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 Penicillium expansumسيبو كنترل بيولوژيك بيماري كپك آبي ميوه هاي دفاعيالقاي پاسخ

 Rhodotorula mucilaginosa (A1)ي مخمر وسيله به

1، فاطمه ناصري نسب2رضا اعتباريان، حسن1* جلال غلام نژاد

2/12/92: تاريخ پذيرش8/10/92:تاريخ دريافت

 چكيده

 بـــراي كنتـــرل كپـــك آبـــي ســـيب Rhodotorula mucilaginosaاز مخمـــر A1يجدايـــهدر ايـــن تحقيـــق،

Penicillium expansum شد و مواد فرار در آزمايشـگاه بـراي تست تقابل، متابوليت آزمون.به كار گرفته هاي خارج سلولي

كشـت آزموندر. را كاهش داد P. expansumرشد قارچ از مخمر جدايه اين.شدكار بردهبهارزيابي قدرت بيوكنترلي مخمر 

و در تست متابوليتدرصد57/90فرار گاز در مورد،درصد97/60ميزان كاهش رشد،تقابل درصد36/83هاي خارج سلولي،

با24و ميكروليتر سوسپانسيون مخمر آنتاگونيست40با روي سيب ايجاد شده چاهك،هاي انباري در آزمايش. بود ساعت بعد

شدميكروليتر سوسپانسيون قارچ عامل بيماري مايه20 درهاي مايهسيب. زني قرار گراد در انباري سانتيدرجه5و20زني شده

لكه. گرفتند . داري نشان دادندهاي تيمار شده با مخمر در هر دو دما در مقايسه با شاهد، كاهش معنيها در روي سيبمساحت

و همچنين تركيبات فنلي در بافـت ميـوه و كاتالاز سـيبي در قسمت دوم آزمايش، توانايي مخمر در القاء دو آنزيم پراكسيداز

و دهمهاميزان فعاليت آنزيم. بررسي شد و ميزان تركيبات فنلي كل در روزهاي دوم، چهارم، ششم، هشتم ي پراكسيداز ،كاتالاز

شدزني عامل بيماري اندازهبعد از مايه و كاتـالاز را افـزايش داد كـهي مخمري، فعاليت آنزيماين جدايه. گيري هاي پراكسيداز

حداين افزايش در روز ششم بعد از مايه به در بيش. اكثر ميزان خود رسيدزني عامل بيماري، ترين ميزان كل تركيبات فنلـي نيـز

آب مقطـر بـهي مخمر در روز ششم بعد از مايهي تيمار شده با جدايههاي آلوده سيب كه نسبت بـه شـاهد طـور زني ديده شد

.داري افزايش يافته بودمعني

كنتـرل بيولوژيـك،، پراكسـيداز، كاتـالاز، Rhodotorula mucilaginosa A1،Penicillium expansum:هاي كليديواژه

.تركيبات فنلي

.، ايرانتهران، دانشگاه تهران پرديس ابوريحان،گروه گياهپزشكي، كارشناس ارشد-1
.، ايرانتهران، پرديس ابوريحان، دانشگاه تهراناستاد گروه گياهپزشكي،-2
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 مقدمه

يكي از مهم و ايران استسيب در شـمال،توليد ايـن محصـولييكي از مناطق عمده. ترين محصولات كشاورزي در دنيا

به استفاده از سيب در تمام سال. غرب ايران واقع شده است به انبار،نظر بعد.داري امري اجتناب ناپذير استنياز اين محصول

ميخسارت در سطح بالايي،و سبزيجات از برداشت ميوه و تكنولوژي مورد استفاده در بستهبه كه بسته شودبه آن وارد بنـدي

و رطوبت شرايط به،گونه خساراتاين. متفاوت است،انبارداري مانند دما بهيهوسيل اساساً مي عوامل قارچي و اين آيدوجود

ب و فـرآوري زخميهوسيلهعوامل و نقل كه در طول انبارداري، حمل  كننـد محصـولات را آلـوده مـي،شـوند ايجـاد مـي هايي

)Arras and Arru, 1999.(

به سيب خسـارت مـي ترين قارچمهم كه در انبار  عامـل كپـك آبـي سـيب،،Penicillium expansum Linkزننـد هايي

Botrytis cinerea Pers: Fr.،و قارچ  Wisniewski)هستند .Alternaria spديگري نظيريها عامل كپك خاكستري سيب

and Wilson, 1992).

مخـاطره افتـادن دليـل بـه اسـت، امـا بـههاكشاستفاده از قارچ،هاي بعد از برداشتها براي كنترل بيماريثرترين راهمؤاز

و  به مقاومت قارچسلامت انسان از يك طرف به روشاز طرف ديگر سمومها هاي جايگزين بـراي كنتـرل، ضرورت دستيابي

.شيميايي الزامي است

به افزايش نگرانياخير، هاي دههدر ،)هـا كـش رويـه قـارچ از مصـرف بـي ناشي( مخاطره افتادن سلامت انسان ها در مورد

به فكر اسـتفاده يهـا سـميكروارگانيماز اسـتفاده بـاكي ـولوژيب كنتـرل. انداختـه اسـت جـايگزين هـاي روشاز دانشمندان را

ازكي عنوانبه،ستيآنتاگون در ميـانو) Wisniewski and Wilson, 1992(ه شـد شنهاديپ اميدبخشنيگزيجا هاي روشي

شدروش بخشـي از عنـوان بـهو يـا تنهـايي ايـن روش بـه.ه استهاي مختلف پيشنهادي، از موفقيت نسبي بيشتري برخوردار

مي،هاي بعد از برداشتهاي كنترل بيماري روش و استفاده قرار ,Gullino et al(گيرد مورد بررسي 1995.(

به1386كه در سال Rhodotorula mucilaginosaاز مخمر A1ي جدايه،در اين بررسي ي وسيله از روي سطح سيب سالم

يـك).2008فـرد، علـوي(شناسي گياهي پرديس ابوريحان دريافـت شـد يشگاه بيماريعلوي فرد جداسازي شده بود، از آزما

و بــر اســاس خصوصــياتهــم از ســطح ســيب Penicillium expansumجدايـه از قــارچ  هـاي آلــوده جداســازي گرديـد

.مورفولوژيكي شناسايي گرديد

در شـرايط)P. expansum( در كنترل قارچ عامل بيمـاري كپـك آبـي سـيب A1 R. mucilaginosaي مخمريهجداي

و در شرايط انبار روي ميوه گريآزمايشگاه هاي در قسمت دوم اين تحقيق، بررسي تغييرات آنزيم.فتسيب مورد بررسي قرار

و ميـزان تركيبـات فنلـي كـل ميـوه در اثـر مايـه   از مخمـر A1ي جدايـهو P. expansum زنـي قـارچ پراكسـيداز، كاتـالاز

R. mucilaginosa  مورد بررسي قرار گرفت.

و روش هامواد

 عامل بيماري

و خـالص سـازيي سيب از سردخانههاي آلودهاز ميوه Penicillium expansumقارچ عامل بيماري ي مهرشهر كـرج جـدا

هري سانتيدماي چهار درجهدر  PDA (Potato Dextrose Agar)ي قارچي روي محيطاين جدايه.گرديد و گراد نگهداري

و بيماريسه هفته يك  به سيب مايهبار جهت حفظ خصوصيات فيزيولوژيكي شدزايي، و از آن جدا .زني شده
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 آنتاگونيست

شداز آزمايشگاه بيماري Rhodotorula mucilaginosaاز A1ي جدايه اين مخمر. شناسي گياهي پرديس ابوريحان دريافت

و توسـط مركـز توسط علوي فـرد از سـطح سـيب1386در سال  "Identification Service CBS"هـاي سـالم جداسـازي

)P.O.Box 85167, 3508 AD UTRECHT, The Netherland (شد شناساييدر هلند)2008فرد، علوي.(

ي سوسپانسيون قارچ عامل بيماريتهيه

شد PDAروزه بر روي محيط7-10سوسپانسيون قارچ عامل بيماري از كشت از. تهيه كه با يك لوپ مقـداري به اين ترتيب

و سپس در آب مقطر استريل حاوي ميلي10اسپور قارچ عامل بيماري برداشته شده (05/0ليتر 20تـوئين) حجـم بـه حجـم%

آب مقطـر اسـتر.غوطه ور گرديد و افزودن 1×105(يل غلظـت مـورد نيـاز از سوسپانسيون حاصل با استفاده از لام هماسيتومتر

).Batta, 2004(دست آمدبه) ليتركنيدي در هر ميلي

ي سوسپانسيون آنتاگونيستتهيه

و در دمـاي) NYDA )Nutrient Yeast Dextrose Agarليتر از محـيط ميلي50ميلي ليتري،250در هر ارلن ماير ريختـه

و فشاري سانتيدرجه121 شد5/1گراد پس از سرد شدن محيط، به هر ارلن ماير يـك لـوپ از سـلول هـاي. اتمسفر اتوكلاو

به200سپس ارلن مايرها روي شيكر با سرعت. مخمر افزوده شد و سـاعت، در دمـاي اتـاق قـرار48مدت حركت در دقيقه

در10هاي مخمر پس از سلول. گرفتند آب مقطر استريل شستشوg3000دقيقه سانتريفيوژ و دو بار با از محيط مايع جدا شده

,El-Ghaouth et alداده شدند  هـاي پس از آن با استفاده از لام هماسيتومتر سوسپانسيون آنتاگونيسـت در غلظـت.)(1998

.تهيه گرديد) ليترسلول در ميلي105،106،107،108(مورد نظر 

 سيبي ميوه

كه از باغات دماوند تهيه شده بودهاي مورد استفاسيب پـس از شستشـوي. ده در اين بررسي، سيب زرد رقم گلدن دليشز بوده

راهاسيب %95 ثانيـه در اتـانول30مدتبه سپسو قرار داده%1/0م در محلول هيپوكلريت سدي دقيقهيك مدتبه با آب، آنها

و شسته آب مقطرشده سه بار با بـابه فواصل مسـاوي چاهكسه سپس بر روي هر سيب،. شدندآب كشيده سترون سرانجام

به قطر  شدmm3به عمقوmm5/2 ميخ استريل و(زده ).2005همكاران، اعتباريان

 در شرايط آزمايشگاه P. expansumروي قارچ R. mucilaginosa هايجدايهاثر

 (Dual culture) آزمون كشت متقابل

و وبستر روش اساس بر آزمون اين شد)Dennis and Webster, 1971( دنيس به وسيله ابتدا.انجام ي هر تشتك پتري

ازپس. شد ريخته PDA كشت محيط از ليترميلي15به ميزان هر تشتك، درون سپس،ماژيك به دو قسمت مساوي تقسيم شد

دو( بيمارگر از كشت جوان قارچ پلاكيآنيمتري از لبهتشتك پتري در فاصله يك سانتياز نيمه يك در جامد شدن محيط،

شد) WAبر روي روزه به مدت NYDBهاي مخمر در محيط جدايه. قرار داده و با24كشت داده شده ساعت روي شيكر

نيمي سترون، لوپ كمكبهساعت بعد از گذاشتن پلاك قارچ عامل بيماري،48سپس.در دقيقه قرار گرفت حركت250

به.گرديد آغشته مخمر سوسپانسيونبه كشت محيط سطحاز ديگر آب مقطر براي تيمار شاهد، جاي سوسپانسيون مخمر، از

سپس. گراد در انكوباتور قرار داده شدندسانتييدرجه25روز در دماي18به مدت پتريهاي تشتك.استريل استفاده گرديد

آنهاي قارچ اندازهقطر كلوني جدايه و مساحت شد گيري شده به خط وسط تشتك زماني. محاسبه كه در تيمار شاهد قارچ

دردروشدو سپس مساحت كلوني قارچي محاسبه گيرياندازه قارچيجدايه شعاعي رشد ميزان رسيد،  كاهشصدنهايت

.)2005اعتباريان،( شد محاسبه زير فرمول از استفاده با قارچ مسيليوم رشد
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n = (a – b)/a×100 
n=درصد بازدارنگي از رشد عامل بيماري 

a=مساحت كلوني عامل بيماري در پتري شاهد 

b=مساحت كلوني عامل بيماري در پتري تيمار.

 هاي آنتاگونيستآزمون توليد مواد فرار ضد قارچي توسط جدايه

شد ليلبرواين آزمون مطابق روش از NYDBهاي مخمـر در محـيط دو لوپ از سوسپانسيون سلول.)(Lillbro, 2005انجام

شد) MEA )Malt Extract Agarساعته بر روي محيط24كشت سپس در تشتك پتري ديگر حـاوي محـيط. كاملاً پخش

PDA شدبه قطر يك سانتي) محيط كشت شش روزه(، پلاكي از قارچ سپس در كنـار. متر در وسط اين محيط كشت قرار داده

و در شرايط سترون، تشتك و تشتكهشعله هاي حاوي مخمر در قسـمت بـالا، روي هـم اي حاوي قارچ عامل بيمارگر در زير

و لبه و بعد از قرار داده شد به كمك پارافيلم كاملاً پوشانيده و سـپس هـاي قـارچ انـدازه روز، قطـر كلـوني25هاي آنها گيـري

و طبق فرمول ذكر شده در بالا، درصد كاهش رشد مي بهمساحت آن محاسبه گرديد .دست آمدسيليومي قارچ

 هاي آنتاگونيستبيوتيك توسط جدايهآزمون توليد آنتي

و همكاران انجام شد ,Vero et al(اين آزمون مطابق روش ورو ابتدا سوسپانسيون مخمر آنتاگونيسـت كـه در محـيط).2001

NYDB به روش گفته شده تهيه شده بود، در روي محيطPDA به مـدت سپس پتري.شد صورت يكنواخت كشت دادهبه ها

هـاي مخمـر بـا بعد از اين مدت، در شرايط استريل زير هـود، كلـوني. قرار گرفتندC1±25°ساعت در انكوباتور با دماي96

و بر روي سپس پتري. كمك پنبه استريل از سطح محيط پاك شدند به كلروفرم در درون پتري و يك پنبه آغشته ها وارونه شده

د و كاملاً كشـته شـود ماندهاده شد تا باقيدرب آن قرار 25بعـد از مـدت. هاي مخمر نيز در معرض بخار كلروفرم قرار گيرند

به صورت نيمه باز كرده تا بخار كلروفرم كاملاً خارج شوددقيقه درب پتري ي قـارچ ساعته48سپس يك پلاك ازكشت. ها را

شد عامل بيماري در وسط پتري پلا. ها قرار داده بهاين برداشـته WAمنظور جلوگيري از پخش شدن اسپور از روي محـيطك

به. شد و همانند ساير تيمارها از كلروفرم هـم اسـتفاده جاي جدايهدر پتري شاهد نيز آب مقطر استريل استفاده شد ي مخمر از

از. گرديد و طبق فرمول موجـود در بنـد روز، قطر كلوني قارچ اندازه18بعد درصـد كـاهش رشـد محاسـبه1-6-2گيري شد

به اين آزمون.گرديد با در قالب يك طرح كاملاًصورت جداگانه ها هركدام و شد4تصادفي .ندتكرار انجام

 گرادي سانتيدرجه5و20هاي مخمر در شرايط دمايي بررسي اثر آنتاگونيستي جدايه

و سپس هماندر ابتدا سيب آب شسته شده كه در ها كاملاً با و سـپس5-2بند طور توضيح داده شده است؛ ابتدا ضـد عفـوني

كه قبلا ذكر گرديد(ميكروليتر از سوسپانسيون مخمر40پس از اين مرحله،. سوراخ شدند 1×107با غلظت) تهيه شده با روشي

شدCFU107×1/ ليترميليسلول قارچي در هر به هر چاهك از سيب تلقيح بـاريك ها هر كدام داخل يك ظرفسپس سيب.،

و در نهايت با خود ظرف داخل يك كيسه پلاستيكي گذاشته شدند از. مصرف گذاشته شده و جلـوگيري جهت حفظ رطوبـت

آب استريل در درون كيسهخشك شدن سيب و رطوبت نسبي درون كيسهها با 95 حـدود( هـا در سـطح بـالايي ها اسپري شد

شد) درصد .نگه داشته

به بند(ميكروليتر از سوسپانسيون اسپور قارچي20ساعت،24پس از هاي تيمـار شـدهبه داخل چاهك)3-2تهيه شده با توجه

و بـا دمـاي مشـخص سپس سيب. با سوسپانسيون مخمري، تلقيح شد به انبارهاي موردنظر و حفظ رطوبت لازم ها با پلاستيك
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آب مقطر استريلهاي مايهزخم. شدندانتقال داده و همكاران،( تيمار شدند كوبي نشده، با هـا در دمـاي سـيب).2005اعتباريان

.گراد نگهداري شدندي سانتيدرجه5و1±20

به مدت سيب و هر گرادي سانتيدرجه20روز در دماي15ها لكه8نگهداري شدند گيـري هاي مخمر انـدازه روز يكبار قطر

به مدت نيز سيبC5°در تيمار دماي.شدمي هرر32ها و لكه10وز نگهداري شدند ميها اندازهروز يكبار قطر .شد گيري

و آنزيم فعاليتگيري اندازه و كاتالاز و در سيبيفنلميزان تركيبات هاي پراكسيداز هاي تيمار شده با قارچ عامل بيماري

 گرادي سانتيدرجه20مخمر آنتاگونيست در دماي 

و تغييرات فنل كل، ميوهمنظور بررسي تغييرات آنزيمبه شدسالم هاي سيب پراكسيداز، كاتالاز -هاي سيب همـان ميوه. تهيه

كه در بند و مايهتمام مراحل ديگر اين آزمايش از قبيل مايه. توضيح داده شد، ضدعفوني شدند5-3طور زني قارچ، زني مخمر

و  به انبار انجام شد به آزمايشگاه مخمرييهجدايهمان همانند آزمايشات مربوط ، اسـتفاده شـده بـودكه در آزمايشات مربوط

شدبه .كار گرفته

آب مقطر استريلهاي مايهسيب(ها، تيمارها شامل شاهد سالمدر اين آزمايش هـايي كـه تنهـا بـا مخمـر، سيب)زني شده با

كه فقط اينوكلوم قارچ عامل بيماري زني شده بود، سيبآنتاگونسيت مايه و سـيب هاي آلوده هـاي كـه بـا را دريافت كرده بـود

و آنتاگونيست مايه شد4براي هر تيمار. زني شده بودندقارچ عامل بيماري صـورت طـرح هـا بـه آزمايش. تكرار در نظر گرفته

و فاكتور4شاملAكه فاكتور5×4فاكتوريل  از10و2،4،6،8(زمـان نمونـه بـرداري5شامل B تيمار ذكر شده  روز بعـد

شد) زني با قارچ عامل بيماريمايه كه در قالب طرح كاملاً تصادفي انجام و ميزان تغييرات آنزيم. بود هـاي پراكسـيداز، كاتـالاز

شد10و2،4،6،8نيز تغييرات فنل كل در روزهاي  .بررسي

و سنجش پروتئين استاندارد  ارزيابي ميزان كل پروتئين قابل حل

مبه و كاتـالاز از يزان پروتئين موجود در عصارهمنظور ارزيابي ي مورد آزمايش جهت تعيين ميزان فعاليت آنزيم پراكسـيداز

).Bradford, 1967( روش برادفورد استفاده شد

ي آنزيمي پراكسيدازي عصارهتهيه

و همكارانبراي بررسي فعاليت آنزيم پراكسيداز از روش ,Gong et al( استفاده شد گنگ در).2001 ابتـدا هـاون چينـي

سه ميلي ليتـر از بـافر فسـفات سـديم. ظرف يخ قرار داده شد و با 05/0سپس يك گرم از بافت ميوه را داخل هاون قرار داده

شد7برابرpHمولار با به. كاملاً مخلوط ميلي ليتر از مخلوط حاصل بلافاصله بـه5/1دست آمدن يك مخلوط هموژن، پس از

و در دستگاه ميكروسانتريفيوژ در ميلي2 داخل ويال هاي -ي سـانتي درجه4دقيقه در دماي16به مدتg14000ليتري منتقل

و محلول بالايي حاصل براي اندازه گـراد نگهـداريي سـانتي درجـه-20گيري فعاليت آنزيم در فريزر در گراد سانتريفيوژ شد

.شد

 ارزيابي ميزان فعاليت آنزيم پراكسيداز

و همكاراني ارزيابي ميزان فعاليت پراكسيداز، بر اساس روش ارائه شده در مقاله وتـر اقتباس شده از روش)2001( گنگ

ــا اســتفاده از دســتگاه اســپكتروفتومتر. انجــام شــدو همكــاران ــابي فعاليــت پركســيداز ب -Milton Roy Companyارزي

Unterfoehring-germany شد  MESليتـر بـافر ميلـي5/13ي تهيـه شـده، ليتـر از عصـاره يك ميلـيبه:به شرح زير انجام

)Merck, Darmstadt, Germany (باpHو قبل از اندازه، يك ميلي5/5برابر گيـري تغييـرات ليتر فنيلن دي آمين اضافه شد

دسـتگاه، مخلـوط واكـنش براي صفر كردن.به مخلوط واكنش اضافه گرديد)H2O2( ميكروليتر پراكسيد هيدروژن24جذب، 

به قبل از افزودن پراكسيد و سپس مقدار جـذب پـس از افـزودن هيدروژن و دستگاه با آن صفر شد عنوان بلانك در نظر گرفته
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و اختلاط سريع در به مدت يك دقيقه در دماي اتاق اندازه10با فواصلnm485پراكسيد هيدروژن تغييـرات.گيري شـد ثانيه

بهميليجذب در دقيقه در  شدگرم پروتئين .عنوان واحد فعاليت پراكسيداز در نظر گرفته

ي آنزيمي كاتالازي عصارهتهيه

و همكارانبراي بررسي فعاليت آنزيم كاتالاز، از روش شد)2001( گنگ ي سيب در مقدار يك گرم از بافت ميوه. استفاده

باpHمولار با ميلي50كلريد هيدروژن،-ليتر بافر تريسسه ميلي -درصد پلي10و EDTAمولار ميلي2كه حاوي5/8برابر

شدوينيل پيروليدون بود، عصاره به لولهپس از عصاره. گيري و گيري كامل، محلول حاصل هاي مخروطي شكل اپندرف منتقـل

به مدت14000توسط ميكروسانتريفيوژ در  داي سانتيدرجه4دقيقه در دماي16دور و گراد در خل يخچـال سـانتريفيوژ شـد

شدي سانتيدرجه-20هاي بعدي در فريزرمحلول بالايي حاصل براي انجام آزمايش مقدار پـروتيين تـام طبـق. گراد نگهداري

.روش برادفورد تعيين شد

 ارزيابي ميزان فعاليت آنزيم كاتالاز

و همكار از)2001(انفعاليت آنزيم كاتالاز بر اساس روش ارائه شده توسط گنگ لاگاقتباس شده و برام به شرح زير دو

Du( ارزيابي شد and Bramlage, 1995 .(25/0مـولار ميلي50اسيدكلريدريك-ليتر بافر تريسميلي2ليتر عصاره با ميلي

يك.مولار پراكسيد هيدروژن بود، مخلوط گرديدميلي5كه حاوي8/6برابرpHبا  و يـك بار در فعاليت آنزيم بـار زمان صـفر

شد ميلي ليتر تيتانيوم25/0پس از گذشت ده دقيقه با افزودن  آب بـا اسـتفاده از جذب محلول. تتراكلريد متوقف ها نسـبت بـه

4گرم پـروتئين در مولار پراكسيد هيدروژن در دقيقه در ميليفعاليت كاتالاز بر اساس ميلي. دستگاه اسپكتروفوتومتر خوانده شد

شدازهتكرار اند .گيري

H2O2رسم منحني استاندارد

و جذب آنها درH2O2مولار از ميلي5/2تا25/0هايبه اين منظور، غلظت و415در بافر تهيه شد نـانومتر محاسـبه شـد

.رسم گرديدH2O2منحني 

 ارزيابي ميزان فنل كل

 هاي فنل استانداردي غلظتي محلول پايهتهيه

آب مقطـر در پنج ميلي) Fluka, Germany( اسيدكافئيكگرم از ميلي10 و حجم نهايي محلول با ليتر متانول خالص حل شده

شدميلي50به  هاي آزمايش ريخته ليتر از اين محلول جداگانه در لولهميلي5/0،1،2،3،4،5،6،8سپس مقادير. ليتر رسانده

به  آب مقطر شدميلي10و حجم هر لوله با افزودن هر. ليتر رسانده هـا ليتر از محلول در هر يك از لولهميلي5/0به اين ترتيب

و همكاران،( ميكروگرم اسيد كافئيك را داراست5،10،20،30،40،50،60،80ترتيببه ).2005 اعتباريان

و معادله رگرسيونتهيه ي منحني استاندارد

مليتر از غلظتميلي5/0مقدار و سپسي اسيد كافئيك را در هفت ميليختلف قبلا تهيه شدههاي آب مقطر ريخته 5/0ليتر

شدميلي به آن اضافه آنسه دقيقه بعد از افزودن معرف فولين، يك ميلي. ليتر معرف فولين ليتر محلول كربنات سديم اشـباع بـه

به  آب مقطر و حجم نهايي محلول با افزودن در.شد ليتر رساندهميلي10اضافه پس از گذشت يك ساعت، ميزان جـذب نـور

nm725=λmax شداندازه به. گيري . هاي مختلف اسـيد كافئيـك انجـام شـد طور جداگانه براي هر كدام از غلظتاين مراحل

آب مقطـر اضـافه شـده بـود؛ و بـه همـان ميـزان كه فاقد اسيدكافئيك بود براي صفر كردن دستگاه اسپكتروفتومتر، از محلولي

به دست آمده در آزمايشمنظور تعيين فنل كل، عصارهبه. استفاده شد شدها همانند روش تهيهي تنها.ي منحني استاندارد عمل

كه از  شدليتر فنل استخراج شدهميلي5/0تفاوت در اين بود و همكاران،(ي گياه استفاده ).2005 اعتباريان
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 استخراج فنل گياه

و) چاهك( فنلي، يك گرم بافت سيب در محل زخم تركيبات استخراج جهت درصد بـه80ليتر متانول ميلي10توزين شد

 شـد داده عبور ململيپارچه دو لايه از حاصله مخلوط.شد گيريچيني عصاره هاون درون آن اضافه گرديد، سپس بافت ميوه

سه ململيپارچهبه چسبيده بافتو هاون شده، داخللهي بافتماندهو باقي درصـد80 متـانول ليتـر ميلـي دو مرتبه هر بار با

به عصاره گرديد صافو شستشو شدو . شـد سانتريفيوژ دقيقه5به مدتg1000ي حاصل در درنهايت، عصاره.ي اول اضافه

 درب هـاي لوله در بعدي جهت آزمايشاتو شده جدا بافتي رسوبازكه است فنلي تركيبات حاوي ها،لوله داخل بخش رويي

و همكاران،(شد نگهداري گرادسانتييدرجه-20دماي در ليتريميلي10 دار ).2005 اعتباريان

و بحث  نتايج

.Rآنتاگونيست اثر mucilaginosa در شرايط آزمايشگاه بيمارگرروي قارچ )in vitro(

، باعث كاهش رشد ميسيليوم قارچ)استريلآب مقطر(نتايج آزمون كشت متقابل نشان داد كه اين مخمر نسبت به شاهد

و درنتيجه اثر بازدارندگي بر روي قارچ بيمارگر داشت R. mucilaginosa ،97/60 از مخمر A1ي در اين آزمون ايزوله. شد

شد كاهش رشد قارچ بيمارگر باعث درصد57/90در آزمون توليد مواد فرار. درصد رشد ميسيليوم قارچ بيمارگر را كاهش داد

به شاهد تفاوت معني در اين. دار داشتشاهد تفاوت معنيبابيوتيك نيز در آزمون توليد آنتي. دار از خود نشان دادو نسبت

).1جدول(كنندگي بر روي قارچ عامل بيمارگر داشت درصد كنترل36/83آزمون 

 در شرايط آزمايشگاه R. mucilaginosaاز A1يي ايزولهوسيلهبه P. expansumاثر بازدارندگي از رشد قارچ-1جدول

با ) >05/0p(اند در آزمون دانكن كه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شده اعدادي.تكرار است چهاراعداد جدول ميانگين

.است P.expansumقارچ بيمارگرPو R. mucilaginosa مربوط به مخمر A1ايزوله هاي.دارند دار يكديگر تفاوت معني

به خوبي رشد ميسليومي عامل بيماري را به دو آزمون ديگر( در آزمون كشت متقابل، مخمر آنتاگونيست كنترل نكرد،) نسبت

شدبيوتيك كنترلآنتيكه در آزمون توليد مواد در صورتي مي. كنندگي بسيار خوبي حاصل دهد كه مخمرهاي اين امر نشان

به حركت استفاده شده در اين مطالعه، توانايي توليد مواد آنتي بيوتيك با خاصيت آنتاگونيستي بالا را دارند، ولي اين مواد قادر

ميدر محيط كه توليد و در همان جايي ميهاي حاوي آگار نيستند كنند، دليل كنترل نكردن خوب شوند، در محيط كشت نفوذ

كه بيوتيك عامل بيمارگر درست در همان نقطهدر آزمون كشت متقابل، همين موضوع بود ولي در آزمون كشت توليد آنتي اي

در آزمون. داد كنندگي خوبي را از خود نشانعامل آنتاگونيست يعني مخمر قبلاً كشت شده بود، كشت شد در نتيجه كنترل

به خوبي گازبندي كه روي هم برگردانده شده بودند شده بودند اين) ايزوله( توليد مواد فرار به خاطر اينكه دو تشتك پتري

و كنترل كنندگي خوبي حاصل شد، ولي در مقايسه با كشت متقابل درب تشتك پتري كاملاً ايزوله مواد نتوانستند خارج شوند

ا . گيري مورد ديگري بودندازهنشده بود؛ چون هدف

 كشت متقابل مواد فرار بيوتيكتوليد آنتي تيمار

P+ A1 b83.3690.57 b 60.97 b 
P0a 0a0a+ آب مقطر
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ي نتيجه؛بيوتيك قابل توجه بوده استكنندگي آنتاگونيست در آزمون توليد آنتيهاي آزمايشگاهي، سطح كنترلدر آزمون

به ميزان زيادي يعنيياين آزمون با نتايج آزمون ذكر شده درصد36/83عني آزمون تقابل مطابقت ندارد، چون در اين آزمون

كه اين امر نشاننترلك مي. بيوتيك زياد در محيط كشت استتوليد آنتييهدهندكنندگي مشاهده شد؛ به البته مقداري هم تواند

به.مخمر در محيط كشت باشديهزند علت بقاياي  البته در كشت متقابل هم مخمرهاي آنتاگونيست فعال وجود دارند؛ اما

و عامل آنتاگونيست با فاصله از هم كشت شدهدليل اينكه اين دو يعني عامل بيمارگ به اعمالر اند؛ در نتيجه مخمرها قادر

به صورت كامل نيستند مكانيسم .هاي آنتاگونيستي

.بود57/90 اين ميزان در بالاترين مقدار؛هاي فرار در سطح بالايي قرار داشتمخمر در آزمون متابوليتاين كنندگي كنترل

و غيرهاي اغلب كشت مي مخمري اسيدهاي فرار و غير. (Kreger and van Rij, 1984) كنندفرار توليد فرار تركيبات فرار

,Droby et al( هاي بيوكنترل ممكن است در كنترل عامل بيماري مؤثر باشدشده توسط ميكروارگانيسم توليد 1993(.

 گرادي سانتيدرجه5و20هاي مخمر در شرايط دمايي اثر آنتاگونيستي جدايه

ي پوسـيدگي در مسـاحت لكـه، گـرادي سانتيدرجه20در. اين مخمر توانست كپك آبي سيب را در هر دو دما كنترل كند

 در مقايسـه بـاmm279/810 زنـي بـا عامـل بيمـارگر روز پـس از مايـه هشـت هاي تيمار شـده بـا ايـن آنتاگونيسـت، سيب

mm242/1781و پس از پانزده روز باmm220/1647در شاهد ).2جدول(در شاهد بودmm244/3257در مقايسه

باهاي مايهمساحت پوسيدگي سيب-2جدول  R. mucilaginosaاز مخمر A1 جدايه بعد از تيمار با P. expansum زني شده

 گرادي سانتيدرجه20روز در دماي15و8پس از

از(cm2)مساحت پوسيدگي تيمار از(cm2)مساحت پوسيدگي روز8پس  روز15پس

P. expansum 1781.42 a3257.44 a
P+ A1 b852.07 b1598.9 

و ميانگين4 هر تيمار داراي باهم >p)05/0(اند، در آزمون دانكنهايي كه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شدهتكرار بوده

.R مربوط به مخمر A1ي ايزوله. دار دارنداختلاف معني mucilaginosa وPقارچ بيمارگرP.expansum است.

لكه، گرادي سانتيدرجه5در دماي زنـي روز پس از مايه20هاي تيمار شده با آنتاگونيست،ي پوسيدگي در سيبمساحت

ازmm278/825 در مقايسـه بـاmm269/526 با عامـل بيمـارگر  و پـس در مقايسـه بـاmm296/1907روز32در شـاهد

mm217/31513جدول(در شاهد بود.(

بامساحت پوسيدگي سيب-3جدول  R. mucilaginosaاز مخمر A1 جدايه بعد از تيمار با P. expansum هاي مايه زني شده

 گرادي سانتيدرجه5روز در دماي32و20پس از

روز32پس از(cm2)مساحت پوسيدگيروز20پس از(cm2)مساحت پوسيدگيتيمار

P. expansum825.78a3151.17a
P+ A1 526.69b 1907.96 b 

و ميانگين4 هر تيمار داراي هم >p)05/0(اند؛ در آزمون دانكنهايي كه در هر ستون با حروف مختلف نشان داده شدهتكرار بوده با

.R مربوط به مخمرA1ي ايزوله. دار دارند اختلاف معني mucilaginosa وPقارچ بيمارگرP.expansum است.
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كه وي جدايهاين نتايج آزمايشات انباري نشان داد و جلـوگيري از رشـد آنتاگونيست توانـايي كـاهش شـدت پوسـيدگي

كه كنترل. استقارچ عامل بيماري را داراي توسعه به مراتـب،هاي ايجاد شده روي ميوه ها در سوراخ كپكگزارش شده است

در. هاي سطحي ايجاد شده روي ميـوه اسـت تر از كنترل آنها در بريدگي سخت هرچنـد كـه غلظـت بـالاتري از آنتاگونيسـت

ميخاسور ,Conrath et al( تـر اسـت ولي محيط سوراخ براي رشد پاتوژن در مقايسه با آنتاگونيست مناسـب،شود ها استفاده

2002.(

كه جدايه و R. mucilaginosa (A1)ي نتايج آزمايش نشان داد و جلـوگيري از رشـد توانايي كاهش شـدت پوسـيدگي

ي توانايي تطبيـق ايـن مخمرهـا بـا دامنـه. گراد داراستي سانتيدرجه20و5ي قارچ عامل بيماري را در هر دو دماي توسعه

مي آنشود وسيعي از دما، باعث وا بتوانند در مكانهكه و نيـز در مغـازه هاي مختلفي اعم از سردخانه، در حمـل هـا، دوام نقـل

و قابل استفاده باشند .داشته

 بررسي تغييرات آنزيم پراكسيداز

در از R. mucilaginosa (A1) تيمار شده با آنتاگونيستيههاي آلوددر روز دوم سيب مقايسه نظر ميزان فعاليت آنزيم

و سيببا سيب و همچنين سيبهاي آلوده داري نشـان هاي سالم تيمار شده با آنتاگونيست تنها، افزايش معنـي هاي سالم شاهد

ولـي از نظـر،تيمار شده با آنتاگونيست در روز چهارم با شاهد آلوده در يك سطح آماري قرار گرفتـهيههاي آلودسيب. دادند

و نس و سيب تيمار شده با آنتاگونيست تنها در سـطح بـالاتري قـرار گرفـت، در روز عددي از آن بيشتر بود به شاهد سالم بت

شديههاي آلودششم بيشترين ميزان فعاليت آنزيم همانند روزهاي قبل در سيب و ايـن افـزيش تيمار شده با آنتاگونيست ديده

به تيمارهاي ديگر معني شددر روز هشتم فعاليت آنزيم. دار بودنسب به روز ششم كمتر در روز دهـم نيـز ايـن رونـد. نسبت

.)4جدول(كاهشي مانند روز هشتم ادامه پيدا كرد 

يهزني جداي سيب در اثر مايهيهدر ميو (OD 485/min/mg∆)ميانگين تغييرات ميزان فعاليت آنزيم پراكسيدازيمقايسه-4جدول

و توأماً،هب  A1 R. mucilaginosaمخمرييهو جداي PP.expansumقارچي  oC20در دماي طور جداگانه

 تيمار روز هاي بعد از مايه زني قارچ عامل بيماري

10 8 6 4 2
D 0.368 a D 0.402 a C 0.435 a B 0.408 a C 0.382 a Control 
B 0.563 b B 0.692 b B 0.916 a A 0.756 b BC 0.492 c P 
C 0.435 b C 0.561 b B 0.791 a B 0.578 b AB 0.567 b A1 
A 0.717 b A 0.887 b A 1.12 a A 0.892 b A 0.667 c P+A1 

و ميانگين؛هايي كه در هر ستون از نظر آماري با يكديگر اختلاف دارندميانگين. هر عدد ميانگين چهار تكرار است- هايي كه با حروف مختلف بزرگ

به. اندارائه شده) P≤0.05(ها با آزمون دانكنتفاوت. اندمختلف كوچك مشخص شدهدر رديف با يكديگر اختلاف دارند با حروف  - فعاليت آنزيم

.گرم پروتئين تام نشان داده شده استصورت تغييرات جذب در دقيقه در ميلي

-Control ،و عامل بيماري .A1Rبا مخمر، ميوه هاي سالم تيمار شدهA1، شاهد آلوده،P، ميوه هاي سالم بدون تيمار مخمر mucilaginosa  

.A1Rتيمار شده با مخمريهاي آلودهميوه P+A1و mucilaginosa  باشندمي.

 بررسي تغييرات آنزيم كاتالاز

از نظر ميزان فعاليت آنزيم نسـبت بـه R. mucilaginosa (A1)تيمار شده با آنتاگونيستيهدر روز دوم سيب هاي آلود

و سيبشاهد، سيبهاي سالم سيب داري نشان دادند؛ فعاليت آنزيم هاي سالم تيمار شده با آنتاگونيست افزايش معنيهاي آلوده

و همچنين سيبيهاي سالم تيمار شده با اين جدايهدر روز چهارم در سيب هـاي هاي آلوده در مقايسـه بـا سـيب آنتاگونيست
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رو. داري نشان دادسالم شاهد افزايش معني سدر اين داري بـا سـاير تيمار شده با آنتاگونيست تفـاوت معنـييهاي آلودهبيز

و تفاوت معنـييههاي آلوددر روز ششم سيب. تيمارها دارند داري تيمار شده با آنتاگونيست بيشترين مقدار فعاليت را داشتند

و سيبسيب،هاي آلوده با سيب بيشـترين ميـزانو دهم نيزدر روز هشتم.دداشتنهاي سالم هاي تيمار شده با آنتاگونيست تنها

).5جدول(تيمار شده با آنتاگونيست بوديههاي آلودفعاليت آنزيم در سيب

روي فعاليت آنزيم  A1 R. mucilaginosaو مخمر P.expansumميانگين تأثير قارچ عامل بيماري كپك آبييمقايسه-5جدول

 oC20 در دمايو توأماً،طور جداگانههب سيبيكاتالاز در ميوه

 تيمار روز هاي بعد از مايه زني قارچ عامل بيماري

10 8 6 4 2
C 1.87 a C 1.93 a C 2.1 a C 2.09 a C 1.94 a Control 
B 2.81 b B2.96b B 4.12 a B 3.04 b B 2.91 b P 

AB 3.21 b AB 3.42b B 4.02 a B 3.09 b C 2.12 c A1 

A 3.65 b A 3.98 b A 5.01 a A 4.23 b A 3.66 b P+A1 

و ميانگين،هايي كه در هر ستون از نظر آماري با يكديگر اختلاف دارندميانگين. هر عدد ميانگين چهار تكرار است- هايي كه با حروف مختلف بزرگ

.اندارائه شده) P≤0.05(ها با آزمون دانكنتفاوت. اندبا حروف مختلف كوچك مشخص شده،در رديف با يكديگر اختلاف دارند

به- mM(گرم پروتئين تامدر دقيقه در ميليH2O2مول صورت ميليفعاليت آنزيم H2O2/min/mg Protein (نشان داده شده است.

-Controlو عامل بيماري،، ميوه .A1Rهاي سالم تيمار شده با مخمر، ميوهA1، شاهد آلوده،Pهاي سالم بدون تيمار مخمر mucilaginosa  و

P+A1 تيمار شده با مخمريهاي آلودهميوهA1R. mucilaginosa  باشندمي.

 بررسي ميزان تغييرات فنل كل

دري قارچ عامل بيمـاري علاوهبه، A1  R. mucilaginosaيهاي سيب تيمار شده با جدايهميزان تركيبات فنلي در ميوه

و ششم بهروزهاي دوم، چهارم و ايـن كـاهش در روز دهـم نيـز ادامـه افزايش يافت، ولي تدريج در روز هشتم كاهش يافـت

و هشتم اختلاف معني. داشت باهاي سيب مايهدار بين ميزان تركيبات فنلي ميوهدر روز ششم -به علاوه A1ي جدايه زني شده

و ميوه بهزني شده با قارچ عامل بيماهاي سيب مايهي قارچ عامل بيماري بيشترين ميزان تركيبـات فنلـي. تنهايي وجود داردري

و اين كاهش تا روز دهم هم ادامه پيدا كرد  به بعد كاهش پيدا كرده و ميزان آن از روز ششم ).6جدول(در روز ششم بود

به به القاي مكانيسم دفاعي بهوسيلهاز نتايج آزمايشات مربوط ميي مخمر كه مخمـر آنتاگو نظر عنـوان يـك نيسـت بـه رسد

و سنتز آنزيم ميمحرك مناسب در القا و ميزان فنل كل كه اين تركيبات نقش دفاعي در بافت ميـوه هاي پراكسيداز، كاتالاز باشد

ميعليه قارچ عامل بيماري به فعاليت آنـزيم پراكسـيداز، چنـين اسـتنباط مـي. كنندزا را ايفاء شـود كـه از نتايج آزمايش مربوط

آ و كاتالاز در ميوهفعاليت به شاهد مايـه R. mucilaginosa (A1)ي تيمار شده با مخمرهاي آلودهنزيم پراكسيداز زنـي نسبت

آب مقطر استريل افزايش داشته است در. شده با برداري در تيمارها نسـبت بـه شـاهد روز نخست نمونه5ميزان ميزان فنل كل

آب مقطر استريل افزايش داشته استمايه به عوامل بيماري ارتباط بين افزايش آنزيم. زني شده با و مقاومت بيشتر زا هاي دفاعي

مييتوليد تركيبات. توسط محققين ديگر نيز گزارش شده است اي اطراف محل آلودگي چـوب پنبـهكه شود مثل سوبرين باعث

و توسعه و از نفوذ بهيشده و ارتبـاط بـين افـزايش آنـزيم. شود هاي گياه جلوگيري قسمتيبقيه عامل بيماري هـاي دفـاعي

به عوامل بيماري ها مانند كيتينـاز، ميزان بعضي آنزيمدر آزمايشي. زا توسط محققين ديگر نيز گزارش شده است مقاومت بيشتر

و تركيبات فنل و يافـت در گياه افزايش اثر القا با مخمردر)Ramamoorthy and Samiyappan, 2001(يپراكسيداز، كاتالاز
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ــاه ــزيمباعــث ايجــاد مقاومــت در گي و ايــن آن ــد شــد ــوگيري كردن ــارچ در شــرايط آزمايشــگاه جل ــدين ق ــا از رشــد چن ه

)Pierson et al., و متقابـل دارنـديعوامل بيوكنترل همراه با رشد سريع در محل زخم، با بافت زخمي شـده رابطـه).1971

و تجمع3و1تغييرات بيوشيميايي متفاوتي از قبيل افزايش فعاليت كيتيناز، بتا و تشكيل سدهاي ساختماني گلوكاناز، پراكسيداز

ميها را در زخمفيتوآلكسين ).Lima, 1998( كنندها القا

روي ميزان فنل A1 R. mucilaginosaو مخمرP.expansum P11ميانگين تأثير قارچ عامل بيماري كپك آبييمقايسه-6جدول

 سيبيدر ميوه) گرم در يك گرم بافت ميوهميلي( كل

 تيمار روز هاي بعد از مايه زني قارچ عامل بيماري

10 8 6 4 2
B 0.63 ab B 0.63 ab B 0.707 a B 0.63 ab B 0.56 b Control 
A 0.79 a B 0.71 a B 0.71 a AB 0.74 a AB 0.66 a P 
A 0.68 a A 0.79 a A 0.84 a A 0.809 a A 0.786 a A1 
A 0.79 b A 0.86 b A 0.91a A 0.82 a A 0.821a P+A1 

و ميانگين،هايي كه در هر ستون از نظر آماري با يكديگر اختلاف دارندميانگين. هر عدد ميانگين چهار تكرار است- هايي كه با حروف مختلف بزرگ

.اندارائه شده) P≤0.05(ها با آزمون دانكنتفاوت. اندبا حروف مختلف كوچك مشخص شده،در رديف با يكديگر اختلاف دارند

-Controlو عامل بيماري،، ميوه .A1Rهاي سالم تيمار شده با مخمر، ميوهA1، شاهد آلوده،Pهاي سالم بدون تيمار مخمر mucilaginosa  و

P+A1 ميوه هاي آلوده تيمار شده با مخمرA1R. mucilaginosa  باشندمي.

كه گياه را براي دفاع در برابر عوامل بيماري ميالقاء مقاومت فرآيندي است كه اين فرآيند با فعاليت سيستم زا آماده هـاي كند

.)Bradford, 1967; Schlumbaum, 1986(، پراكسيداز منطبق است PAL بيوشيمايي همانند آنزيم

-هبـ را خـود دفاعي هايزنده مكانيسم غيرو زنده هاياسترس از ناشي آزاد هايراديكال اثرات بردن بين از منظوربه گياهان

 فنـل بـه شـبيه تركيبـاتيو اكسـيداز فنـل پلي ميوتاز، سوپراكسيد ديس كاتالاز، پراكسيداز، جمله از آنزيم چندين گيرند،مي كار

). Elad and  Chet, 1987(اندرسيده اثباتبه يابندمي تجمع گياهاندربه استرس پاسخدركه ثانويه هايمتابوليت عنوانبه

ــو ــالاز در مي ــزيم كات ــزان فعاليــت آن ــه مي ــوط ب ــايش مرب ــايج آزم ــييهاز نت ــين اســتنباط م ــارچ ســيب چن ــه ق  شــود ك

Penicillium expansum مخمـر آنتاگونيسـت هـم در تمـام ايـن. دهـد سيب افزايش مـييفعاليت آنزيم كاتالاز را در ميوه

تيمار شده با آنتاگونيسـتيههاي آلودبرداري سيبدر تمام روزهاي نمونه. برداري فعاليت كاتالاز را افزايش دادروزهاي نمونه

به شاهد آلوده افزايش نشان دادند، يعني فعاليت آنزيم در سيب بيهاي آلودهنسبت يشـتر از شـاهد تيمار شده با آنتاگونيسـت،

هم توانميو آلوده است كه آنتاگونيست در دريهنتيجه گرفت روزها علاوه بر بيمارگر باعـث افـزايش القـاي آنـزيم كاتـالاز

مي ميوه و تيان. گردد ها كه تيمـار ميـوه2003در سال چان  Pichia membranifaciens گـيلاس بـا مخمـريگزارش كردند

.شداكسيدازپرباعث تشديد فعاليت آنزيم

كـه توليـد تركيبـات فـرار، بيـانگر ان اسـت نتايج آزمايشات ما در مورد مكانيسم آنتاگونيستي اين مخمرهاي آنتاگونيسـت

و تا حدي هم توليد آنتيرقابت بهها از جمله مكانيسمبيوتيك، القاي مقاومت  كار گرفته شده توسط مخمرهاي آنتاگونيستهاي

مينتايج اين. باشدمي كه اين بررسي نشان .اسـت عليه بيمـاري كپـك آبـي سـيب مخمري داراي توان بيوكنترليي ايزوله دهد

ا مي مخمرها يك تكنولوژي جديد براي كنترل بيماريزاستفاده و در طولاني هاي پس از برداشت تـوان انتظـار مـدت مـي باشد

كه اين مواد بيولوژيكي سطح كنترل قابل مقايسه باداشت بهكشسطح كنترل قارچ اي را .آورند وجودهاي شيميايي
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و  قدرداني تشكر

كه بودجه انـدي ايـن طـرح را تـأمين نمـوده نگارندگان از حوزه معاونت محترم پژوهشي پرديس ابوريحان دانشگاه تهران

مي از. نمايند تشكر كه نگارندگان را در طول اين تحقيق ياري رساندند و آوش غـلام ضمناً از كليه كساني جملـه آقايـان آرش

و عباس ناصري نسب كمال تشكر را دارد .نژاد، شهرام نجفي
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