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چکیده
Botrytisفروت که توسط قارچ کپک خاکستري میوه کیوي cinereaاز هاي پسترین بیماريشود یکی از مهمایجاد می

شد تا توان از این بیماري، در این بررسی سعیري یبه منظور استفاده از عوامل بیوکنترل براي پیشگ.باشدفروت میبرداشت کیوي
نمونه ارسالی از گیاهان مختلف در کشور طی 51بدین منظور از . بیمارگر ارزیابی شوداین مخمرهاي بومی کشور بر روي 

آزمایشات براساس توان. ها، به عنوان نماینده انتخاب شدندشناسی پرگنهجدایه بر اساس خصوصیات ریخت34، 1394سال
فروت در بررسی بر روي برش میوه کیويبازدارندگی توسعه بیمارگر توسط مخمرها روي میوه و با دو روش حفر چاهک و نیز 

زایی و نیز شاخص بیماري% 1در سطح اي دانکن اساس آزمون چند دامنهارزیابی نتایج آزمایشات بر. اي، انجام شدتشتک شیشه
Aureobasidiumمخمرهاينشان دادنتایج . انجام گرفت pullulans،Candida membranifaciens،Cryptococcus albidus،

Metschnikowia koreensis،Ogataea cortices،Papilioterama flavescens،Rhodotorula mucilaginosaوR. glutinis

فروت کپک خاکستري کیوياز رشد بیمارگرپتانسیل بازدارندگی شدند، شناساییITSقسمتی از ناحیه بر اساس تعیین ترادفکه 
. باشندرا دارا می

فروت، کنترل بیولوژیکمخمر، بوتریتیس، کپک خاکستري، کیوي: هاي کلیديواژه

مقدمه
هاي ترین بیماريبیماري کپک خاکستري یکی از مهم

شود که عامل آن زا در کیوي محسوب میخسارت
Botrytisقارچ cinereaباشد می(Brook, 1990) . طبق

هاي هاي انجام یافته این بیمارگر عامل اکثر پوسیدگیبررسی
باشد فروت در مناطق شمالی کشور میانباري میوه کیوي

(Taheri et al., 2009) .هاي اخیر در دنیا به دلیل در سال
ها،کشخطرات سوء زیست محیطی ناشی از مصرف آفت

اقبال خوبی مواجه هاي مفید بااستفاده از میکروارگانیسم
ی یهاي گذشته در خصوص توانادر دهه. شده است

دهه از. تمطالب بسیاري بیان شده اس،آنتاگونیستی مخمرها
ی یاینکه مخمرها داراي توانامبنی بر هاي مثبتیجنبه1980

هاي پس از برداشت میوه و سبزیجات کنترل بیماري

از .(Janisiewicz, 1988)است باشند، ارائه شدهمی
توان به تحمل و سازگاري ها میخصوصیات برتر مخمر

بیشتر نسبت به نوسانات حرارتی در دماهاي پایین و بالا، 
، pHاي از رطوبت نسبی، نوسانات تحمل در طیف گسترده

علاوه .را نام بردUVسطوح اکسیژن پایین و تحمل به اشعه 
لظت بر آن، مخمرها قادرند تا شرایط سطوح میوه یعنی غ

را نیزتحمل pHشکر بالا، افزایش فشار اسمزي و پایین بودن 
Spadaro)کنند  et al., 2010) . در مقایسه با سایر مخمرها

ط خشک، میزان یدر شراعوامل میکروبی مفید، قادرند 
،مخمرها. حفظ کننديسطوح کلنیزه شده را در مدت بیشتر

حالی که کنند و در ساکاریدهاي خارج سلولی تولید میپلی
نیز دهند، افرایش جمعیت بیمارگر را بقاء خود را افزایش می

ی به سرعت یها قادرند از مواد غذاسازند، آنمحدود می
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Sharma)یابندتر تکثیر استفاده کرده و سریع et al., 2009).
مخمرهایی که پیشتر توانایی آنها به عنوان عوامل بیوکنترل 

و ساقه، سطح میوهمانند گزارش شده است از منابع مختلفی
به عنوان مثال . اندبرگ، ریشه و حتی خاك به دست آمده

Candida oleophila ،Pichia guilliermondii ،
Cystofilobasidium infirmominiatumوCandida

saitoana سیباز سطح میوهبه ترتیب(Mercier &

Wilson, 1994) میوه مرکبات ،(Droby et al., 1993) ،
Vero)وه لیمو می et al., 2011)میوه نارنج ،(El–Ghaouth

et al., 1998) ،Rhodotorula glutinis و برگ ساقهاز
Kalogiannis)فرنگی گوجه et al., 2006)،Kloeckera

apiculate از ریشه مرکبات(Long et al., 2007)،Pichia

caribbicaمیوه هاياز خاك باغ(Zhao et al., 2012)

. اندشدهازيجداس
هاي اخیر، تعدادي از عوامل بیوکنترل جهت در سال

از بیمارگرهاي پس از برداشت میوه بعضیثر ؤکنترل م
.Pمخمر. ندامرکبات گزارش شده guilliermondii روي

McLaughlin)کپک سبز مرکبات  et al., 1990) ،
.Cمخمرهاي oleophila ،Debaryomyces hansenii ،

Kloeckera apiculataوPichia anomala بر علیه
,El–Neshawy & El–Sheikh)هاي پنیسیلیومی پوسیدگی

1998; Lahlali et al., 2004; Long et al., 2007; Singh

et al., 2002)مخمرهاي ،Candida sake،C. formata،C.

saitona ،Aureobasidium pullulans،Saccharomyces

cerevisiae ،Metschnikowia fructicola ،Cryptococcus

laurentii وM. pulcherrima روي پوسیدگی میوه
Liu)مرکبات  et al., 2010; Sharma et al., 2009) ،

Cryptococcusهايخمرم albidus،C. laurantii

(Helbig, 2002) و مخمرCandida intermedia،(Huang

et al., 2011)و فرنگیروي کپک خاکستري میوه توت
C. laurentii ،C. flavus،Kluyveromycesهايمخمرثیر أت

spp. ،Trichosporon pullulansزنی با کاهش جوانه
کپک هاي بیمارگرها و بازدارنگی از رشد میسلیومکنیدي

Cheah)خاکستري میوه کیوي  et al., 1992; Cook et al.,

1999; Duncan, 1991)مخمرهاي . ردرا نام ب

Sporobolomyces roseus براي بیماري کپک خاکستري
Filonow)سیب et al., 1996) ،C. albidus براي کپک

Calvo)آبی سیبکپکخاکستري و  et al., 2003;

ChandGoyal & Spotts, 1996; Tian et al., 2002)،R.

glutinis هلوبراي پوسیدگی خاکستري(Zhang et al.,

2008a)و کپک آبی سیب(Calvo et al., 2003; Castoria

et al., 2005) وR. aurantiaca براي کپک آبی
. اندثر بودهؤم(ChandGoyal & Spotts, 1996)گلابی

.Dبرخی از مخمرها نظیر  hanseniiتري طیف وسیعرويبر
& Karabulut)باشدمیگیاهی موثر بیمارگرهاي از 

Baykal, 2003; Wilson & Wisniewski, 1989;

Wisniewski et al., 1988) .
هاي در پی موفقیت برخی از میکروارگانیسم

تري توسط آنتاگونیست در آزمایشگاه، مطالعات وسیع
چندین شرکت براي توسعه محصولات بیولوژیک شکل 

هاي میکروبی که تعدادي از آنتاگونیستگرفت، بطوري
مجوز ثبت و اجازه استفاده در سطح تجاري را کسب 

.Cمخمرایه ار، نظیراندکرده oleophila با نام تجاري
Aspireتوسط شرکتEcogenاي و نیز جدایهمریکاآ

که در بلژیک تجاري شد و Nexyتجاري دیگر از آن با نام
Lahlali)بعدها در کل اتحادیه اروپا گسترش یافت  et al.,

2011; Spadaro et al., 2013) ، مخمرC. sake با نام
در Sipcam–Inagraط شرکت توسCandifruitتجاري 

Calvo–Garrido)براي سیب و انگور اسپانیا  et al., 2014;

Vorstermans & Creemers, 2010) .C. albidus با نام
از کانادا با گسترش جهانی براي کنترل Yiledplusتجاري 
Sharma)هاي پس از برداشت میوه و سبزیجاتبیماري et

al., 2009) ،Metschnikowia fructicola با نام تجاري
Shemerتوسط شرکتBayerآلمان(Ferrari et al.,

.Aو قارچ مخمر مانند ،(2007 pullulans با نام تجاري
Boni–protectتوسط شرکتBioprotectبر علیه آلمان

بیمارگرهاي پنیسیلیوم، بوتریتیس و مونیلینیا در سیب
(Spadaro & Droby, 2016; Weiss et al., 2006) را نام

.برد
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هاي اخیر تحقیقاتی در خصوص در ایران نیز در سال
.Pمخمرهاي . مخمرها انجام شده است guilliiermondii

،Candida membranifaciensوRhodotorula

mucilaginosaرا که از سطح سیب جداسازي شده بودند
Alavi Fard)هستندکنترل کپک خاکستري سیب قادر به  et

al., 2012)همراه مخمر البته دو مخمر اخیر به
Saccharomyces cerevisiae در کنترل کپک آبی سیب

Gholamnejad)گزارش شده استثر ؤنیز م et al., 2009a;

Gholamnejad et al., 2010; Gholamnejad et al.,

2009b; Gholamnejad et al., 2009c) . هاي بررسیدر
القاء مقاومت نسبت تکمیلی مشخص شد در سیب مکانیسم

.Sبه کپک آبی با کمک مخمر  cerevisiae(Alavifard et

al., 2010)و نسبت به کپک خاکستري توسط مخمرC.

membranifaciensقابل حصول است(Alavifard et al.,

در خصوص ترکیب مخمرها با هم و یا استفاده از . (2012
ست آمده سایر ترکیبات براي بهبود کارآیی مخمرهاي به د

Zangoei)ه استهایی انجام شدنیز بررسی et al., 2014;

Zangouei et al., 2014; Zangouei et al., 2010) و حتی
سازي در خصوص تعدادي از آنها فرمولاسیونی براي تجاري

Khoshayand)ه شده استیارا et al., 2014;

Mokhtarnejad et al., 2011; Mokhtarnezhad et al.,

از نیز تعدادي مخمر هاي شمالی ایران ز استانا.(2010
و و میوه مرکبات جداسازي شدندهاي هواییاندام

Sporobolomycesمخمرهاي  ruberrimus ،
Cryptococcus albidus ،C. magnus وRhodotorula sp.

مت در نهال وها از لحاظ ایجاد القاء مقابرترین جدایه
کتریایی مرکبات مرکبات نسبت به بیماري بلاست با

Beiki)اندبوده et al., 2013) لازم به ذکر است گونهC.

albidusاي است که در اروپا با نام همان گونهدست آمدهبه
براي مصارف کنترل بیولوژیک عرضه Yiledplusتجاري 

.شودمی

هامواد و روش
هاي گیاهی جمع آوري نمونه

مناطق برخی از ستبه منظور جداسازي مخمرهاي رور
عمدتاً (نمونه اندام هوایی 51، 1394سال کشورمختلف 

، )هاي کیوي و نیز از برخی محصولات دیگرشاخ و برگ
. )1جدول(ند زمایشگاه ارسال شدبه آ

تهیه مخمر
هاي ست از نمونهبراي استخراج مخمرهاي رور

حاوي سترونلیتر آب مقطر میلی200ها در نمونهگیاهی، 
NaCl)و بافر فسفات (Tween 20)20تویین درصد05/0

%0.8, KCl %0.02, NaH2PO4 % 0.115, K2HPO4 %

0.25)(Obanor et al., 2002) 30بر روي شیکر به مدت
200سپس . ندقرار داده شددور در دقیقه 150دقیقه و با 

میکرولیتر از سوسپانسیون حاصله بر روي محیط کشت مالت 
وي سولفات استرپتومایسین به میزان ، حا(Malt agar)آگار 

0.1% (w/v)(Peng & Sutton, به همراه (1991
سیلین و آمپی(100ppm)بیوتیک کلرامفنیکل آنتی

(50ppm)(Benbow & Sugar, 1999) کشت و به مدت
پس از . نددرجه سلسیوس نگهداري شد28سه روز در دماي 

زیر سازي و اطمینان وجود مخمر با مشاهده درخالص
جدایه مخمر 34نمونه گیاهی ارسالی، 51از میکروسکوپ، 

از جمله شکل، رنگ و شناسی بر اساس خصوصیات ریخت
میزان رشد پرگنه و نیز بر اساس در نظرگرفتن مکان 

لازم به ذکر است . شدندجداسازي، به عنوان نماینده انتخاب
هاي ارسالی بیش از یک جدایه مخمر در برخی از نمونه

براي بررسی توانایی ). 1جدول (است سازي شدهصخال
فروت، مخمرهاي مورد بررسی بیوکنترل بر روي میوه کیوي

ابتدا روي محیط غذایی مالت آگار کشت داده شده و از 
ها، سوسپانسیونی در آب مقطر با غلظت ساعته آن24کشت 

شمار تهیه با کمک لام گلبوللیتراسپور در هر میلی1010
Bora)شد et al., 2004).

تهیه بیمارگر
فروت آلوده به براي تهیه بیمارگر، چند میوه کیوي

فروت مناطق هاي کیويعامل کپک خاکستري از باغ
ها نمونه. آوري شدندهاي شمالی کشور جمعمختلف استان

96پس از انتقال به آزمایشگاه منتقل و با الکل اتیلیک 
طحی روي میوه پرزهاي س. درصد ضدعفونی سطحی شدند



...بايویکيکپک خاکستريماریبکیولوژیکنترل ب:بیکی34

زي بیمارگر، از جداسابه منظور . نیز با شعله حذف شدند
وسیله پوست میوه در حدفاصل نواحی سالم و آلوده به

اسکالپل سترون بریده و بر روي تشتک غذایی حاوي عصاره 
درجه 25زمینی، دکستروز و آگار کشت و در دماي سیب

سازي از روش براي خالص. سلسیوس نگهداري شدند
هايسوسپانسیون رقیقی از اسپور. اسپور استفاده شدتک

ساعت در 24آگار پخش و قارچ بر روي محیط کشت آب
اسپورهاي در . درجه سلسیوس نگهداري شدند25دماي 

زمینی، دکستروز حال تندش جدا و به محیط کشت سیب
هاي جدایه. آگار منتقل و در انکوباتور نگهداري شد

.هداري شدندشده در یخچال نگخالص

آوريآوري شده از ایران بر اساس زمان جمعگیاهی جمعهاي نمونهشخصاتم–1جدول 
Table 1. Characteristics of plant specimens collected from Iran based on time of collection

DateHostCityYeast codeDateHostCityYeast code

2015/07/22PomegrenateSari172015/05/03KiwifruitBabol23

2015/07/22CitrusBehshahr222015/06/08KiwifruitNour13

2015/07/22RiceBehshahr292015/06/08KiwifruitNowshahr45

2015/07/29RiceJuybar302015/06/08KiwifruitChalus46

2015/07/29CucumberSari102015/06/08KiwifruitTonekabon19

2015/07/29kiwifruitJuybar252015/06/08KiwifruitTonekabon9

2015/08/29PistachioSarayan322015/06/08KiwifruitTonekabon47

2015/08/29PistachioSarayan332015/06/08KiwifruitTonekabon3

2015/09/23MulberryKharvana212015/06/08KiwifruitTonekabon15,26

2015/09/23KiwifruitKelachai1242015/06/08KiwifruitTonekabon48

2015/09/23KiwifruitFoman272015/06/08KiwifruitTonekabon49

2015/09/23KiwifruitRasht1522015/06/08KiwifruitTonekabon50

2015/09/23KiwifruitRasht1532015/06/08KiwifruitTonekabon14

2015/09/23KiwifruitRasht1542015/06/08KiwifruitNashtarud57

2015/09/23KiwifruitRamsar202015/06/08KiwifruitTonekabon2

2015/10/08MulberryKharvana12015/06/08KiwifruitTonekabon58

2015/10/20CitrusChaboksar282015/06/08KiwifruitTonekabon24,31

2015/10/29KiwifruitChaboksar3062015/06/08KiwifruitChalus8

2015/10/29KiwifruitChaboksar3072015/06/08KiwifruitChalus4

2015/11/23KiwifruitKelachai3082015/06/08KiwifruitNowshahr11

2015/11/23KiwifruitShalman3112015/06/24CitrusBehshahr18

2015/11/23KiwifruitAstaneh382015/06/30KiwifruitKordkuy55

2015/11/23KiwifruitFouman3182015/06/30KiwifruitGorgan16

2015/11/23KiwifruitAnzali3222015/07/18KiwifruitAmol5,7,12

2015/11/23KiwifruitAnzali3242015/07/18KiwifruitShirgah34

2015/07/22CitrusNeka6

زاییآزمون بیماري
فروت رقم کیويزایی از میوهبراي آزمون بیماري

ها پس از شستشو در هیپوکلریت میوه. هایوارد استفاده شد
به منظور . دقیقه قرار داده شدند10مدت درصد به 1سدیم 

ها با آب سترون میوهاًدمجدرفع ماده ضدعفونی کننده، 
پس از خشک شدن بر روي کاغذ صافی، . شسته شدند

با کمک اسکالپل سترون برداشته و قسمتی از پوست میوه

با غلظت ون قارچ خالص شدهیمیکرولیتر از سوسپانس30
هاي ر آب مقطر بر روي زخماسپور در هر میلی لیت107

درجه سلسیوس 25ها در دماي میوه قرار داده و میوه
بروز علایمی همچون نرم شدن میوه در . نگهداري شدند

زا بودن قارج در نظر اطراف چاهک تزریق، به منزله بیماري
. گرفته شد
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بیمارگرسوسپانسیون تهیه 
زا ماريبیبراي تهیه سوسپانسیون، از شدیدترین جدایه

به این منظور، از کشت تازه . براي ادامه کار استفاده شد
107قارچ و با کمک هماسیتومتر سوسپانسیونی با غلظت 

لیتر آب مقطر تهیه و براي آزمون اسپور در هر میلی
میکرولیتر از این سوسپانسیون مورد استفاده 10زایی بیماري

ی نیز با براي استفاده از دیسک میسلیوم. گرفتقرار می
کمک چوب پنبه سوراخ کن از حاشیه کشت جوان استفاده 

.شد
آزمون توانایی بیوکنترل مخمرها بر بیمارگر کپک 

خاکستري میوه کیوي
در این قسمت، از چند آزمون مجزا براي براي ارزیابی 

هاي ابتدا میوه. توان بیوکترلی مخمرها استفاده شده است
Total Solid)عادل هفتوت با میزان ماده جامد مفرکیوي

Solution = 7) تهیه و براي حذف عوامل میکروبی با کمک
گرم در لیترمیلی200معادل ) درصد02/0سدیم هیپوکلریت

دقیقه ضدعفونی شده و پس از آبشویی روي 2به مدت (
Wei)کاغذ صافی سترون و در دماي محیط خشک شدند 

et al., 2017) .اهک با کمک ها به دو روش حفر چآزمون
کن بر روي میوه و یا با استفاده از پنبه سوراخچوب

متر در هاي برش خورده میوه به ضخامت یک سانتیقسمت
50در روش حفر چاهک، . اي انجام شدزیر پلیت شیشه

میکرولیتر سوسپانسیون تهیه شده از مخمر به چاهک اضافه 
شد ولی در روش برش میوه، کل میوه برش خورده در 

ل سوسپانسیون مخمر تهیه شده به مدت یک دقیقه، داخ
براي فاصله زمانی بین تلقیح بیمارگر بعد از . ور شدندغوطه

تلقیح مخمر، در روش چاهک یک ساعت و براي روش 
24برش میوه، به دلیل خشک شدن سوسپانسیون مخمر، 

ها پس از انجام مراحل تلقیح، میوه. ساعت در نظر گرفته شد
براي . درجه سلسیوس نگهداري شدند20یا5در دماي 

کلیه . تیمارهاي شاهد نیز از آب مقطر سترون استفاده شد
آزمایشات در هفت آزمون مجزا بر اساس طرح کاملاً

ها، با ادامه آزمون. تکرار اجرا شد4تصادفی و با حداقل 
نحوه . شدندهاي موثرتر براي آزمون بعدي انتخاب میجدایه

از دو . خلاصه شده است2در جدول اجراي هر آزمون

هفته تا یک ماه پس از انجام آزمون، نتایج ثبت و تجریه 
میزان گسترش پرگنه بیمارگر بر حسب . تحلیل شدند

ها در قالب طرح کاملاً تصادفی با متر ثبت و دادهمیلی
پس . تجزیه و تحلیل آماري شدندSASافزار استفاده از نرم

مخمرها در بازدارندگی از رشد از معنی دار شدن تاثیر
درصد، یک دار شدن بین تیمارها در سطحبیمارگر و معنی
اي دانکن، انجام ها با روش آزمون چنددامنهمقایسه میانگین

در ارزیابی دیگر به منظور بررسی توان بیوکنترلی . شد
مخمرها از گسترش بیمارگر کپک خاکستري میوه 

از آنجایی که . ستفاده شدفروت، از ایندکس بیماري اکیوي
هاي آماري رایج، مفاهیم دقیق شدت و در تجزیه و تحلیل

شوند، از این رو پس از ثبت درصد بیماري از هم متمایز نمی
درصد و شدت بیماري، از ایندکس بیماري براي ارزیابی 
توان بیوکنترلی مخمرها با قدري تغییرات از فرمول 

Cooke)زیراستفاده شد  et al., 2006).

سانتیمتر از میزان گسترش علایم در این بررسی هر یک 
aحروف . شاخص در نظر گرفته شدبیماري به عنوان یک

هاي موجود در هر یک از این بیانگر تعداد نمونهiالی 
به عنوان مثال اگر میزان گسترش علایم . باشدها میشاخص

علایمی داشته باشند دو سانتیمتر باشد و در سه مورد چنین
توان عبارت ، می2در داخل پرانتر قسمت شدت بیماري 

فرمول فوق با در نظر گرفتن . را در نظر گرفت) 2×3(
.حالت براي گسترش بیماري ارایه شده است50حداکثر 

یمولکولاتیبا کمک خصوصمخمرهاییشناسا
براي بررسی موقعیت تاکسونومیکی مخمرهایی که در 

اي بررسی توان بیوکنترلی بر روي بیمارگر کپک هآزمایش
فروت برتر بودند، از تعیین ترادف خاکستري میوه کیوي

ITS1, 5.8، کل ناحیهSSUشامل قسمتی از ناحیه ITSناحیه

S, ITS2 و قسمتی از ناحیهLSUبراي تکثیر این . بوده است
–´ITS1:5ناحیه از آغازگرهاي 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG–3´ وITS4: 5´–

TCCTCCGCTTATTGATATGC– استفاده شد ´3



...بايویکيکپک خاکستريماریبکیولوژیکنترل ب:بیکی36

(White et al., 1990) . براي استخراجDNAهاي از سلول
ساعت روي محیط کشت مالت آگار 48مدت کشت شده به

Wizardبا استفاده از کیتDifcoمحصول شرکت 

Genomic DNA Purification Kit) محصول شرکت
Promegaي واکنش اجزا. انجام شد) کشور آمریکاPCR

DNAمیکرولیتر شامل یک میکرولیتر 25نهایی در حجم

از میکرومولار PCR Buffer 10X ،5/0میکرولیتر5/2نمونه، 
واحد 5/1و dNTPsمولار میلی2/0هر یک از دو آغازگر، 

Taqشرایط زمانی و دمایی شامل مرحله . مراز بودپلی
یقه، سپس دق5به مدت 95℃واسرشته سازي اولیه در دماي 

درجه 95شامل واسرشته سازي در دماي (چرخه مجزا 35
ژنومی به DNAدقیقه، اتصال آغازگر به 1به مدت سلسیوس

72در دماي DNAو تکثیر 55℃دقیقه در دماي 1مدت 

ثانیه بوده و یک مرحله بسط 90به مدت درجه سلسیوس
نیز انجام شد) دقیقه10به مدت 72℃تکثیر نهایی در دماي 

(Esteve–Zarzoso et al., 1999) .ها براي تخلیص نمونه
هاي مورد بررسی، از هر دو سمت و تکثیر ژنPCRمحصول 

(forward , reverse) و نیز تعیین ترادف به شرکت توپازژن
از کشور سوییس Microsynthنماینده انحصاري شرکت 

افزارهاي با کمک نرمهاي حاصل توالی. ارسال شد
Sequencher v5.4.6 وBioedit v 7.0.0 ویرایش شدند و

BLAST (Basic Local Alignmentافزار با کمک نرم

Search Tool) مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژي در پایگاه
NCBI(National Center for Biotechnology

Information)وجود مخمرها بر پایه درصد هاي مبا ترادف
.تشابه نوکلئوتیدي مقایسه شدند

هاي مختلف به منظور بررسی کارآیی مخمرها در کنترل بیمارگر کپک خاکستري میوه متغیرهاي مورد استفاده در آزمون–2جدول 
فروتکیوي

Table 2. Experimental designs for the evaluation of yeast efficacy in control of kiwifruit gray mold
Table 2. ExperimentsSteps of experiment

54321

*****1. Yeast suspension in distilled water

**Well on the fruit
2. Perform experiments with

***On the surface of sliced fruit

242424113. Yeast were applied 1 or 24 h before pathogen inoculation

***Mycelium disks
4. Pathogen forms

**Spore suspension

102027445. Replication

*5℃
6. Storage temperature ****20℃

14141414147. Record the results after (days)

نتایج و بحث
جداسازي و خالص سازي مخمرها

پـــس از کشـــت سوسپانســـیون حاصـــله از شستشـــوي  
سازي جدایه مخمر، جداسازي و خالص150هاي سالم،میوه

ستی بعدي، نگهداري هاي آنتاگونیشده و جهت انجام آزمون
نظیــر (رنـگ  ی در خصـوص  تنــوعدر بـین مخمرهـا،   . شـدند 

شـکل و نیـز   ،)صورتیورنگ هاي قرمز، سفید شیري، کرم
از این رو بـر اسـاس   قابل مشاهده بودهاپرگنهنحوه گسترش 

هـا بـه   جدایه مخمر از بین آن34شناسی، خصوصیات ریخت
.عنوان نماینده انتخاب شدند

ترلآزمون بیوکن
ثیر مخمرها بر قارچ عامل کپک أدر ارزیابی ت

خاکستري میوه کیوي، پس از تجزیه و تحلیل آماري و 
، )3جدول (درصد 1دار شدن بین تیمارها در سطح معنی

اي دانکن، انجام ها با روش آزمون چنددامنهمقایسه میانگین
دهد در بین ها نشان میمقایسه میانگین). 1–5هاي شکل(شد
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در . داري وجود داردهاي اعمال شده اختلاف معنیتیمار
هاي مخمر قادر بودند تا کاملاً مانع ها جدایهبرخی از آزمون

در آزمون اول که با شرایط . از پیشرفت بیمارگر شوند
درجه سلسیوس انجام شده بود، چهار 20نگهداري در دماي 

ین در مقایسه با ا. جدایه قادر به کنترل کامل بیمارگر شدند
درجه 5آزمون، در آزمون بعدي که در شرایط نگهداري 

سلسیوس نگهداري شده بودند، میزان رشد بیمارگر در تیمار 
هاي بیشتري نیز قادر بودند شاهد کاهش یافته و تعداد جدایه

تا مانع از پیشرفت بیمارگر و یا سبب کاهش چشمگیر میزان 
رهاي تر مخمبه عبارتی در دماي پایین. رشد آن شوند

بیشتري قادر بودند تا در مقایسه با بیمارگر بر سطح میوه 
. گسترش پیدا کنند

هاي مخمرهاتجزیه واریانس میزان بازدارندگی از رشد کپک خاکستري میوه کیوي فروت توسط جدایه–3جدول 
Table 3. Analysis of variance of gray molds inhibition zone on kiwifruit created by yeast isolates

Coefficient of
VariancePr>FMean squareDFSource

25.6<0.0001 **445.233Treatment

E
xp

er
im

en
t 1

26.1102Error

135Corrected total

96.18< 0.0012 **15.234Treatment

E
xp

er
im

en
t 2

6.470Error

104Corrected total

26.2<0.0001 **127.534Treatment

E
xp

er
im

en
 3

870Error

104Corrected total

30.4<0.0001 **3342.27Treatment

E
xp

er
im

en
t 4

37.5152Error

159Corrected total

34.02<0.0001 **893.17Treatment

E
xp

er
im

en
t 5

2272Error

79Corrected total

** at 99% levels of confidence

با مقایسه نتایج تجزیه تحلیل آماري بر اساس آزمون 
ها بر اساس روش دانکن کاملاً تصادفی و مقایسه میانگین آن

دهد، برآوردها با روش ایندکس بیماري، نتایج کلی نشان می
این تفاوت جزیی که در باشد، باتا حدي شبیه به هم می

، 30، 31هاي آزمون دوم بر اساس ایندکس بیماري جدایه

هاي آن آزمون قرار توان در بین بهترینرا نیز می15، 16، 29
هاي بررسی توانایی عملکرد مخمرها در در آزمون. داد

شرایط برش روي میوه، نتایج به طور کامل با بررسی هاي 
که در آزمون اول و 32دایه ج. پیشین انطباق نداشته است

بدون ثر بوده، در این آزمون می توان گفت تقریباًؤدوم م



...بايویکيکپک خاکستريماریبکیولوژیکنترل ب:بیکی38

که در دو آزمون 9ثیر می باشد، برعکس جدایه شماره أت
ثیر بوده، در این آزمون توانسته است أقبلی تقریبا بدون ت

هاي برش خورده مانع از رشد بیمارگر بر روي میوهکاملاً
هایی از جمله جدایه6، 11، 13، 20، 21هاي جدیه. شود

هستند که ضمن موثر بودن در این آزمون، حداقل در یکی 
در روش ). 1–9اشکال (از سه آزمون قبلی نیز موثر بودند 

ارایه شده است، 10ایندکس بیماري که نتایج آن در شکل
هاي مرسوم تجزیه واریانس، مفاهیم شدت و برخلاف روش

ارزیابی نهایی نشان . شوده میدرصد بیماري در نظر گرفت
کار رفته در این بررسی تقریباًدهد نتایج کلی دو روش بهمی

شود بتوان به تنهایی از رو تصور میباشند، از اینهمسان می
ایندکس بیماري در براورد توانایی کارآیی مخمرها استفاده 

هاي مختلف از دیگر متغیرهایی که در بین آزمون. نمود
در نظر داشت و ممکن است وجود آن سبب تغییر بایست می

توان به ها شده باشد، میجزیی برخی نتایج در این آزمون
هاي رقم هایوراد مورد استفاده در یکسان نبودن میوه

ها تحت که میوهاز آنجایی. هاي مختلف اشاره نمودآزمون
رشدي اقلیم ومدیریت باغی متفاوت نظیر تغذیه، آبیاري 

ممکن است واکنش دفاعی کمی متفاوت نیز در ،اندبوده
هاي از این رو، آزمون. برابر توسعه بیمارگر داشته باشند

کیوي فروت انجام گرفته بر روي منابع مختلف میوهمختلف
ایی مخمري در شرایط مختلف ثابت شود، ناست، تا اگر توا

احتمال موفق بودن آن در عمل نیز به مراتب بیشتر خواهد 
. بود

) آزمون اول(فروت میانگین میزان بازدارندگی از رشد اسپور بیمارگر کپک خاکستري بر روي میوه کامل کیويمقایسه–1شکل 
براي . درجه سلسیوس بر اساس روش دانکن در سطح یک درصد20دماي با نگهداري در هاي مخمر هاي جدایهتوسط نماینده

.ر به جاي مخمر استفاده شدطاز آب مقتیمار شاهد نیز 
Fig. 1. Duncan's mean comparison test of gray mold inhibition zone on kiwifruit in 20 ◦C created by yeast
isolates in the first experiment.
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فـروت درشـرایط   امل بیماري کپک خاکستري روي میوه کامل کیـوي میانگین میزان بازدارندگی از رشد اسپور عمقایسه–2شکل 
براي تیمار . هاي مخمر بر اساس روش دانکن در سطح یک درصدتوسط جدایه) آزمون دوم( درجه سلسیوس5در دماينگهداري

. شاهد نیز از آب مقطر به جاي مخمر استفاده شد
Fig. 2. Duncan's mean comparison test of gray mold inhibition zone on kiwifruit in 5 ◦C created by yeast isolates
in the second experiment.

فروت هاي میوه کیويمقایسه میانگین میزان بازدارندگی از رشد دیسک میسلیومی بیمارگر کپک خاکستري روي برش–3شکل 
درجه سلسیوس بر اساس روش دانکن در 20با دمايهداريهاي مخمر در شرایط نگتوسط جدایه) آزمون سوم(در تشتک کشت 
.براي تیمار شاهد نیز از آب مقطر به جاي مخمر استفاده شد. سطح یک درصد

Fig. 3. Duncan's mean comparison test of gray mold inhibition zone on slice kiwifruit in 20 ◦C created by yeast
isolates in the third experiment.
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فروت هاي میوه کیويکپک خاکستري روي برشمیانگین میزان بازدارندگی از رشد دیسک میسلیومی بیمارگرمقایسه–4شکل 
تکرار 20درجه سلسیوس با 20در دمايهاي مخمر و با شرایط نگهداريبا استفاده از جدایه) آزمون چهارم(در در تشتک کشت 

براي تیمار شاهد نیز از آب مقطر به جاي مخمر قبل از تزریق بیمارگر استفاده . درصد1کن در سطح بر اساس و بر اساس روش دان
.شد

Fig. 4. Duncan's mean comparison test of gray molds inhibition zone on slice kiwifruit in 20 ◦C created by
yeast isolates in the fourth experiment.

هاي میوه میانگین میزان بازدارندگی از رشد دیسک میسلیومی قارچ عامل بیماري کپک خاکستري روي برشهمقایس–5شکل 
درجه سلسیوس بر اساس 20در دمايهاي مخمر و با شرایط نگهداريتوسط جدایه) آزمون پنجم(فروت در تشتک کشت کیوي

. استفاده شده جاي مخمر در مرحله قبل از بیمارگرروش دانکن در سطح یک درصد براي تیمار شاهد نیز از آب مقطر ب
Fig. 5. Duncan's mean comparison test of gray molds inhibition zone on slice kiwifruit in 20 ◦C created by
yeast isolates in the fifth experiment
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. ي میوه کیوي فروت در آزمون اولدر بازداري از رشد بیمارگر بر رو21ثیر مخمر جدایه أت–6شکل 
Fig. 6. The effect of yeast isolate 21 on pathogen growth inhibition of kiwifruit in the first experiment.

فروتدر کنترل بیمارگر کپک خاکستري میوه کیوي در روش تعامل بر روي برش میوه کیوي6کارآیی مخمر جدایه –7شکل 
Fig. 7. Efficacy of yeast isolate 6 in controlling the pathogen of kiwifruit gray mold in interaction method on

fruit slice

فروت در کنترل بیمارگر کپک خاکستري میوه کیوي در روش تعامل بر روي برش میوه کیوي4کارآیی مخمر جدایه –8شکل 
.4در آزمون شماره )سمت راست(در مقایسه با شاهد بیمارگر ) سمت چپ(کشت هايدر داخل تشتک

Fig. 8. Efficacy of yeast isolate 4 in controlling the pathogen of kiwifruit gray mold in interaction method on
fruit slice (left) in compare to pathogen growth as control (right) in experiment 4.
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-بر روي برش میـوه کیـوي  برهمکنشدر کنترل بیمارگر کپک خاکستري میوه کیوي در روش 13کارآیی مخمر جدایه –9کل ش

.5در آزمون شماره ) پتري سمت راستظرف (در مقایسه با تیمار بیمارگر به عنوان شاهد ) پتري سمت چپظرف (فروت 
Fig. 9.Efficacy of yeast isolate 13 in controlling on pathogen of kiwifruit gray mold in interaction method on
fruit slice (left) in compare to pathogen growth as control (right) in experiment 5.

آزمایش مجزا، در شاهد نیز از 5هاي مخمر در فروت در تعامل با جدایهایندکس بیماري کپک خاکستري میوه کیوي–10شکل 
.هاي مخمر استفاده شدبه جاي سلولسترونآب مقطر

Fig. 10. Disease index of kiwifruit gray mold in interaction with yeast isolates during five separate experiments.

In control, distilled water used instead of yeast cells.

مولکولیمطالعات
جدایه برتري 10دست آمده از کیوي، هاي بهاز جدایه

ثرتر ؤکه در کاهش رشد بیمارگر کپک خاکستري میوه م
بودند براي شناسایی مولکولی و بررسی ارتباط فیلوژنتیکی با 

با PCRپس از انجام . هاي استاندارد انتخاب شدندجدایه

ه طول اي ب، قطعهITS4وITS1استفاده از آغازگرهاي 
bp564 شکل (بر روي ژل آگارز الکتروفورز حاصل شد
پس از بررسی و نتایج حاصل از تعیین ترادف، . )11

و Sequencher v5.4.6افزارهاي سازي با کمک نرمآماده
Bioedit v 7.0.0 افزاربا کمک نرمابتداBLAST (Basic
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Local Alignment Search Tool) در پایگاه اطلاعاتی
NCBI(National Center for Biotechnology

Information)هاي موجود مخمرها بر پایه درصد با ترادف
محاسبه تشابه و فاصله . تشابه نوکلئوتیدي مقایسه شدند

ها با دست آمده و مقایسه آنهاي بهژنتیکی ترادف
مخمرهاي موجود در هاي استاندارد جدایههاي سایر ترادف

GenBank ، ه استشدارایه 4در جدول .
توان اذعان هاي انجام گرفته، میبا توجه به نتایج کلی آزمون

هاي مخمر در کلیه نمود که به رغم اینکه برخی از جدایه
تکرارهاي خود قادر به کنترل بیمارگر در یک آزمون بودند 

ها، نیز موفق به کنترل بیمارگر اما نتوانستند در سایر آزمون
ثر ؤها که در اکثر موارد مدر مجموع برخی از جدایه. شوند

.Cبا نام 13بودند عبارتند از جدایه  membranifaciens ،
.Aبا نام 11و6، 26هاي، جدایه pullulans ،و 20هاي جدایه

.Rبا نام 21 mucilaginosaبا نام 4و 2هاي ، جدایهM.

koreensis . 9جدایه(P. terrestris) 8، جدایه (R. glutinis)

.O)32و جدایه  zsoltii)توان از بهترین، را در سري دوم می-

.Cدر ایران گونه. نام بردها membranifaciensتر پیش
استفادهبی سیب آن براي کنترل کپک آگزارش شده و از 

Farahani)شده است  et al., 2011; Gholamnejad et al.,

در سیب نیز با مصرف این گونه مخمر توانستند میوه . (2010
Botrytis maliرا در برابر پوسیدگی خاکستري سیب ناشی از 

Alavifard)تر کنند مقاوم et al., 2012; Fard et al.,

در انبه نیز این گونه در کنترل بیمارگر . (2012
Colletotrichum gloeosproidesثر بوده است ؤم

(Kefialew & Ayalew, 2008) . نزدیک گونهدر خصوص
.Cبه آن یعنی مخمر  intermedia جوانه ، علت ممانعت از

، به دلیل تولید زدن اسپورهاي کپک خاکستري توت فرنگی
Huang)ترکیبات فرار گزارش شده است et al., 2011) .

.Aمخمر pullulans ساپروفیت منحصر به فردي است که در
هاي مناطق سیاري از گیاهان و بر روي انواع میوهفیلوسفر ب

به دلیل تولید ملانین، از آن به عنوان . شودمیگرمسیري یافت 
آلاسکا و ماننداز بسیاري مناطق . شودمیمخمر سیاه یاد 

کانادا و امریکا تا اروپا و از کشورهاي آلمان، دانمارك، هلند 
ناطق خشک نظیر و استرالیا، از برخی کشورهاي مدیترانه و م

حتی از مناطق ،فریقاي جنوبیآمصر، عراق، پاکستان، 
گرمسیر نظیر برزیل، هند، مالزي و جاماییکا نیز گزارش شده 

Deshpande)است et al., 1992) بر روي پوسیدگی پس و
Lima)ثر است ؤاز برداشت توت فرنگی م et al., 1997) . در

بر روي کنترل A. pullulansقارچ ثیر أگزارش دیگري نیز ت
پوسیدگی کپک خاکستري سیب، کپک سبز گریپ فروت،

.Bبیمارگرهاي cinerea, Rhizopus stolonifer,

Aspergillus niger و دو بیمارگر در انگورB. cinereaوR.

stolonifer ارایه شده استدر گوجه(Schena et al.,

Monilinia fruticola ،Moniliniaاین گونه بر روي . (1999

laxa،Penicillium expansumهاي سیب، انگور، در میوه
,Spadaro)ثر بوده است ؤفرنگی و گیلاس مهلو، توت

مده آجدایه مخمر به دست 200، از بین تحقیقیدر . (2012
.Rمختلف، مخمرهاي از سطوح مختلف میوه glutinis یکی

ز بی سیب ناشی اآاز بهترین مخمرهایی بود که بر روي کپک 
Lima)ثر بودؤمP. expansumقارچ et al., 1998) . در

بررسی دیگري گزارش شده است که این مخمر از طریق 
رودوترولیک اسید بر روي این بیمارگر پس از برداشت موثر 

Calvente)است et al., 1999) . در پرتقال نیز با تحریک
ودشتولید فیتوالکسین، سبب القا مقاومت در برابر بیماري می

(Arras et al., 2006) .هاي پس این مخمر در کنترل بیماري
Zhang)باشدثر میؤاز برداشت گلابی نیز م et al., 2008b) .

با افزودن سالیسیلیک اسید، توانایی بیوکنترل آن بر روي 
ابدیکپک خاکستري میوه توت فرنگی نیز افزایش می

(Zhang et al., 2010) .یمارگرها این مخمر بر روي سایر ب
,Alternaria alternata, Monilinia fruticolaنظیر

Rhizopis sltolonifer ،در گیاهان سیب، گیلاس، هلو
گونه دیگر آن . باشدگلابی، توت فرنگی و عناب موثر می

.Rیعنی  mucilaginosa نیز بر روي بیمارگرهايB. cinerea

. (Spadaro, 2012)باشد ثر میؤدر سیب مP. expansumو
M. koreensis ه عنوان گونه جدید ب2001اولین بار در سال
Hong)ارایه شده است et al., 2001)کنون از این گونه و تا

.Pهايو نیز گونه terrestris, O. zsoltii گزارشی در
. عنوان عامل بیوکنترل ارایه نشده استبهثر بودن ؤخصوص م
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هاي برتر مخمر مورد استفاده براي آزمایشات کنترل بیولوژیک کپک خاکستري میوه در جدایهITSه تکثیر شده قطع–3شکل 
.شاهد منفی: C، )، آلمانBioronشرکت (Phage Lambda DNA/EcoRI/Hind IIIنشانگر جرم مولکولی Mفروت، کیوي

Fig. 11. Agarose–gel electrophoresis of PCR products of ITS region of the best yeast isolates used in biocontrol
experiment of kiwifruit gray mold. Lane M, molecular size markers (Phage Lambda DNA/EcoRI/Hind III), Lane
C, negative control (Sterile distilled water instead of DNA pattern)

فروت هاي مخمر بر کنترل بیمارگر کپک خاکستري میوه کیويدایهجثرترینؤمشخصات م–4جدول
Table 5. Characteristics of the most effective yeast isolates in controlling of kiwifruit gray mold pathogen

Similarity
(%)

Closest type strain
Accession
numbers

IsolateCode

100Aureobasidium pullulans NR–144909 TMK186930FBF–Y1111

100Aureobasidium pullulans NR–144909 TMK186940FBF–Y2626

100Candida membranifaciens NR–111296 TMK186932FBF–Y1313

100Cryptococcus albidus NR–149344 TMK186933FBF–Y1515

99.6Metschnikowia koreensis KF059236 TMK186924FBF–Y22

100Metschnikowia koreensis KF059237 TMK186925FBF–Y44

99Ogataea corticis NR–137525 TMK186944FBF–Y3232

99.6Papiliotrema flavescens NR130696 TMK186929FBF–Y99

99.6Papiliotrema flavescens NR130696 TMK186943FBF–Y2929

100Rhodotorula glutinis NR073294 TMK186928FBF–Y88

100Rhodotorula mucilaginosa NR073296 TMK186934FBF–Y1616

100Rhodotorula mucilaginosa NR073296 TMK186938FBF–Y2121

100Rhodotorula mucilaginosa NR073296 TMK186937FBF–Y2020

T: Type strain isolate
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Abstract:
Botrytis gray mold of kiwifruit is one of the most important fungal diseases that causes a significant damage

to the kiwifruit during harvest and postharvest stages. The aim of this study was to find some effective isolates of
native yeasts that have a good biocontrol effects on the pathogen, Botrytis cinerea. Fifity one plant samples were
collected from different part of Iran during 2015–2016. Thirthy four yeast isolates were selected as
representative based on the morphological characteristics of the colonies and the size of the cells. The
experiment carried out to examine the yeasts ability in pathogen inhibition on Hayward cultivar of kiwifruit
based on two assays, in well on fruit and on fruit slices in Petri dishes. Results based on partial ITS region
sequence region showed and according to Duncan’s multiple range test at significance level 1% as well as index
disease (ID), the yeasts including Aureobasidium pullulans, Candida membranifaciens, Cryptococcus albidus,
Metschnikowia koreensis, Ogataea cortices, Papilioterama flavescens, Rhodotorula mucilaginosa and R. glutinis
have the most potential to pathogen growth inhibition.
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