم می ها است هم  این آنتاگونیست

کند نمووده   کلونیزه کنند و مواد آنتی بیوتیک ترشح می

کوو  و از گسوووترش پوسووویدگی جلووووگیری نماینووود  

(Sharma et al., 2009.) 

تعووودادی از محققوووان تووو ثیر میبوووت بووواکتری   

Pseudomonas syringae  در کنترش بیماری پوسیدگی

بعد از برداشت مرکبات با تولید دو نوف فیتوتوکسین و 

همچنین تواثیر ایون دو فیتوتوکسوین بور روی غشوای      

 سلوش میزبان را گوزارش نمودنود. همچنوین و توسوط    

PCR ( ژن موثر در کنترش را ردیابی نمودندCirvilleri 

et al., 2005). 

ای آغازگردیده  های اخیر تحقیقات گسترده در ساش

ی ثانویو  برخوی گیاهوان    هوا  دهد متابولیت ک  نشان می

هوا مورثر بووده و     دارویی در جلوگیری از رشود قوارچ  

جووایگزین مناسووبی بوورای سووموم شوویمیایی هسووتند.   

تحقیقات نشان داده است ک  گیاهان معطور متعلوق بو     

ی نعناعیان، کاسنی و چتریوان از ترکیبوات ضود    ها تیره

تعدادی از  اکسیدانی برخوردار هستند. آنتیمیکروبی و 

 Thymus) تاثیر اسانس گیاهان دارویی آویشنمحققان 

vulgaris)، آلوئ  ورا (Aloe vera)   و درخوت چوریش 

(Azadirichta indica)  توانووایی بازدارنوودگی از رشوود

ر ی بیموارگ هوا  میسلیومی و تولید اسپور توسوط قوارچ  

Aspergilius niger، P. expansum وRhizopus 

stolonifer ،اسووانس گیاهووان دارویووی آویشوون، موورزه ،

آلوئوو  ورا و درخووت چووریش را گووزارش نمودنوود    

(Charles et al., 2012). 

ی هوا  قوارچی گیواه سویر بور روی گونو       تاثیر ضد

در  مختلف قارچ پنی سیلیوم گزارش گردیده اسوت و 

تحقیقات آزمایشگاهی تواثیر ممانعوت رشودی آن بور     

 سوویلیوم گووزارش گردیووده اسووت  روی قووارچ پنووی  

(Bandalan and Lauzon, 2018 .)  پووذیرا در سوواش

 قووارچی اسووانس آویشوون بوواغی    فعالیت ضد 1396
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(Thymus vulgairis) سواپروفیت  یها بور روی قوارچ 

Aspergillus niger ،A. fumigatus و A. flavus 

 .Pazira, 2017) ) نمودگزارش 

و   Salvia officinalisقارچی موریم گلوی  تاثیر ضد

بور علیو  فوزاریووم      Thymus vulgarisآوشن شیرازی

توسوط تعودادی از     Fusarium graminearumگنودم  

 (.Alexa et al., 2018) محققان گزارش گردید

هایی ک  در اسوتفاده از ترکیبوات    دلی  حساسیت ب 

شوویمیایی م وونوعی وجووود دارد )بوو  خوواطر تهدیوود   

همچنوین افوزایش   زیسوت( و   سلامتی انسان و محویط 

تقاضای مح و ت ارگانیک )تولیدشده بدون استفاده 

ی شیمیایی( و نیز بو  دلیو  ایجواد نهادهوای     ها از نهاده

ی هووا کووش جدیوود و مقوواوم پوواتوژن در برابوور قووارچ 

شود تا از برخی موواد و   مورداستفاده، امروزه تلاش می

آور نظیور   ی طبیعی و فاقد اثرات جانبی زیانها فرآورده

ی موجود در ها ی گیاهی و آنتاگونیستها د اسانسمانن

ی شویمیایی در  هوا  کش عنوان جایگزین قارچ طبیعت ب 

هووا و ضووایعات انبوواری  کنتوورش و یووا کوواهش بیموواری

مح و ت باغی استفاده گردد. هود  از ایون تحقیوق    

آویشون  ی چهوار گیواه دارویوی    ها بررسی تاثیر اسانس

 (،Aloe vera) آلووورا  (،Thymus vulgaris) شویرازی 

 Cuminum( و زیووره سووبز )Allium sativum) سوویر

cyminumآوری شووده از منطقوو  قوورق اسووتان   ( جمووع

ی آنتاگونیست جداسوازی شوده از   ها و باکتری گلستان

اپی فیت پرتقاش بور روی ایجواد ممانعوت رشودی در     

 باشد. می P.digitatumعام  بیماری کپک سبز پرتقاش 

 

 ها مواد و روش

سازی قارچ عامل  جداسازی و خالص آوری، و جمع

 رقم تامسون ناوش ی پرتقاشها میوه :کپک سبز مرکبات

وضوووح نشووان  کوو  علائووم کپووک سووبز مرکبووات را بوو 

آوری شود و   فروشی محلی جمع  دادند از چند میوه می

ها نرم و  قطعات حاوی بافت سالم و آلوده از مح  لک 

ی سوفیدرن   هوا  میسولیوم  لهیده شده میوه کو  حواوی  

واسپورهای ب  رن  سبز زیتونی قوارچ عامو  بیمواری    

بود جداسازی و سپس خالص سازی شود و بو  روش   

 PDAنوک هیوف و توک اسوپور روی محویط کشوت      

(. بوا  Timmer et al., 2000کشوت صوورت گرفوت )   

مقایس  استفاده از کلید شناسایی و مقایس  با استاندارد، 

ایی و جداسوازی  شناسو  Penicillium digitatumقارچ 

گردیوود و ایزولوو   زم از آن تهیوو  و بوور روی محوویط  

و  کشووت PDA (Potato Dextrose Agarکشووت )

 نگهداری گردید.

ب  پلیت ظر  حاوی محیط  :تهیه سوسپانسیون قارچ

روز قارچ، آب مقطر استری  ب  هموراه   9الی  7کشت 

اضواف  شود و سوپس بوا      20یک قطره روغون توویین   

استفاده از  م گلبوش شمار سوسپانسیون اسوپور قوارچ   

Penicillium digitatum   اسووپورتهی   104بووا تعووداد

لیتوور از  میلووی 10زنووی مقوودار   گردیوود. بوورای مایوو   

سوسپانسیون در داخ  هر زخم ایجواد شوده بور روی    

 ,.Timmer et al) تزریوق گردیود   هوا  پوسوت پرتقواش  

2000). 

چهوار گیواه دارویوی     :تهیه اسانس گیاهاان دارویای  

 Aloe، آلووورا ) (Thymus vulgaris) یازرآویشن شوی 

vera ( زیووره سووبز ،)Cuminum cyminum و سوویر )

(Allium sativum ) تهیو    از منطق  قرق استان گلسوتان

 مووورد  اسوولامی  دانشوگاه آزاد هربواریوم در و گردید

. برگ گیاهان دارویوی آویشون، و   گرفتنود قورار تاییود

میوه زیره سبز و حبو  سویر توسوط دسوتگاه خوردکن      

آلوورا ژش هرکدام را کام  خرد شدند نموده و از گیاه 

هووا اسووتخرا  شوود و سووپس در داخوو    داخوو  بوورگ

 رن  در داخ  یخچاش نگهداری شد. ی تیرهها شیش 

ها با اسوتفاده از دسوتگاه کلوونجر و بو       اسانس آن

گورم   100منظور  وش تقطیر با آب تهی  گردید، بدینر

از ماده بافت خشک خرد شده گیواهی را داخو  ارلون    

ریخت  و دوسوم آن را آب مقطر استری  ریختو  و بو    
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مدت س  ساعت ع واره گیوری انجوام شود و سوپس      

دستگاه خواموش و اسوانس در محو  مودر  دسوتگاه      

کو  اسوانس سوبک توراز آب      آوری شد ازآنجایی جمع

سوپس شویر    گیورد  اسوت بنوابراین روی آب قورار موی    

خرو  آب را بازنموده ابتودا آب و در ادامو  مقوداری    

 6/0گیوری   اسانس با آب خار  شود رانودمان اسوانس   

 (.Bakkali et al., 2008درصد وزن گیاه بود )

ها بر روی رشد عامل بیماری کپک سبز  تأثیر اسانس

برای این منظور از روش اختلاط اسوانس بوا    :مرکبات

 هووای گردیوود و غلظووتاسووتفاده  PDAمحوویط کشووت 

ppm100 ،200 ،300 ،400    اسووانس در لیتوور محوویط

یی از قارچ ب  قطر ها کشت تهی  اضاف  گردید و دیسک

ی کشووت حوواوی هووا میلووی متووردر وسووط محوویط  5

 25 در دمای ها های متفواوت قرداده شد و پتری غلظت

در انکوباتور نگهداری گردید شودند   گراد درج  سانتی

طوور   ل  قوارچ بو   ها د رویشیساعت، رش 24و پس از 

گیری شد توا هنگوامی کو  پتوری شواهد       روزان  اندازه

توسط قارچ پنی سیلیوم ب  صورت کام  اشغاش شوود.  

این آزمایش با چهار بار تکرار انجام شد. محیط کشت 

عنوان شاهد  درصد( ب  05/0) 80حاوی محلوش توئین 

در نظر گرفت  شد و درصد بازدارندگی رشد از فرموش 

 (.Udo et al., 2001زیر محاسب  شد )

 -قطر کلنی شاهد / )قطور کلنوی تیمارهوا    100×  100

 قطر کلنی شاهد(: درصد بازدارندگی رشد

( برای شناساایی  GC/MSتجزیه اسانس با دستگاه )

ترکیبات مؤثرترین ترکیبات اسانس در بازدارنادگی  

از دستگاه کروماتوگرافی گازی مت و   : از رشد قارچ

( برای بررسوی اجوزای   GC/MSنگار جرمی )ب  طیف 

دهنده اسانس گیاهی دارای بیشوترین ممانعوت    تشکی 

رشدی  استفاده شد.اسانس موردنظر ب  دستگاه تزریوق  

و اجووزای تشووکی  دهنووده اسووانس تعیووین گردیوود.    

هوای   سنجی جرمی دستگاهی است کو  مولکووش   طیف

کنود   بندی می ها دست  گازی باردار را بر اساس جرم آن

ها را از یکدیگر جداسازی و ضمن  و برحسب جرم آن

کند.  گیری می ها را در محلوش اندازه شناسایی مقدار آن

سون    دستگاه گرومواتوگرا  گوازی مت و  بو  طیوف     

بووا  GC:CP-3800موودش  VARIANجرمووی از نوووف  

 است. Saturn 2200سن  جرمی  طیف

ی ها از پرتقاش :ها از پوست پرتقال جداسازی باکتری

شده سالم ک  فاقد هرگونو  زخوم و    تامسون ناوش تهی 

عارضوو  بیولوژیووک بوووده و قبوو  از هرگونوو  اعموواش   

صوورت ت وادفی انتخواب     عدد ب  4شیمیایی ب  تعداد 

نموده و سپس پوست پرتقاش را بو  قطعوات کوچوک،    

گرم از  25متری برش داده شد. مقدار  یک تا دو سانتی

 225حوواوی هووا را در یووک فلاسووک نوویم لیتووری    آن

 20لیتور تووئین   ومیکر 50لیتر آب مقطر استری  و  یمیل

مدت یک ساعت در شیکر دورانوی قورار داده شود.     ب 

 ی حاصوول  بوور روی محوویط کشووت هووا سوسپانسوویون

(Nutrient Agar) NA  ای کشووت  صووورت سووفره بوو

در انکوبواتور  گوراد   درج  سانتی 25گردید و در دمای 

هوای   سواعت کلنوی   48و  24داری گردید. پس از نگه

هوای رشود کورده روی محویط کشوت       میکروارگانیسم

مذکور بر اساس مرفولوژی و رن  جداسازی شوده و  

در محیط کشت جدید تجدید کشوت شودند. خوالص    

هوای باکتریوایی رشود نمووده در محویط       سازی ایزول 

 Brenner-Donکشت از روش مخطط صورت گرفت )

et al., 2005.)  شوده را در  ی جداسازی ها سپس ایزول

بررسووی قوورار داده و   شوورایط آزمایشووگاهی مووورد  

ی دارای پتانسووی  آنتاگونیسووتی، را پووس از هووا ایزولوو 

ل  ممانعت رشدی قارچ پواتوژن شناسوایی و   ها مشاهده

 .جداسازی و شناسایی گردید

 هوا  در مواردی ک  جدای  :ی باکتریها شناسایی جدایه

دارای حالت آنتاگونیستی نسبت ب  عامو  کپوک سوبز    

توا   48بودند پس از  Penicillium digitatumمرکبات 

ل  شفا  ک  نشان  عودم  ها ها یک ساعت اطرا  آن 72

ی هوا  ترتیوب جدایو    این رشد پاتوژن است دیده شد. ب 



 64-76/ صفحات :  1398  پاييز، 3، سال هفتم، شماره 27فصلنامه اكوفيتوشيمي گياهان دارويي، شماره پياپي 

68 

آنتاگونیسووت از بقیوو  مجووزا شوودند. بووا اسووتفاده از     

سکوپی، واکنش گرم، های میکروسکوپی، میکرو آزمون

هووای بیوشوویمیایی شووام   و بررسووی تحوورک و آزمووون

، م وور  سوویترات، هیوودرولیز H2Sکاتووا ز، اینوودوش، 

نشاسووت ، هیوودرولیز، کووازئین و توب ژ تووین و نیووز   

( جهت تشخ ی گون  O/Fاکسیداسیون و تخمیر قند )

، مرثرترین در نهایتباکتری آنتاگونیست انجام گرفت. 

ممانعت رشدی با روش مولکوولی و  باکتری در ایجاد 

و تعیوین تووالی    SrRNA16  از طریق تکییر قطع  ژنی

 (John et al., 1997ها شناسایی دقیق شدند ) آن

باا  SrRNA 16و تکثیر قطعه ژنای   DNAاستخراج 

ی هوا  ژنومی ایزولو   DNAاستخرا   :PCRاستفاده از 

 Extraction kit، موووووثر بووووا اسووووتفاده از کیووووت

Cat.No.DN8115C    .شرکت سیناژن ایران انجوام شود

  DNAمیکرولیتر از محلوش رویوی حواوی    60در پایان 

نگهداری گراد  درج  سانتی -20بدست آمده در فریزر 

. موورد اسوتفاده قورار گیورد     PCRشد تا بورای انجوام   

پرایمرهووای مووورد اسووتفاده در انجووام آزمووایش بوورای  

بووا خاصوویت  شناسووایی مولکووولی موووثرترین بوواکتری

   :یونیورساش یها پرایمرآنتاگونیستی از 

 Forward (27F) :با توالی 

5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' و 

Reverse (1390R) :با توالی 

5'-GACGGGCGGTGTGTACAA-3' اسووووووتفاده 
 گردید.

 میکرولیتار شاامل:   25با حجم نهایی  PCRواکنش 

،  MgCl2مووش   میلوی  50و  10X میکرولیتر بوافر  5/2)

 Taq DNAاز میکرولیتور  dNTPs ،3/0 میکرولیتر 5/0

Polymerase ، دواز هوور آغووازگر،   لیتوورمیکرویووک 

میکرولیتر آب مقطر  7/16و  DNAمیکرولیتر از نمون  

بووا شوورایط  PCRواکوونش  .انجووام گرفووت (دی یووونیزه

درجو    95دمایی واسرشوت شودن ابتودایی در دموای     

چرخو    30دقیقو  و در ادامو     5سلیسیوس بو  مودت   

درجو  سیلیسویوس بو      95 شام  واسرشت در دموای 

درجو  سیلسویوس    95ت اش در دمای ثانی ، ا 30مدت 

درجوو   56 وواش در دمووای  ثانیوو ، ات 30موودت  بوو 

 72ی ثانی ، طوی  شدن در دموا  30مدت سیلیسیوس ب 

ثانی  و طوی  شدن نهایی  90مدت  سیوس ب درج  سیل

دقیق  انجام  10مدت  درج  سیلیسیوس ب  72در دمای 

بوا اسوتفاده از الکتروفوورز در ژش     PCRشد. مح وش 

منظوور تاییود    بررسوی گردیود. بو    درصود   8/0 آگاروز

ی حاصول  بوا اسوتفاده از    هوا  ، توالیها شناسایی باکتری

ی نوکلئوتیدی نظیر از ها ایر توالیافزار بلاست با س نرم

 قب  موجود در بانک اطلاعات ژنی تطبیوق داده شودند  

(Joo et al., 2007.) 

ک بررسی تأثیر باکتری بر روی عامال بیمااری کپا   

از روش کشوت  : سبز مرکبات در شرایط آزمایشاگاه 

CFU/ mlمتقاب  استفاده گردید.سوسپانسویون ) 
-1 109 )

صورت یک خوط مسوتقیم در یوک     ایزول  باکتریایی ب 

 24کشت داده شود و   PDAسمت پلیت ظر  حاوی 

انکوبو  شود.    گوراد  درجو  سوانتی   25 ساعت در دمای

متور از کلنوی    میلی 5ای ب  قطر  سپس یک دیسک دایره

متری از خوط کشوت    میلی 5قارچ انتخاب و در فاصل  

 25در دموای   هوا  باکتری قرار داده شود. پلیوت ظور    

انکوبو  و کواهش رشود میسویلیومی      گراد درج  سانتی

قارچ پنی سیلیوم در مقایس  با نمونو  کنتورش محاسوب     

 گردید.

 

 ها آنالیز داده

دست آمده در قالوب طورح    در این بررسی نتای  ب 

 Statusو SASافووزار  فاکتوریوو  و بووا اسووتفاده از نوورم

Graphics  از روش آموواریGeneral linear models 

بوا   هوا  صورت پذیرفت و مقایس  میوانگین  استفاده شد

تحلیو    و  در رگرسیون ساده مورد تجزی  LSDآزمون 

 آماری قرار گرفت.
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 نتایج

 Penicillium digitatum قوارچ  ایزولو   یهوا  کلنی

 کنیووودیفورها  بووده  رنو   تیوره  سوبز  بو   مایو   سفید

 شوفا   و منشوعب  تا ساده کشیده، هایی پای  صورت ب 

 فیالیود  از ای  یو   کنیدیفور انشعابات روی و باشند می

 ای اسوتوان   تا بیضوی وبیش کم ها کنیودیوم. دارد قورار

 .بودند شفا  و سلولی تک شک ،

بعد از هفوت روز در   PDAدر محیط کشت نتای  

آن بوود کو  بوین تواثیر کلیو        بیانگرشرایط آزمایشگاه 

اسوتفاده در ایجواد درصود     موورد ی گیاهوان  ها اسانس

در  P.digitatumبازدارندگی در قارچ عام  کپک سبز 

داری وجوود داشوت  اسوت.     یاختلا  معنو  01/0سطح 

ها در ایجاد درصود   جدوش آنالیز واریانس ت ثیر اسانس

ممانعت رشدی بیانگر آن است ک  تیمارهوا در سوطح   

(P=0.01 دارای اخووتلا  معنوو ) باشووند   داری موویی

 شوویراز اسووانس گیوواه دارویووی آویشوون (. 1)جوودوش 

Thymus vulgaris    بیشترین ت ثیر ممانعوت رشودی را

بوا افوزایش    و بر روی قارچ پنی سویلیوم ایجواد نموود   

هووا در محوویط کشووت درصوود ایجوواد  غلظووت اسووانس

ی هوا  بوین غلظوت  . یافتها افزایش  ممانعت رشدی آن

 ازدر ایجواد ممانعوت رشودی     شویراز  متفاوت آویشن

داری  یاخوتلا  معنو   05/0لیوم در سطح قارچ پنی سی

و  300دو غلظوت   وجود داشت و اسانس آویشون در 

درصود   9/99و  5/98ترتیوب   ب  بودام قادر  پی پی 400

ام  پوی  پوی  400نماید. در غلظت ایجاد ممانعت رشدی 

داری وجود  بین اسانس آویشن و آلوورا اختلا  معنی

و زیره سبز کمترین درصد بازدارندگی رشد را  نداشت

 300 ،200 ،100 یهوا  نشان داد در حالی ک  در غلظت

از ام بین آویشن و آلوورا در درصد بازدارنودگی   پی پی

 داری وجوود  یاخوتلا  معنو   P. digitatumرشد قارچ 

بو    .بوود آویشن از آلوورا بیشتر اسانس  و تاثیر داشت

اثور متقابو    م رفی آن و دوز نوف اسانس عبارتی بین 

 و بوا توجو  بو  اینکو  ازنظور      داشوت معنی دار وجود 

ی متفاوت روند افزایشوی  ها درصد بازدارندگی غلظت

رگراسویون انجوام    ،برای بررسی دقیق این روند داشتند

 داده شد.

 درصود  و غلظوت  بوین  رابطو   رگرسویونی  بررسی

رونوود افووزایش درصوود  ،گیاهووان اسووانس بازدارنوودگی

بوا افوزایش   داد  نشان P. digitatum  بازدارندگی قارچ

و زیره  ی گیاهان آویشن، آلوورا، سیرها غلظت اسانس

قابو  مشواهده موی باشود و      2و 1 سبز در نمودارهای

اسانس حاص  از س  گیاه آلووورا، سویر و زیوره سوبز     

در حالی ک  روند افزایشوی   داشتندروند افزایش خطی 

بو  عبوارتی   بوود  صورت منحنی  گیاه دارویی آویشن ب 

 300در بررسی تاثیر گیاه دارویوی آویشون توا غلطوت     

ام افزایش درصد بازدارندگی با شویب تنودی بوا     پی پی

و بعود از غلظوت   یافت افزایش غلظت اسانس افزایش 

صوورت  ام شیب افزایش با سرعت کمتری  پی پی 300

گردیوود کوو  در نمووودا رگرسوویون مشووخص  .پووذیرفت

ورا و سیر شیب افزایشی یکسانی داشت  آلو یها اسانس

و با سرعت یکسانی با افزایش غلظت اسوانس درصود   

زیوره  اسوانس   در حالی کو   یافتندبازدارندگی افزایش 

بو  ازای افوزایش    شیب تغییرات بیشتری داشت  است و

هر واحد غلظت اسوانس تغییورات زیوادی در درصود     

 .گردیدبازدارندگی رشد قارچ پنی سیلیوم ایجاد 

طی آزمایشوات صوورت گرفتو  مشوخص گردیود      

اسوانس در ایجواد    مووثرترین شیرازی،  اسانس آویشن

 از پوس باشود و   موی  ممانعت رشدی قارچ پنی سیلیوم

جدوش ) گردید آنالیز GC/MSتوسط دستگاه  گیری آب

ترکیب متفاوت شناسوایی و جداسوازی    17. حدود (2

 5/45 کوارواکروش شد ک  بیشترین درصود مربووط بو     

 آلفووا ترپینئوووشترتیووب و  ازآن بوو  بووود. پووسدرصوود 

بیشووترین  درصوود 3/14 انوودو بورنئوووشو درصوود 9/22

درصد ترکیبات را داشتند. ترکیبات فووق از ترکیبوات   

شده در اسانس گیاه دارویی آویشن با خاصیت  شناخت 

در نمودار کروماتوگرام اسوانس  . باشند ضد قارچی می
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 انودوبورنئوش  آویشن مشخص گردید پیک اوش ترکیب

 9/22) آلفوا ترپنئووش  دوم ترکیوب   پیک (،درصد3/14)

( درصود  5/45) کوارواکروش سوم ترکیب  پیک ،(درصد

در این تحقیق نشان داده شود   (3 )شک  نشان داده شد

مرثرترین ترکیبات برای کنترش بیماری  ک  این ترکیبات

 .باشند کپک سبز مرکبات نیز می

پوست پرتقواش جودا   ایزول  باکتریایی از  23حدود 

کو  دارای   ییها ترین ایزول  ها مهم گردید ک  از بین آن

. بررسی قرار گرفتنود  خاصیت آنتاگونیستی بودند مورد

ی بیوشیمیایی ها آزمونپس از انجام   مربوط یها ایزول 

 مربووط بو  سو     کو   و مشوخص شود    شدندشناسایی 

 Stereptomycesو   Pseudomonas،Bacillusجوونس 
 ,H6) ایزولو   3ایزول  استرپتومایسوس   5از  .باشند می

H16, H10،)  ایزول  4ایزول  باسیلوس  6از (H2, H7, 

H11, H1 ) ایزولو   3ایزول  سودوموناس  6از و (H3, 

H7, H8) .واجد خاصیت آنتاگونیستی بودند 

ی دارای خاصیت آنتاگونیسوتی در  ها بررسی ایزول 

شرایط آزمایشگاه بر روی قارچ پنی سیلیوم نشان دارد 

، ایزولوووو  Streptomycesاز بووووین سوووو  ایزولوووو   

Streptomyces sp. H16 خاصوووویت  بیشووووترین

 آنتاگونیسووتی را داشووت  و نسووبت بوو  دو ایزولوو  دیگوور

متور ایجواد    میلوی  3/22 بانودازه  منطق  ممانعت رشدی

یون ایزولو  جهوت مقایسو  بوا سووایر      نمووده اسوت و ا  

ایزولو  دارای   4مدنظر قرار گرفت و از بوین   ها باکتری

بیشوترین   بوا  H7ایزول   Bacillusخاطیت آنتاگونیستی 

نودازه    ابمنطق  ممانعت رشدی  ،ممانعت رشدیتوان 

 ایزولووو  4متووور ایجووواد نموووود. از بوووین   میلوووی 24

Pseudomonas    موووثرترین ایزولووH3 3/19 نوودازهبا 

متور منطقو  ممانعوت رشودی بوود. مقایسو  بوین         میلی

 .Streptomyces spی سو  بواکتری   ها موثرترین ایزول 

H16  وPseudomonas sp. H3  وBacillus sp. H7 

 P. digitatumقوارچ  در ایجاد ممانعوت رشودی روی   

عام  کپوک سوبز مرکبوات از لحواا آمواری اخوتلا        

( و بیشترین ممانعت 3 ی را نشان داد )جدوشدار یمعن

صوورت گرفوت و    Bacillus sp. H7رشودی توسوط   

 جهت شناسایی تحت آنالیز مولکولی قرار گرفت.

در سوطح   Bacillus sp. H7شناسایی دقیق ایزولو   

دست آموده   ی ب ها سازی توالی  جنس و گون  با ردیف

انجوام شود.    NCBI ی موجود در بانک ژنیها با توالی

بوا   Bacillus sp. H7ایزولو    16SRNA بلاست تووالی 

 بیانگر میوزان  NCBI شده در بانک ژنی  های ثبت توالی

 Bacillusشباهت ایزول  منتخب بوا بواکتری   درصد 96

cereus توسوط   .بودPCR    قطعوDNA    موورد انتظوار

 جفت بواز بورای تووالی ژنتیکوی جدابو       1500طوش  ب 

 .(4)شک   تکییر گردید رمورد نظ

 

 بحث

در این تحقیق مشخص گردید گیاه دارویی آویشن 

درصوود در  99/95قووادر اسووت  ppm400در غلظووت 

درصد روی میوه بازدارندگی  100شرایط آزمایشگاه و 

 .(1 )جودوش  نمایود ایجاد  P. digitatum در رشد قارچ

اسانس گزارشات متعددی مبنی بر خاصیت ضدقارچی 

 نمودنود همچنوین گوزارش   و متفواوت   گیاهان دارویی

بوا افوزایش    گیاهان دارویی افزایش درصد بازدارندگی

 Ibetesam Badawy et) یابد غلظت اسانس افزایش می

al., 2011.) ی پیشین نشوان داده بوود   ها نتای  پهوهش

بوا جضوور ترکیبوات    آویشن  گیاهو اسانس  ع ارهک  

در غلظت یوک در  تواند  میثانوی  تیموش و کارواکروش 

ممانعوت   درصد 100 میزان مرکباتهزار در کپک سبز 

پوس  (. Gholchinno et al., 2018رشدی ایجاد نماید )

توووان گفووت غلظووت نقووش مهمووی در خاصوویت   مووی

  دارد. ها بازدازندگی اسانس

گیاه آلوئ  ورا بعد از آویشن بیشترین ت ثیر اسانس 

مرکبووات ناشووی از  را در کوواهش بیموواری کپووک سووبز

Penicillium digitatum   ت داشت  است ولی بو  صوور

ت ثیر میبت آلوئ   باشد. کام  قادر ب  کنترش بیماری نمی
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اسووتفاده بو  صووورت واکوس در کوواهش    زموان ورا در 

و دلی  آن را  گردید بیماری کپک سبز مرکبات گزارش

نقش آلوئ  ورا در ممانعت از دست دادن رطوبت میوه 

بووا توجوو  بوو  ( Marpudi et al., 2011) دنووبیوان نمو 

صوورت   ورا ب  توان گفت کاربرد آلوئ  مقایس  نتای  می

 .واکس تاثیر بیشتری دارد

بررسی ت ثیر اسانس سیر بور روی پوسویدگی بعود    

 Penicilliumبرداشوووت مرکبوووات ناشوووی از قوووارچ

digitatum   نشان داد سیر دارای خاصیت ضد قوارچی

بوده و در کاهش این بیماری نقش دارد و سبب ایجاد 

ایون قوارچ در شورایط آزمایشوگاه و     ممانعت رشودی  

ع اره سویر بور روی    مقایس  اثر گردد. محیط زنده می

 ه اسوت کو   آبوی و سوبز مرکبوات نشوان داد     یها کپک

درصد ممانعت رشدی ایجادشده روی کپک آبی بسیار 

پوس   (Obagwu and Korsten, 2003) اسوت بیشوتر  

توان گفت گون  قارچ در درصد بازدارندگی ع اره  می

قارچی اسوانس گیواه دارویوی    خاصیت ضد دارد.نقش 

 ی متفاوتی گزارش گردیده اسوت ها سیر بر روی قارچ

(Kutawa et al., 2018.) 

زیره کمترین نتای  این تحقیق نشان داد ک  اسانس 

نمودار همچنین  تاثیر را در ایجاد ممانعت رشدی دارد

رگرسیون نشان داد تغییر غلظت نقش بسیار مهموی در  

در  .(2 و 1 )شووک  توواثیر ایوون ع وواره دارد افووزایش 

 1000غلظوووت تحقیقوووات گذشوووت  مشوووخص شووود 

% ممانعت رشدی بور روی  100میکرولیتر در لیتر زیره 

تووت فرنگوی دارد اگوور از     Botrytis cinereaقوارچ  

استفاده شود. از مقایسو  نتوای  موی     paper diskروش 

توان گفت نوف میزبوان قوارچی و روش آزمایشوگاهی    

 .مورد استفاده در تاثیر ضد قارچی ع اره نقش دارد

بیشوترین درصود   در این تحقیق مشوخص گردیود   

ازآن بوو   پووس درصوود و 5/45 کووارواکروشمربوووط بوو  

 3/14 انودوبورنئوش و درصد 9/22 آلفاترپنئوشترتیب و 

، (2 )جودوش  بیشترین درصد ترکیبات را داشتند درصد

وجووود درصوود زیوواد کووارواکوش و تیموووش دراسووانس  

آویشن سبب خاصیت ضد قارچی این اسانس بر علی  

Botrytis cinerea  شوود  می (Bourchra et al, 2003) .

و   P.digitatumبا توج  ب  تاثیر میبت ایون گیواه روی  

توووان گفووت  پووس موی  مشوواب  وجوود ترکیبووات مووثره  

قووارچی اسووانس آویشوون مربوووط بوو    خاصوویت ضوود

 توم  اسانس ب  آویشن اسانسباشد.  مذکور میترکیبات 

 ترکیبوات  درصود  40 از بویش  حواوی  و است مشهور

 اثووور کووو  اسوووت( کوووارواکروش و تیمووووش) فنلوووی

 اسید کافئیک این بر علاوه. دارند قوی کننده ضدعفونی

 کواهش  در مرثری نقش اسانس این در موجود تانن و

 GC یهوا  آنوالیز  مطوابق . دارد ها باکتری و ها قارچ رشد

 خاصویت  در مرثری نقش آویشن در موجود کارواکوش

 (.Karimi et al., 2008) دارد گیوواه ایوون ضوودقارچی

با مطالع  روی  در کشور رومانی تعدادی از دانشمندان

 Thymus vulgaris،Thymusی متفاوت آویشن ها گون 

serpyllum, ، Thymus pulegioides،Thymus 

glabrescens   رواکووروش و و ک سوو  ترکیووب تیموووش

ترپینئوش را ب  عنوان ترکیبوات اصولی تشوکی  دهنوده     

 ,.Varga et al) ی آویشون معرفوی نمودنود   هوا  گونو  

کوو  ترکیووب  مقایسوو  نتووای  بیووانگرآن اسووت  (.2015

 بوا بیشوترین  تورین ترکیوب    عنووان مهوم   کرواکروش بو  

ی آویشون وجوود   ها ون در اکیر گ خاصیت ضدقارچی

آن متفواوت   شده میزان دارد و با توج  ب  منطق  کشت

 باشد. می

 خوود  از تووان  موی  ک  نمود تایید تحقیق این نتای 

 آنتاگونیسوت  هوای  باکتری( پرتقاش پوست میوه) میزبان

 ،Bacillus بووواکتری سووو . کووورد جداسوووازی مووورثر

Pseudomonas و Streptomyces منتخب آنتاگونیست 

 یهوا  ایزولو   بیشوترین . (3 )جودوش  بودنود  تحقیق این

. بودنود  باسیلوس جنس از شده جداسازی آنتاگونیست

 از باسویلوس  ایزول  92 مرکبات سبز کپک کنترش برای

 جنووب  مختلوف  یهوا  باغ از مرکبات یها میوه پوست
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 ایزولو   10 تعوداد  ایون  از کو   گردید جداسازی آفریقا

 کوواهش سووبب و بودنوود آنتاگونیسووتی خاصوویت دارای

 P. digitatum مرکبوات  سبز کپک در چشمگیری رشد
 روی بور  را B.subtilis میبوت  تواثیر  گذشوت   شدند. در

 نمودند گزارش موثر P. digitatum مرکبات سبز کپک

 نتوای   مقایس  از (.Abraham et al., 2010) است شده

 بوواکتری گونوو  دو بوواکتری میبووت توواثیر بوو  توووان مووی

 روی B.cereuse و B.subtilis یهوا  نوام  بو   باسیلوس

 .نمود اشاره مرکبات سبز کپک

 گونو   یها باکتری موثر نقش از متعددی گزارشات

 و B. subtilis, B. cereus یها گون  خ وصا باسیلوس

B. amyloliquefaciens صووورت بوو  کوو  دارد وجووود 

 کوارگیری  ب  بیماری و آفات کنترش در آمیزی موفقیت

 باکتریوایی  یهوا  جونس  یهوا  گونو   باکتریاست.  شده

 بیولوژیوک  کنتورش  در زیوادی  بسویار  قدرت باسیلوس

 مودت  توا  را خوود  حیوات  هستند قادر آنها زیرا دارند

 بوا  (.Nagorska et al., 2007) نماینود  حفو   طوو نی 

 بوواکتری از توووان مووی تحقیووق ایوون نتووای  بووا مقایسوو 

 شویمیایی  کنتورش  مناسب جایگزین عنوان ب  باسیلوس

 .برد نام
 

 گیری کلی نتیجه

از میان چهار اسانس گیاهان دارویی، اسانس گیواه   

ایزول  باکتری جداسوازی   23در بین دارویی آویشن و 

بیشووترین  Bacillus cereuse (H7) از پرتقوواش شووده

ممانعت رشدی روی قارچ پنی سیلیوم ایجواد نمودنود   

و بواکتری   شویراز  در مقایس  ت ثیر بین ع اره آویشون 

باسیلوس، اسانس آویشن از تو ثیر بیشوتری برخووردار    

از ماهیوت  آویشون عولاوه بور اینکو      گیاه بود. اسانس 

و فاقود هرگونو  تو ثیرات سوو      برخوردار بوده طبیعی 

زیسوت   محیطی بر روی سلامتی انسان و محویط  زیست

نظور   تهی  آن نسبت بو  سوموم شویمیایی از    باشد و می

صورف  بووده و قوادر اسوت      بو    اقت ادی بسیار مقورون 

داری کپک سبز مرکبات ناشی از قوارچ   صورت معنی ب 

Penicilluim digitatum     را کواهش داده و مانودگاری

میوه را در شورایط انبوارداری افوزایش دهود. بنوابراین      

عنووان جوایگزین     بو   هااز آنبا مطالعات بیشتر  توان  می

در کنترش بیماری بعد برداشوت   مناسب سموم شیمیایی

  پرتقاش استفاده نمود.

 

 زیوره  شویرازی،  آویشون  دارویی گیاه تاثیر چهار: 1 جدول

 ،300 ،200 ،100) غلظووت چهووار در آلوووورا سبز،سوویر،

400ppm)   بوور روی درصوود ممانعووت رشوودی قووارچ پنووی

 .سیلیوم

 اسانس
غلظت

(ppm) 

میانگین درصد 

 بازدارندگی
 ها گروه

3525/67 100 آویشن  G 

55/87 200 آویشن  D 

55/98 300 آویشن  B 

95/99 400 آویشن  A 

4/58 100 آلوورا  I 

1/71 200 آلوورا  F 

425/86 300 آلوورا  E 

825/99 400 آلوورا  A 

175/40 100 سیر  K 

575/59 200 سیر  H 

675/70 300 سیر  F 

15/89 400 سیر  C 

25/0 100 زیره سبز  M 

55/23 200 زیره سبز  L 

375/42 300 زیره سبز  J 

75/59 400 زیره سبز  H 

 
LSD          633436/0  

 
ی جدوش بر اساس چهار تکرار بوده و وجود حرو  ها اده*د

 ست.ا اهتیمارنامشاب  بیانگر اختلا  معناداری بین 
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  اسانس غلظت افزایش با سبز کپک قارچ بازدارندگی درصد افزایش روند بررسی نمودار :1شکل 

 .یابد غلظت درصد بازدارندگی افزایش می افزایش با دارویی گیاهان

 

 
 دارویی گیاهان اسانس بازدارندگی درصد و غلظت بین رابط  رگرسیون نمودار :2 شکل

 نماید. سیلیوم ایجاد می قارچ پنی ازای افزایش هر واحد غلظت اسانس تغییرات زیادی در درصد بازدارندگی رشدب  *
 

 ترین مواد موثره اسانس گیاه دارویی آویشن معرفی مهم :2 جدول

 درصد (RT) بازداری زمان ترکیبات ردیف

1 Solvent 8/6 - 

2 α-Pinene 8/7 9/1 

3 ρ-Cymen 7/8 6/0 

4 Limonene 9/9 6/0 

5 γ-Terpinene 1/10 1/1 

6 Linalool 3/11 2/0 

7 Camphor 8/14 1/0 
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8 endo-Borneol 7/15 3/14 

9 4-Terpineol 2/16 7/0 

10 α-Terpineol 8/16 9/22 

11 Carvacrol methyl ether 1/19 1/3 

12 Thymol 0/21 9/0 

13 Carvacrol 6/21 5/45 

14 Geranyl acetate 8/24 3/0 

15 Caryophyllene 6/26 2/3 

16 Unknown 8/30 8/0 

17 Caryophyllene oxide 2/33 9/2 

18 Germacrene-D 3/35 8/1 

19 Unknown 0/38 1/0 

 2/99   مجموف

 
 α-Terpineol (9/22 ،)(: 2%(، پیک )3/14)endo-Borneol : (1) پیک، نمودار کروماتوگرام اسانس آویشن :3شکل

 %Carvacrol(5/45) (: 3) پیک
 

 سیلیوم پنی قارچ رشدی ممانعت روی برجداسازی شده از پرتقاش  آنتاگونیست باکتریس   تاثیر بررسی: 3 جدول

 گروه متر( ل  ممانعت رشدی )میلیها  میانگین باکتری

Pseudomonas 67/19 c 

Streptomyces 33/22 b 

Bacillus 00/24 a 
 ست.ا امعناداری بین تیمارهی جدوش بر اساس چهار تکرار بوده و وجود حرو  نامشاب  بیانگر اختلا  ها دهدا*
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 باند جفت 1500 ایزول  ،%8/0 آگارز ژش روی باز جفت 1500 ندازهب  ا PCR تکییر از حاص  DNA 1500قطع  الگوی: 4 شکل

 داد. تشکی  باز
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Abstract 

Citrus green mold, Penicillium digitatum is one of the most important postharvest diseases. 

Continuous application of chemical pesticides has serious long term effects on human health 

and environmental pollution that may result in emergence of resistance in pathogenic strains. In 

this study, antifungal activity of different concentrations (100, 200, 300, 400ppm) of four 

medicine plants essences including Thymus vulgaris, Cuminum cyminum, Allium sativum and 

Aloe vera collected from Ghorogh area of Golestan provience was evaluated. Essences were 

prepared by the steam distillation water using Clevenger apparatus. The main constituents' 

essences having the most antagonistic activity were analyzed by GC / MS. Antagonistic activity 

of bacteria isolated from orange epithelium including Bacillus, Pseudomonas sp., and 

Streptomyces sp. against Penicillium digitatum was also investigated in a completely 

randomized factorial model. The maximum percent inhibition (99.95%) was observed by the 

thyme plant essence at 400 ppm concentration. Regression analysis of the effects of essences 

showed that by increasing the essences concentration, its inhibitory effect on fungi increased. 

Based on the results, thyme essence with having the important constituents of essences 

(carvacrol - 45.5%), (alpha-terpineol - 22.9%) and (endo - borneol 14.3%) had the highest 

inhibitory effect (22.3 mmol) against penicillium. Among 23 bacterial isolates, one of them, H7, 

had the highest inhibitory effect on penicillium. Using PCR amplification and DNA sequencing 

of 16S rRNA gene, it was identified as Bacillus cereus. Thus, thyme essence and Bacillus 

cereus (H7) are an appropriate substitutions to chemical control of orange postharvest diseases 

caused by Penicillium digitatum.  
 

Keywords: Citrus green mold, Penicillium digitatum, Bacterial antagonists, Thymus vulgaris, 
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