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  مواد و روشها

  :جداسازي و خالص سازي قارچها

نمونه هاي آلوده به صورت تصادفي وبراساس علايم بيماري از سردخانه ها وساير مكان هاي      

آزمايشـگاه  جمع آوري و بـه  نگهداري ميوه جات در نقاط مختلف سطح استان خراسان شمالي 

پس از ضد عفوني با هيپوكلريت  تانقاط آلوده ميوه، ريز نمونه هايي تهيه شدند  از. انتقال يافت

دقيقه و سه بار شستشو با آب مقطر استريل، در داخـل تشـتك هـاي     3تا2به مدت % 1سديم 

درجـه   28 -25به انكوباتور با دماي  كشت و 1دكستروزآگار –سيب زميني  حاوي محيط كشت

پس از بررسي نمونه ها و رشد آنها بر اسـاس شـكل پرگنـه قـارچ و     . منتقل گرديدندسلسيوس 

براي   .قارچ ها شناسايي گرديدند موجود استفاده از كليدهايتهيه اسلايدها ي ميكروسكوپي با 

تـك اسـپور   خـالص سـازي از روش   براي . آگار استفاده شد -خالص سازي از محيط كشت آب

جهت تشخيص جنس و گونه هاي قارچ هاي خالص سازي شده از از كليـد  . استفاده شد كردن

ــايي  ــود شناس ــايت موج ــد  www.mycobank.orgدر س ــتفاده ش  ;Backhaus, 1984( اس

Dabinett et al., 1973 ; Haubroken et al., 2007; Simons, 2007 (.  اثبات بيماريزايي براي

 3تـا 2بـه مـدت   % 1ميوه هاي كاملاً سالم انگور با هيپوكلريت سـديم   قارچ هاي مورد آزمايش

سـترون بـا كمـك سـوزن ضـد عفـوني شـده سـه         درمحـيط  . ضدعفوني سطحي شـدند  دقيقه

شيارعرضي موازي در پوست ميوه ها ايجاد وقسمت كوچكي از پرگنـه قـارچ جـدا شـده مـورد      

بـه صـورت    تكـرار 10هريك ازميوه هاي آلوده وشـاهد در . نظربه داخل زخم ها ا نتقال داده شد

در . د قرارگرفتنـد درجـه سـانتيگرا   28 -25انفرادي در داخل كيسه هاي پلاستيكي وانكوبـاتور  

ميوه هاي آلوده شده ازمحل ظهور علايم مجدداً نمونه برداري وخالص سازي قارچ انجام شد كه 

 ,.Lane et al( نتايج بدست آمده بيانگر صحت تشخيص عوامل بيماريزا در قسمت قبـل بودنـد  

2010(.  
  

  :روش تهيه اسانس 

، 2، بادرنجبويــهان دارويــياه ـگيپـس از جمــع آوري و تهيـه گياهــان كــل پيكـره رويشــي         

 ، برازمبل3بادرنجبويه پرپر
سايه و دماي مناسب خشك شـده   در ، مرزن جوش، كاكوتي كوهي4

                                                
1
 - Potato Dextrose Agar 

2
 - Melissa officinalis 

3
 - Deracocephalum kotschyi 

4 - Peroveskia abrotanoides 
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  نتايج و بحث

  جداسازي و شناسايي قارچها

ــه          ــان داد ك ــا نش ــايي قارچه ــل از شناس ــايج حاص ــه   7نت   ،Penicillium citrinumگون

expansum Penicillium، Penicillium solitum ،niger Aspergillus،stolonifer Rhizopus 

،Alternaria alternata  و  Botrytis cinerea   بيشترين فراواني را در ايجاد بيماريهاي پـس از

  .برداشت انگور  در استان خراسان شمالي داشته در اين تحقيق استفاده شدند
  

  :داده ها تحليل تجزيه و

داده ها نشان داد كه بين اسانسهاي گياهـان دارويـي مختلـف و غلظتهـاي      تجزيه واريانس     

  وجود دارد معني داردر سطح احتمال يك درصد اختلاف  مختلف در بازدارندگي از  رشد قارچ 

   . ) 1جدول( 

همچنين مقايسه ميانگين ها نشان داد  كه توانـايي بازدارنـدگي اسـانس گياهـان دارويـي           

  ). 2جدول ( به هم متفاوت بوده است  گنه قارچهاي مورد آزمايش نسبتاز رشد پرمختلف 

كمتـرين   سانتي متـر قطـر پرگنـه     11/6با ميانگين ) شاهد( براين اساس غلظت هاي صفر     

 %63بـا ميـانگين    300ايـن در حـالي اسـت غلظـت    .  بازدارنگي را به خود اختصاص داده است

 وغلظت هاي مورد آزمايش به خود اختصـاص داد   در بين بيشترين تاثير را بازدارندگي از رشد

در بين تمام گياهان دارويـي آزمـايش   . )1عكس ( مي توان بعنوان بهترين غلظت در نظر گرفت

درصد بازدارندگي از رشد بيشترين اثر كنترل كنندگي را داشته  77شده مرزنجوش با ميانگين  

همچنين مرزنجوش در . بود 36/1بطوريكه  ميانگين قطر پرگنه تيمار شده با اسانس اين گياه  

بازدارندگي از رشد پرگنـه   درصد 85ميلي ليتر محيط كشت با  100ميكروليتر در  300غلظت 

بـين  نتـايج نشـان داد كـه    ). 2عكس(قارچ بهترين عملكرد را در بين همه تيمارها داشته است 

پـس از گيـاه مرزنجـوش بـه ترتيـب      اسانسهاي مختلف اخـتلاف معنـي داري وجـود داشـت و     

تـرل  درصـد كن  46و  53، 56بـا  هاي گياهان بادرنجبويه ، بادرنجبويـه پرپـر و برازمبـل     اسانس

از طرف ديگر  اسانس كاكوتي كوهي  .قرار گرفتند كنندگي نسبت به شاهد در رتبه هاي بعدي

درصد كنترل كنندگي كمترين توانايي را در كنترل قارچهاي آزمـايش شـده در    40با ميانگين 

 67/3ميكروليتـري اسـانس بـه     300اين تحقيق داشته و رشد پرگنه قـارچ در حضـور غلظـت    

بين اسانسهايي كه قطر پرگنه متناظر با آنها حـرف   2بر اساس جدول ). 3عكس (رسيده است 

. يكساني را به خود اختصاص داده اند در سطح يك درصد اختلاف معنـي داري مشـاهده نشـد   
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ميلـي ليتـر محـيط     100ميكروليتر اسـانس در   300همچنين نتايج نشان مي دهد كه غلظت 

 200بهترين اثربخشي را داشته اند و غلظت هاي  درصد بازدارندگي از رشد قارچها 63كشت با 

  .درصد به ترتيب در جايگاههاي بعدي قرار گرفتند 43و  47با  100و 
  

  :اثر متقابل قارچ واسانسها بر قطر پرگنه

نتايج تجزيه واريانس اثر متقابل اسانس گياهان دارويي بر رشـد پرگنـه قارچهـاي مختلـف           

داري  بين اثرات تيمارهاي گياهي و همچنين اثرپـذيري قارچهـاي   نشان داد كه اختلاف معني 

و   A.Alternataمرزنجوش بيشترين تـاثير را روي قارچهـاي    .)3جدول ( مختلف وجود داشت 

R.stolonifer    روز در هـر سـه غلظـت آزمايشـي      5داشته و ميانگين قطر پرگنه قارچ پـس از

رين كنتـرل كننـدگي را در بـين همـه گياهـان      به عبارت ديگر مـوثرت . است سانتيمتر بوده9/0

. داشـتند  R.stolonifer و A.Alternataدارويي آزمايشي اسانس مرزنجوش نسبت بـه دو قـارچ   

در . است  R.stoloniferكمترين اثز كنترل كنندگي نيز مربوط به اثر اسانس برازمبل روي قارچ 

قارچ حساس به اكثـر گياهـان دارويـي     يك A.Alternataدهد كه قارچ  مجموع نتايج نشان مي

از طرف ديگر اسانس كاكوتي كوهي كمترين اثر كنترل كنندگي را نسبت به همه قارچها . است

بـر قطـر پرگنـه     يقـارچ گونه هـاي  نتايج مقايسه ميانگين اثرات متقابل اسانس و . داشته است

 روي سانس گياه مرزن جوشبيشترين تاثيربرقطر پرگنه را ابطوريكه . داراي اثرات متفاوتي است

 Aspergillus niger ، Botrytis cinerea  ،Rhizopus stolonifer ،Penicilliumقـارچ هـاي   

solitum ،Penicillium expansum،Penicillium citrinum و Alternaria alternataواسانس  ؛

هـاي   كـه همگـي ايـن قارچهـا درغلظـت     داشته  Botrytis cinerea گياه بادرنجبويه روي قارچ

µl200  دو و كمتـر از دو سـانتيمتر   با ميـانگين قطـر پرگنـه    ميلي ليتر محيط كشت  100در

و  Rhizopus stolonifer اسـانس گيـاه بادرنجبويـه پرپـر روي قـارچ هـاي       و همچنـين داشـته  

Penicillium citrinum  هــاي و اســانس گيــاه بادرنجبويــه روي قــارچ؛ Aspergillus niger  ،

Botrytis cinerea ، Penicillium expansum، Penicillium citrinum وAlternaria 

alternate  همگي درغلظت هايµl300  بيشترين تـاثير را در   ميلي ليتر محيط كشت 100در

  .اند كنترل قارچها داشته

نشان داد كه تركيبات ضد ميكروبي حاصـل   )2002(و همكاران  Deferaهاي  پژوهش

ميلي گرم در ليتر باعث كنترل قـارچ    85 - 300از گياه آويشن و مررزن جوش در غلظت 

Botrytis cinerea هــا و تركيبــات  روي اثربازدارنــدگي اســانس ايــن تحقيقــاتدر . شــد
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روي  مختلف از جمله مرزنجوش، آويشن وديكتاموس وكارواكرول، تيمـول و آلفـاترپينول  

پـي   250مشخص شد كه تمام اين اسانس هـا در غلظـت    1كپك پني سيليوم ديجيتاتوم

هاي اين تحقيـق  اين نتايج با يافته .توليد اسپور را به شدت كاهش داده است )ppm(ام  پي

محققـين   .مبني بر توانايي بازدارندگي اسانس گياه مرزنجوش از قارچ پنيسيليوم همخواني دارد

. شيميايي روغن فرار دو گياه آويشن شيرازي و مرزنجوش را شناسـايي كردنـد  تركيبات  ديگري

درصـد  3/60درصد تركيبات روغن فرار گياه آويشن شيرازي و  33/85كه  است آن بيانگر نتايج

   ). Khanvy et al., 2009( روغن فرار مرزنجوش را ترپنوئيدهاي اكسيژنه تشكيل داده است

نساز اجزاي اصلي  3وكارواكرول 2تيمول      سا اين دو تركيب . هاي خانواده نعناعيان هستند ا

نداز نظر شيميايي بسيار به هم شبيه . و فقط جايگاه گروه هيدروكسيل در آنها متفـاوت اسـت   ا

سثر در ءتيمول وكارواكرول از اجزاي ضد ميكروبي بسيار مو ان س  ,.Davis et al( هـا هسـتند   ا

 Penicillium expansumمـاده كـارواكرول بـر قـارچ      كمترين غلظت بازدارندگي .)1998

ميلي ليتر بوده كه در اين غلظت كارواكرول خاصـيت قـارچ   20ميكروليتر در  6/24برابر 

بعـد از  در تحقيـق حاضـر    . )Nery et al., 2006( كشـي ايستايي داشته است ونه قـارچ 

برازمبـل بـه ترتيـب    هاي بادرنجبويه، بادرنجبويـه پرپـر و   اسانس مرزن جوش اسانس

 Aspergillus niger،Rhizopus stolonifer  ،Botrytisهـاي  بيشـترين تـاثير برقـارچ   

cinerea ،Alternaria alternate ،Penicillium solitum ،Penicillium expansum و 

Penicillium citrinum  را داشته كه اسانس بادرنجبويه توانسته در غلظتlµ300  در

،   Alternaria alternate هـاي باعـث بازدارنـدگي از رشـد قـارچ     محيط كشـت جامـد  

Botrytis cinerea ،Penicillium expansum و Penicillium citrinum  آن بـر   تـاثير  و

به Rhizopus stolonifer و Penicillium solitum، Aspergillus nigerهاي روي قارچ

ي از مهمتـرين قارچهـاي پـس از    يك ـ R.stoloniferاز آنجا كـه قـارچ    .مراتب كمتر است

برداشت است، بر اساس نتايج بدست آمده بجز مرزنجوش سـاير گياهـان دارويـي توفيـق     

) 2011(و همكـاران   Behdadهرچنـد تحقيقـات   . چنداني در كنترل اين قـارچ نداشـتند  

نشان داد كه براي كنترل قارچ فوق عامل بيماري پوسـيدگي نـرم تـوت فرنگـي اسـانس      

پـي پـي ام قـارچ را     500و  300دارويي مرزه و زنيان به ترتيب در غلظت هاي گساهان 

                                                
1
 - Penicillium digitatom 

2
- Tymol 

3 - caroacral 
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اثـر ضـد قـارچي     ديگـري  در آزمايش). Behdad et al., 2011(بطور كامل مهار نمودند 

1اسانس بذرهاي باريجه
قـارچ   هاي كاشـان، ايـلام و سـمنان بـر روي دو    مربوط به شـهر  

نتـايج   . بررسـي شـد   Rhizopus stolonifer و Botrytis cinerea بيمـاري زاي گيـاهي  

در هـر سـه    B. cinerea اي دانكن نشان داد كه ميـانگين رشـد قـارچ    آزمون چند دامنه

كمترين و بيشـترين   نمونه اسانس با افزايش غلظت اسانس كاهش مي يابد، به طوري كه

ميكروليتـر بـر ليتـر اسـانس      و صـفر  1200ميزان رشد اين قارچ به ترتيب در غلظتهاي 

 R. stolonifer اسانس بر روي قـارچ  هاي مختلفدر مقابل، تأثير غلظت. مشاهده گرديد

افزايش غلظت، تقريباً ميزان رشد قـارچ افـزايش    نشان داد كه در هر سه نمونه اسانس با

  . رشد قارچ را داشته استبر غلظت، تأثير تشديد كننده  يافته است و در حقيقت افزايش

تواند تأثير متفاوتي بر روي  دهد كه افزايش غلظت اسانس مي ينتايج اين تحقيق نشان م

و اينگونه نيست كه با افزايش غلظت اثـر بخشـي بيشـتري     داشته باشد هاي گياهي قارچ

در تحقيـق ديگـري در   گروهـي از محققـين   . )Jahansooz et al., 2008(مشـاهده شـود   

گروه اسانس گيـاهي وسـه گـروه    16تاثيرضد قارچي  خصوص اثرات ضد قارچي گياهان دارويي

 ، A.flavus، A.parasiticus  ،A.ochraceusگـروه قـارچي   7تركيبات ضـد قـارچي را بـر روي    

P.roqueforti ،P.patulum،P.citrinum وPenicillium sp M 46    توليد كننده توكسين مورد

د اسانس هاي ميخك، دارچين، خردل، از ميان تركيبات مورد آزمايش، كاربر. بررسي قرار دادند

مراه داشـت،  ه روز به 21فلفل فرنگي، سيرو پونه كوهي ممانعت كامل رشدي قارچ ها رابمدت 

تركيبي از سطوح مختلـف رسـوبات پتاسـيم و اسـانس ميخـك، داراي اثـر تشـديد كننـده در         

تيمـول در   .)Bullerman et al., 1982(جلوگيري از رشد  قارچ هاي مـورد آزمـايش داشـتند    

باعث جلـوگيري از رشـد قـارچ    % 100ميلي ليتر به ميزان  20ميكروليتر در 5/24غلظت 

P.expansum  شده است )Neri et al., 2006 .(     در تركيه اثـر اسـانس گيـاه مـرزه روي

ــارچ ــاي ق ــه   Botrytis cinereaو  Alternaria maliه ــده ك ــان داده ش ــي و نش بررس

آن پس از هفت روز به ترتيـب سـبب ممانعـت از رشـد      ميكرو ليتر 5و  3، 1هاي  غلظت

 شـده اسـت   B.cinereaدرصـد قـارچ    87و 87، 75و  A.mali درصـد قـارچ   78و75، 50

)Boyraz, 2006.(  ميلي ليتـر از   60ميكروليتر در  5نشان دادند كه غلظت  آنها همچنين

شـده   Botrytis cinereaو  Alternaria maliباعـث كنتـرل   % 78اسانس مرزه به ميزان 

                                                
1 - Ferula gummosa Boiss 
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هـاي گياهـان دارويـي    حساسترين قـارچ بـه اسـانس     A.alternataدر اين تحقيق . است

دهـد كـه اسـتفاده از    مجموعه تحقيقات موجود و پژوهش حاضر نشـان مـي  . شناخته شد

هـاي  اسانس يـا عصـاره گياهـان دارويـي بـه عنـوان يـك پتانسـيل بـراي كنتـرل قـارچ           

با توجه به . است و كارايي آن به اثبات رسيده استهاي گياهي بسيار مورد توجه   بيماري

تواند يك حـوزه  هاي پس از برداشت ميها كنترل بيماريمكانيسم استفاده از اين اسانس

رسد اولويـت بعـدي كـه بايـد در دسـتور كـار       به نظر مي. مناسب براي اين فعاليت باشد

تيابي بــه يــك هـا دس ــمحققـين قــرار گيــرد ضـمن شناســايي مــواد مـوثره ايــن اســانس   

  .فرمولاسيون مناسب براي كاربرد فراگير آن باشد
  

  :سپاسگزاري

اين پژوهش با حمايت مالي دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغـان انجـام شـده اسـت و          

مهنـدس   از جنـاب آقـاي  . بدين وسيله مراتب سپاسگزاري نويسندگان را اعلام مـي دارد 

شاورزي و منـابع طبيعـي مازنـدران نيـز بـه      اكبرزاده عضو هيات علمي مركز تحقيقات ك

  .خاطر تامين برخي از نمونه هاي گياهي تشكر مي شود
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