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  چكيده

باشـد كـه توسـط چنـد گونـه از بـاكتري        هاي شمالي كشور مي هاي مركبات در استان ترين بيماري بلاست مركبات يكي از مهم

هاي قابل تـوجهي را بـه    اين بيماري در شرايط اقليمي مساعد، خسارت. شود ايجاد مي (.Pseudomonas spp)بيمارگر سودوموناس 

در اين بررسي، سعي شد تا از باغات مركبات شمال كشور، مخمرهايي جداسازي و معرفي شوند كـه  . سازد باغات مركبات وارد مي

زنـي يـك جدايـه از بـاكتري      بـا مايـه   در شـرايط گلخانـه  ارزيـابي  . داراي توان كنترل بيولوژيك قابل قبولي عليه اين بيمارگر باشـند 

زماني دو روزه انجام شد و پاشش مخمر سه بار و با فاصله هاي. روي رقم نارنج صورت گرفت Pseudomonas syringaeبيماريزاي

 و صـادفي هـاي كامـل ت   طـرح بلـوك   و تحليل آمـاري نتـايج آزمـايش براسـاس     تجزيه. زني بيمارگر صورت گرفت پس از آن، مايه

هـا بـا    آن ITSي  هـاي برتـر، ناحيـه    بـراي شناسـايي جدايـه   . اجـرا شـد   ي دانكـن  ها با استفاده از آزمون چنـد دامنـه   ي ميانگين مقايسه

، NCBIي نتـــايج در پايگـــاه اينترنتـــي  بـــا مقايســـه. تكثيـــر و تعيـــين تـــوالي شـــد ITS4 و ITS1كـــارگيري پرايمرهـــاي  بـــه

هاي  عنوان آنتاگونيست به. .Rhodotorula spو  Sporobolomyces ruberrimus ،Cryptococcus albidus ،C. magnusمخمرهاي

  . ها كنترل نمود ترين مخمر بوده و بيماري را بهتر از ساير گونهمؤثر S. ruberrimusبراساس نتايج، . برتر شناسايي شدند

و  Pseudomonas ،Sporobolomyces ،Cryptococcusكنتـــرل بيولوژيـــك، بلاســـت مركبـــات،    : هـــاي كليـــدي  واژه
Rhodotorula  

  

  مقدمه

ــات   ــت مركب ــاري بلاس ــه   (Citrus blast)بيم از جمل

 ياسـتثنا  خيـز دنيـا بـه    هاي شايع در اكثر نقاط مركبات بيماري

سـودوموناس  بـاكتري  ي   وسـيله  باشد كه به مناطق گرمسير مي

(Pseudomonas spp.) شـود   ايجاد مي(Snowdon, 1990; 

Whiteside et al., 1989) . در ايران، اين بيماري براي اولين

ــال   ــار در س ــدارن    1366ب ــتان مازن ــات اس ــان مركب از درخت

براي . (Shams-Bakhsh & Rahimian, 1997)گزارش شد 

رعايـت بهداشـت   غيـر از   بـه  پيشگيري و كنتـرل ايـن بيمـاري   

از سموم شيميايي و ارقام مقاوم نيـز اسـتفاده   توان  ميزارعي، 

 مصـرف سـموم شـيميايي   . (Whiteside et al., 1989)نمـود  

ضــمن داشــتن خطــرات ســوء زيســت محيطــي، ســبب بــروز  

  شـــــوند هـــــاي مقـــــاوم بيمـــــارگر نيـــــز مـــــي جدايـــــه

(Gnanamanickam, 2007; Hwang et al., 2005) ،   طـي

هاي اخير، تلاش بر اين بوده است تا با كـاهش مصـرف    سال

هـاي جـايگزين نظيـر اسـتفاده از      سموم شيميايي، ساير روش

كنتـرل بيولوژيـك تعـاريف    . عوامل بيولوژيك، افزايش يابد

ي كنترل بيولوژيك يا  متنوعي دارد ولي در مفهوم كلي، واژه

اي طبيعي عليه ه بيوكنترل اشاره به استفاده از ميكروارگانيسم

هاي گذشـته   در دهه. (Barkai-Golan, 2001)بيمارگر دارد 

هــاي  در خصــوص توانــايي آنتاگونيســتي مخمرهــا، گــزارش

افـرادي همچـون    1980ي  در دهـه . بسياري ارايه شـده اسـت  
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  و چــالوتز و همكــاران (Janisiewicz, 1987)ســيويز  جــاني

(Chalutz et al., 1988)مـورد توانـايي   هاي مثبتـي در   ، جنبه

ــرل بيمــاري  ــوه و   مخمرهــا در كنت ــس از برداشــت مي هــاي پ

ــه كــرده  ــد ســبزيجات، اراي ــز   در ســال .ان ــس از آن ني هــاي پ

ــا   ــوان بيـــوكنترلي مخمرهـ ــورد تـ ــادي در مـ ــات زيـ تحقيقـ

ي كنتــرل  زمينــه ي آن تحقيقــات بــه گرفــت و عمــده صــورت

هـاي قـارچي در گياهـان مختلـف از جملـه مركبـات        بيماري

ــاص ي ــهاختصـ ــت افتـ ــاي . اسـ ــارآيي مخمرهـ  Pichiaكـ

guilliermondii ،Debaryomyces hansenii ،Candida 

oleophila ،Kloeckera apiculata و Metschnikowia 

pulcherrima   ي مركبـات   در كنترل كپك سبز و آبـي ميـوه

)Chalutz & Wilson, 1990; Droby et al., 1989; El-

Neshawy & El-Sheikh, 1998; Lahlali et al., 2004;. 

Long et al., 2007; Wilson & (Chalutz, 1989)  و مخمر

D. hansenii  ي  در كنتــرل بيمــاري پوســيدگي تــرش ميــوه

 ,.Chalutz & Wilson, 1990; Droby et al)مركبـات  

ــت  (1989 ــده اسـ ــزارش شـ ــؤثر. گـ ــاي  مـ ــودن مخمرهـ   بـ

C. sake ،C. formata ،C. saitona ،Aureobasidium 

pullulans ،Saccharomyces cerevisiae ،M. fructicola،  
M. pulcherrima هـاي ميـوه در    ، در كنترل ساير پوسـيدگي

ــات ــر   (Sharma et al., 2009)مركبـ ــه ديگـ از جملـ

از بين مـوارد يادشـده، مخمـر    . هاي منتشر شده است گزارش

D. hansenii ــيش داراي ــوكنترلي روي   بـ ــر بيـ ــرين اثـ   تـ

  ;Chalutz et al., 1988)اسـت  بيمارگرها در مركبات، بـوده 

.Karabulut & Baykal, 2003; Wilson & Chalutz, 

1989; Wisniewski et al., 1988).  در ايــــران نيــــز

هاي گياهي بـا   هايي درخصوص توان كاهش بيماري گزارش

 تأثيرتوان به  در اين زمينه، مي. برخي مخمرها ارايه شده است

در كاهش كپك آبي ميوه مركبات  M. pulcherrimaمخمر 

(Ghasemi et al., 2011)    و كپك آبي يا خاكسـتري سـيب

(Seyfi et al., 2006)، C. membranifuciens  در كـاهش

 ,.Gholamnejad et al)بيمـاري كپـك خاكسـتري سـيب     

2010; Zangouei et al., 2010) وRhodotorula 

mucilaginosa  وS. cerevisiae  روي كــــــــــــــــاهش  

   ;Gholamnejad et al., 2010) آبـــي ســـيبكپـــك 

Gholamnejad et al., 2009) اشاره نمود.  

هــاي متنــوعي در كــاهش بيمــاري  مخمرهــا بــا مكانيســم

  هـــا، رقابـــت بـــر ســـر مكـــان تـــرين آن نـــد كـــه مهـــممؤثر

)Mercier & Wilson, 1994(  و غذا(Arras et al., 1998) ،

 ,.Wisniewski et al)ي انگلـي بـا بيمـارگر    برقـراري رابطـه  

 ,.El-Ghaouth et al(و القــاي مقاومــت در گيــاه  (1991

ــوع مكانيســم . باشــند مــي )2001 ــن ن ــر اي ــاكنون اكث هــا در  ت

بيمارگرهاي قارچي مورد بررسي قرار گرفته اسـت، ولـي در   

خصوص بيمارگرهاي باكتريايي، القـاي مقاومـت نسـبت بـه     

در مركبـات  . تتر مورد توجه بـوده اس ـ  ها بيش ساير مكانيسم

براي كـاهش بيمـاري    C. oleophilaاز القاي مقاومت مخمر 

فــروت اســتفاده شــده و بــا ايــن  ي گريــپ كپــك آبــي ميــوه

لياز، تجمـع   مكانيسم، بيوسنتر اتيلن، فعاليت فنيل آلانين آمين

. اندوگلوكاناز افزايش يافته اسـت  3-1فيتوالكسين، كيتيناز و 

مك مخمـر، سيسـتم دفـاعي    اند با ك همچنين محققان توانسته

را در برابـر بـاكتري    (.Arabidopsis sp)گياه آرابيدوپسيس 

P. s. pv. syringae  القا كرده و سبب بروز مقاومت نسبت به

در پـي موفقيـت   . (Raacke et al., 2006) اين باكتري شوند

هاي آنتاگونيست در كنتـرل عوامـل    برخي از ميكروارگانيسم

تري براي  ، مطالعات گستردهيآزمايشگاهدر شرايط  بيمارگر

ي محصولات بيولوژيك صورت گرفته و تعـدادي از   توسعه

و  C. oleophilaهــــاي ميكروبــــي نظيــــر  آنتاگونيســــت

Cryptococcus albidus ترتيــب تحــت عنــاوين تجــاري بــه 

Aspire  وYiledplus ي استفاده در سطح  مجوز ثبت و اجازه

در ايران . (Sharma et al., 2009) اند تجاري را كسب كرده

زاي گيـاهي از سـاليان    استراتژي كنترل بيولوژيك عوامل بيماري

هـاي   رغـم پيشـرفت   دور مورد توجه جـدي قـرار گرفتـه و علـي    

ها در سطح مزرعـه بـا موفقيـت     صورت گرفته، كاربرد عملي آن

هـاي برشـمرده شـده     با توجه به مزيت. چنداني همراه نبوده است

از مخمرهــا و نيــز بــا وجــود دانســتن      در خصــوص اســتفاده 

هاي موجود در كاربرد عملـي آن، در ايـن بررسـي سـعي      چالش

آوري و پـس از   شد تا مخمرهايي از مناطق شـمالي ايـران، جمـع   

ــوكنترلي آن  ــوان بي ــاري بلاســت    بررســي ت ــل بيم ــه عام ــا علي ه

  .هاي برتر انتخاب و شناسايي شوند مركبات، جدايه
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  هاي پژوهش مواد و روش

 جداسازي مخمر

اي  براي جداسازي مخمرها، از باغـات مركبـات متروكـه   

هاي متداول صـورت نگرفتـه و درختـان آن نيـز      پاشي كه سم

هـايي از بـرگ و    نـد، نمونـه   ا فاقد علايم بيماري بلاست بـوده 

هـاي   هـاي اسـتان   بـرداري از بـاغ   نمونـه . آوري شـد  ميوه جمع

اي ثبت موقعيـت  بر. گلستان، گيلان و مازندران انجام گرفت

ــه ــايي جدايـ ــع جغرافيـ ــاي جمـ ــتگاه  هـ ــده، از دسـ آوري شـ

ــت ــاني   موقعي ــاب جه ، (Global Positioning System)ي

). 1جـدول  (اسـتفاده شـد   ) GPS Etrex Vista HCxمـدل (

براي جداسازي مخمرها در آزمايشگاه، تعدادي ميوه و برگ 

ــع ــك     جم ــل فلاس ــه، در داخ ــر منطق ــده از ه  500آوري ش

ليتـر آب مقطـر سـترون و يـك      ميلـي  100، حاوي ليتري ميلي

دقيقـه بـا كمـك     30مدت  منتقل شده و به 20ليتر تويين  ميلي

دور در دقيقـه تكـان    120بـا   (Shaker)دهنـده   دستگاه تكـان 

دست آمده،  ميكروليتر از سوسپانسيون به 200سپس . داده شد

حاوي سولفات  (Malt Agar)روي محيط كشت مالت آگار 

، (Wang et al., 2009) (w/v)% 0.1ميـزان   يسين بهاسترپتوما

ــي ــل  آنتـ ــك كلرامفنيكـ ــي 100ppm)(بيوتيـ ــيلين  و آمپـ سـ

(50ppm) )Benbow & Sugar, 1999(  كشـــت شـــد و

ي سلسـيوس نگهـداري    درجـه  28مدت سه روز در دمـاي   به

سـازي و مشـاهده در ميكروسـكوپ،     پس از خـالص . گرديد

. يخچـال نگهـداري شـدند    ها تا زمان انجام آزمون، در نمونه

دسـت آمـده،    هـاي بـه   ي جدايـه  ي كليه بندي اوليه براي گروه

ها بررسـي و   پرگنه) رنگ و شكل(مشخصات ماكروسكوپي 

از هر گروه يك جدايه انتخاب و آزمون بيوكنترل در شرايط 

   .كار برده شد گلخانه به

  ارزيابي كارآيي مخمرها در گلخانه

  تهيه اينوكلوم مخمر

 كشـت  طيمح گرم هشت( NYGB عيما كشت طيمح از

 ده مخمـر،  ي عصـاره  گرم پنج يحاو) Nutrient Broth عيما

 نوكلــوميا هيــته يبــرا) مقطــر آب تــريل كيــ و گلــوكز گـرم 

 از كيــهر. (Cao et al., 2001) شــد اســتفاده مخمــر،

 يمحتـو  فلاسـك  داخل به جداگانه طور به مخمر يها هيجدا

NYGB ي درجــه 25 يدمــا در هــا فلاســك و شــدند منتقــل 

 150 با دهنده تكان دستگاه يرو ساعت 48 مدت به وسيسلس

 12 مـدت  به فلاسك هر اتيمحتو. گرفتند قرار قهيدق در دور

ــهيدق ــا و قــ ــهيدق در دور 3000 بــ ــانتر قــ ــدند فوژيســ   شــ

(De Capdeville et al., 2002) .آمـده،  دسـت  بـه  رسوب از 

 هر در مخمر سلول 1010 يبيتقر غلظت با ظيغل يونيسوسپانس

  .شد هيته) تومتريهماس لام توسط( تريل يليم

  ي گياهان آزمون تهيه

هـاي مخمـر در بـازداري از     براي ارزيابي كارآيي جدايه

رشد باكتري و توان القاي مقاومت در گياه، براي هر جدايـه  

. تهيه شد (Citrus aurantifolia)ي نارنج  چهار نهال دوساله

هاي  دست آوردن برگ منظور به چهار هفته قبل از ارزيابي، به

در اين مدت، . ها سربرداري شدند ي نهال سن، همه تازه و هم

ضمن آبياري مـداوم، از مصـرف هرگونـه كـود و يـا سـموم       

  .شيميايي براي گياه خودداري شد

  ي بيمارگر تهيه

ــت  ــاعته 24از كشــــ ــه ســــ ــه 63ي  ي جدايــــ   گونــــ

P. syringae     زايـي   عامل بلاست مركبـات كـه قـبلاً بيمـاري

ــود،  آن ــات شــده ب ــه هــا اثب ــراي تهي ي سوسپانســيون عامــل  ب

 NA (Nutrientجدايـه روي محـيط   . زا اسـتفاده شـد   بيماري

agar)   ي سلسـيوس، نگهـداري    درجـه  25كشت و در دمـاي

هـاي بـاكتري در آب مقطـر پخـش      پس از رشد، سـلول . شد

 (OD)شده و با كمك اسپكتروفوتومتر، كدري سوسپانسيون 

سلول در  108معادل (واحد  2/0نانومتر به  600در طول موج 

  . تنظيم شد) ليتر هر ميلي

  بررسي ميزان كنترل عامل بيمارگر

ات آنتاگونيستي مخمرها در گياه عليـه  تأثيري براي بررس

نهال  4عامل بيماري بلاست مركبات، به ازاء هر تيمار مخمر، 

. سـن، در نظـر گرفتـه شـد     هـاي جـوان و هـم    نارنج بـا بـرگ  

ليتـر،   سلول در هـر ميلـي   1010سوسپانسيون مخمرها با غلظت 

پاشش مخمرها به فواصل هـر دو روز،  . روي گياه پاشيده شد

 15در اين مدت گياهان در فيتوترون و در دمـاي  . شد تكرار

ساعت پس از پاشش  48. ي سلسيوس نگهداري شدند درجه

ميكروليتـر از سوسپانسـيون بيمـارگر     100بار سـوم مخمرهـا،   

ليتـر، روي هـر بـرگ     سلول در هر ميلي 108بلاست با غلظت 

ســوخته شــده در اثــر تزريــق،     ي آب تزريــق و دور ناحيــه 
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 15پس از يك هفته نگهداري در دمـاي  . شد گذاري علامت

ي سلسيوس با رطوبت نسـبي در حـد اشـباع، مسـاحت      درجه

بر  Dino Captureي گسترش علايم، با كمك دستگاه  ناحيه

در اين آزمون بـه ازاء هـر   . متر مربع، ثبت گرديد حسب ميلي

زني  هفت روز پس از مايه. تكرار در نظر گرفته شد 50تيمار، 

هاي نارنج در تيمارهـا و شـاهد، ميـزان     برگ نهال بيمارگر به

مربع و بـا كمـك دسـتگاه     متر گسترش بيماري بر حسب ميلي

Dino capture صورت طـرح بلـوك    ها، به داده. ثبت گرديد

تجزيـه و تحليـل    SASافـزار   كاملاً تصادفي با استفاده از نـرم 

  .آماري شدند

  شناسايي مخمرهاي برتر

خصوصـيات فنـوتيپي، از    براي شناسـايي ضـمن بررسـي   

  . خصوصيات ژنتيكي آن نيز استفاده شد

  بررسي خصوصيات فنوتيپي مخمرها
ها  ها، جدايه براي بررسي خصوصيات مرفولوژيكي پرگنه

جهت بررسـي ابعـاد   . كشت شدند WL nutrient agarروي 

 Leica DM2500 Mهـاي مخمـر، از ميكروسـكوپ     سـلول 

صورت تصـادفي   سلول مخمري كه به 100ابعاد . استفاده شد

گيري  انتخاب شده بودند در دو جهت طولي و عرضي اندازه

  .و ميانگين كلي ابعاد بر حسب ميكرومتر، ثبت شد

  بررسي خصوصيات ژنتيكي مخمرها 

  براي تعيين ترادف  ITS  ي تكثير ناحيه) الف

مخمرهـا  هاي تازه كشـت شـده    از سلول DNAاستخراج 

، بـا اسـتفاده از كيـت    Wl nutrient agarروي محيط كشـت  

Wizard Genomic DNA Purification Kit ) ــركت ش

Promega ( ــد ــام ش ــر ناحيــه  . انج ، از دو ITSي  بــراي تكثي

  ).White et al., 1990(آغازگر زير استفاده شد 
ITS1:  5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3´ 

ITS4:  5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3´ 

ميكروليتر شامل يك  25مخلوط واكنش در حجم نهايي 

، نـيم  PCR Buffer 10Xميكروليتـر   DNA ،5/2ميكروليتـر  

، MgCl2مـولار   ميلـي  5/1ميكرومولار از هـر نـوع آغـازگر،    

. مـراز بـود   پلـي  Taqواحـد   5/1و  dNTPsمـولار   يـك ميلـي  

سـازي اوليـه در    شرايط زماني و دمايي شامل مرحله واسرشته

 35دقيقـه، سـپس    مـدت پـنج   ي سلسيوس بـه  درجه 95 دماي

ي  درجـه  95سـازي در دمـاي    شامل واسرشته(ي مجزا  چرخه

ژنومي  DNAدقيقه، اتصال آغازگر به  مدت يك سلسيوس به

ي سلسـيوس و تكثيـر    درجـه  55دقيقه در دمـاي   مدت يك به

DNA  و ) دقيقـه  5/1مـدت   ي سلسيوس به درجه 72در دماي

اـي  تكثير نهايي در د يـوس   درجـه  72م هـ ي سلس وـد   10مـدت   ب هـ ب  دقيق

(Esteve-Zarzoso et al., 1999).  

  PCRتخليص محصول ) ب

ــات  ــتفاده از     ITSقطع ــا اس ــده، ب ــر ش -Microconتكثي

centrifugal filter ) شـــركتMillipore (ســـازي  خـــالص

ي بعـدي، در دمـاي    نهايي، تـا زمـان اسـتفاده    محصول. شدند

  .نگهداري شدندي سلسيوس  درجه -20

  تعيين ترادف) پ
هاي مورد بررسي، از هر دو سمت  تعيين ترادف كليه ژن

(Forward , Reverse)   آغازگرهـا و شـرايط   . انجـام گرفـت

اسـتفاده در تكثيـر    مورد اسـتفاده، همـان آغازگرهـاي مـورد    

 .Big Dye 3.1بـــراي تكثيـــر از كيـــت . اوليـــه، بودنـــد

Terminator Cycle Sequencing Kit )  شـركتApplied 

Biosystem (استفاده شد.  

  

  نتايج

  كارآيي مخمر در گلخانه 

، بـين  %1داري در سطح  نتايج نشان داد كه اختلاف معني

ــود دارد    ــاري وج ــاهش بيم ــر ك ــاهد از نظ ــا و ش در . تيماره

اي دانكـن در   ها با روش آزمـون چنددامنـه   ي ميانگين مقايسه

هـا،   و سـاير جدايـه  در مقايسه با شـاهد   2ي  ، جدايه%1سطح 

  ).1شكل (تري را در كاهش بروز بيماري داشت  بيش تأثير

  شناسايي مخمرهاي برتر

  بررسي خصوصيات ژنتيكي مخمرها
 ITSجفــت بــازي،  564بــراي شناســايي مخمرهــا، ناحيــه 

نتايج حاصـل از  ). 2شكل (ها تكثير و تعيين ترادف شدند  آن

شناسـايي   GenBank (NCBI)تعيين ترادف، با كمك پايگاه 

  ). 1جدول (شدند 

  بررسي خصوصيات فنوتيپي

 Sporobolomyces ruberrimus ي مخمـــر پرگنـــه

  هــا بيضــي شــكل بــا ابعــاد قرمــز رنــگ و ســلول) 2ي  جدايــه(
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ــر،  1/4×  5/5 ــهميكرومت ــه( C. albidusي  پرگن ) 9ي  جداي

  هــاي كــروي شــكل بــا ابعــاد رنــگ ســفيد شــيري و ســلول بــه

پرگنـه  ) 69ي  جدايـه ( C. magnusدر ميكرومتـر،   0/5×  2/5

ميكرومتـر و   6/4×  3/5هـايي بـا ابعـاد     رنگ كرم بـا سـلول   به

ــر   ــه در مخم ــگ پرگن ــه( .Rhodotorula spرن ) 74ي  جداي

هاي آن بيضـي شـكل و بـه ابعـاد      صورتي رنگ بوده و سلول

  ). 4و 3هاي  شكل(ميكرومتر بودند  5/4×  2/6

  
هاي مختلـف مخمـر    جدايه تأثيري ميانگين  يسهمقا -1شكل 

بر اساس ) متر مربع بر حسب ميلي(در شدت بيماري بلاست 

  .اي دانكن آزمون چنددامنه
Fig. 1- Mean comparison of effect of different yeast 

isolates (see Table 1) on blast disease severity (lesion 

diameter) using Duncan multiple range test.  

 

 
ي مخمـر   در چهار جدايه ITSي تكثير شده  قطعه  -2شكل 

كار برده شده در كنترل بيولوژيكي بيماري بلاست پس از  به

 Cنشانگر جرم مولكـولي و   Mالكتروفورز روي ژل آگارز، 

  .كنترل منفي
Fig. 2- Agarose-gel electrophoresis of PCR products 

of ITS region of four yeast isolates used in biocontrol 

of citrus blast. Lane M, molecular size markers 

(Lambda DNA/EcoRI/Hind III); lane C, negative 

control. 

 
اـي  ي گونـه  پرگنـه  - 3شكل مخمـر مـؤثر در كنتـرل بيولـوژيكي      ه

ــحيط كشت    WL nutrient agarبيماري بلاست مركبات روي م

A. Cryptococcus albidus, B. Sporobolomyces 

ruberrimus, C: Cryptococcus magnus, D: 

Rhodotorula sp.  
Fig. 3- Colony morphology of effective yeast 

species in biocontrol of citrus blast disease on 

WL nutrient agar. A: Cryptococcus albidus, B: 

Sporobolomyces ruberrimus, C: Cryptococcus 

magnus, D: Rhodotorula sp. 
 
 

 
 

در كنتـرل بيولـوژيكي    مـؤثر هاي مخمرهاي  سلول -4شكل

  :بيماري بلاست مركبات
A: Cryptococcus albidus, B: Sporobolomyces 

ruberrimus, C: Cryptococcus magnus, D: 

Rhodotorula sp.  
Fig. 4- Cellular morphology of yeast isolates 

proved to be effective in biocontrol of citrus blast 

A: Cryptococcus albidus, B: Sporobolomyces 

ruberrimus, C: Cryptococcus magnus, D: 

Rhodotorula sp. 
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   .در كنترل بيولوژيكي بلاست مركبات مؤثرهاي مخمر  مشخصات جغرافيايي گونه -1جدول 
Table1- Geographical locations of promising yeast species in the biocontrol of citrus blast disease. 

 

Isolate  Yeast Province City Position  
2  Sporobolomyces ruberrimus  Mazandaran Babol N36 22.833 E52 40.121  
9  Cryptococcus albidus  Golestan Galogah  N36 44.558 E53 52.727  

69 Cryptococcus magnus  Mazandaran  Chalus  N36 37.579 E51 32.158  
74 Rhodotorula sp.  Gilan Langroud  N37 10.278 E50 07.923  

  

  بحث

اي گذشـته، درخصـوص توانـايي آنتاگونيسـتي     ه سالدر 

 ,.Chalutz et al) مخمرها تحقيقات متعددي انجام شده است

1988; Droby & Chalutz, 1994; Droby et al., 1989) .

منظور يافتن مخمرهايي كه داراي توان خـوبي   بررسي اخير به

. در بيوكنترل بيماري بلاست مركبات باشند، انجام شده است

دست آمده  نتايج تحقيق نشان داد كه تعدادي از مخمرهاي به

هـــاي گـــيلان، مازنـــدران و گلســـتان، در كنتـــرل   از اســـتان

ــتند   ــات كــارآيي داش ــك بيمــاري بلاســت مركب در . بيولوژي

بـودن ايـن    مـؤثر هـاي متنـوعي مبنـي بـر      رشگذشته نيـز گـزا  

ها ارايه شده است كـه   هاي ديگر از اين جنس ها يا گونه گونه

ــي ــدادي از آن   م ــه تع ــوان ب ــود   ت ــاره نم ــا اش ــاي : ه مخمره

Sporobolomyces roseus     براي بيمـاري كپـك خاكسـتري

بـراي كپـك    C. albidus ،(Filonow et al., 1996)سـيب  

 ;Calvo et al., 2003)يبخاكسـتري و پوسـيدگي آبـي س ـ   

Chandgoyal & Spotts, 1996; Tian et al., 2002)  ،C. 

magnus  ايا ــ ـاپــبراي آنتراكنـوز پ(De Capdeville et al., 

2007)  ،Cryptococcus laurentii هـاي   راي پوسـيدگي ــــب

براي  R. aurantiaca ،(Liu et al., 2010)بات ــــترش مرك

ــي   ــي گلاب ــك آب  و (Chandgoyal & Spotts, 1996)كپ

R. glutinis    بــــراي پوســــيدگي خاكســــتري گلابــــي 

(Zhang et al., 2008)  و كپك آبي در سيب(Calvo et al., 

2003; Castoria et al., 2005) .   در تحقيق حاضر نيـز از بـين

تـرين   بـيش  S. ruberrimus چهار گونـه مخمـر برتـر، مخمـر    

ــود، در حــالي  ــه دارا ب ــا بقي  .Cكــه  كــارآيي را در مقايســه ب

albidus  ي  از لحــاظ اســتفاده در كنتــرل بيولوژيــك، پيشــينه

و ) Yield Plusبـا نـام   (صورت تجاري تهيه  بهتري داشته و به

هاي مختلـف مصـرف شـده     منظور كاهش خسارت بيماري به

ي اثر عامل  هدانستن نحو .(Bar-Shimon et al., 2004) است

بيــوكنترل، بســيار حــايز اهميــت بــوده و بــا داشــتن اطلاعــات 

تري را نيـز از طبيعـت   مؤثرهاي  توان آنتاگونيست تر، مي جامع

ــود   ــاب نمـ ــراي . (Wilson & Chalutz, 1989)انتخـ بـ

ي اثـر، ارايـه شـده     هاي ميكروبي، چنـدين نحـوه   آنتاگونيست

بيوتيـك،   نتـي توليـد آ : هـا عبارتنـد از   تـرين آن  است كه مهـم 

رقابت بر سر مكان و غذا، پارازيته نمودن بيمارگر و همچنـين  

ــان   ــت در گياه ــاي مقاوم -Droby et al., 2000; El)الق

Ghaouth, 1997; El-Ghaouth et al., 2001)  و از ميــان

عنـوان   هاي ذكر شده، رقابت بر سر غـذا و مكـان بـه    مكانيسم

. (Droby et al., 1992)ترين مكانيسم معرفي شده اسـت   مهم

هــايي كــه در كنتــرل    در مخمرهــا نيــز، هرچنــد مكانيســم   

طـور كامـل بررسـي     گيرد، به بيولوژيك مورد استفاده قرار مي

بيوتيـك توليـد نكـرده و     نشده است، اما ظاهراً مخمرهـا آنتـي  

هـا در كنتـرل    گاهي اوقات بـه ايـن خـاطر نسـبت بـه بـاكتري      

 ,Chandgoyal & Spotts)شـوند  بيولوژيك، ترجيح داده مي

.1996; Droby & Chalutz, 1994; Kurtzman & Fell, 

هــايي كــه طــي آن،  مكانيســم تــرين طــوركلي مهــم بــه. (1998

مخمرهاي بيوكنترل قادر هستند تـا ميـزان بيمـاري را كـاهش     

ــد از  ــد عبارتن ــف    : دهن ــه هي ــت ب ــل آنتاگونيس ــال عوام اتص

واد ـبـر سـر م ـ  رقابـت  ، (Arras et al., 1998)ارگرها ـــ ـبيم

، (Arras et al., 1998; Droby et al., 1992)ذايي ــــغ

ـــرق ــر ســر مكــان  ــ و  (Mercier & Wilson, 1994)ابت ب

نظـر   بـه . (Wisniewski et al., 1991) تقيم هيـف سپارازيت م

هاي ذكر شـده   رسد در اين بررسي، هيچ كدام از مكانيسم مي

انـد، زيـرا    ههـا كـاربردي نداشـت    بـاكتري  در كنترل بيولوژيك

باكتري سودوموناس، فاقد هيف بوده و از نظـر انـدازه نيـز بـه     
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مكانيسم القـاي مقاومـت   . باشد تر از مخمر مي مراتب كوچك

ــه يــا القــاي پاســخ هــاي  ي آنتاگونيســت وســيله هــاي دفــاعي ب

هـاي بيـوكنترل    عنوان نوعي ديگر از مكانيسـم  ميكروبي نيز به

 Arras, 1996; Droby et)براي مخمرها معرفـي شـده اسـت    

al., 1992; Fajardo et al., 1998; Porat et al., 1999) .

مقاومت القايي، سبب ايجـاد موانـع سـاختاري يـا تقويـت آن      

(El-Ghaouth et al., 1998)  و نيــز ســبب توليــد تركيبــات

شــود كــه مشــتمل بــر تجمــع      ضــدميكروبي در گيــاه مــي  

، (SA) هـــاي مولكـــولي نظيـــر ساليســـيليك اســـيد ســـيگنال

هـاي ضـدميكروبي و    ، بيـان مولكـول  (JA)جاسمونيك اسـيد  

 & Basse)باشـند   توليد تركيبات فنلـه نظيـر فيتوالكسـين مـي    

Boller, 1992; Dangl & Jones, 2001; Suzuki et al., 

هاي توليد شده، سبب تخريب واكنش  برخي از آنزيم. (2005

ــري گليگــوليز و چرخــه ــي  ي ت ــيد م   گــردد كربوكســيلك اس

(Chan et al., 2007) .   در اين بررسي، پاشـش مخمرهـا روي

فواصل دو روزه انجام شد و بـراي   بار و به 3هاي نارنج،  برگ

البته . هاي مخمر تازه كشت شده استفاده شد اين كار از سلول

زنـده، سـبب تحريـك بيـان چنـين       نه تنها تماس با موجـودات 

يبات متعلق هاي دفاعي در گياه خواهد شد، بلكه ترك مكانيسم

هـاي دفـاعي    به عوامل بيمارگرها نيز سبب القاي بيان مكانيسم

هاي مرتبط  هاي عمومي و يا مولكول شوند كه به القاكننده مي

 -Pathogen-associated molecular patterns)با بيمارگرها 

PAMP) هـا،   هـا، گليكـوپروتيين   اند و شامل پپتيد شناخته شده

ــي   ــاكاريدها و يـــــا چربـــ ــي  اليگوســـ   باشـــــند هـــــا مـــ

)Nurnberger et al., 2004(  در اين زمينه گزارش شده است

را  تـري  هاي بيش ها، محرك كه مخمرها در مقايسه با باكتري

حاضـر   نتـايج بررسـي  . (Raacke et al., 2006) دارا هسـتند 

هـاي مـورد بررسـي،     ي جدايه نشان داده است كه در بين كليه

هاي مخمرها، قادر بودند تا در مقايسـه   تنها معدودي از جدايه

با شاهد، مقاومت نسبي نسبت به بيمـاري بلاسـت را در گيـاه    

نتايج تحقيقات پيشين، نشـان داد كـه   . مركبات، افزايش دهند

در القــاي مقاومــت توســط مخمرهــا، مســيرهاي مختلفــي      

در تحقيقي مشابه با ايـن بررسـي، شـخص    . اند گذار بودهتأثير

ي سلولي مخمـر سـبب    ليكوپپتيدي ديوارهشد كه تركيبات گ

هـاي   و بيـان ژن  (Camalexin)تجمع فيتوالكسين كامالكسين 

ــاكتري   ــه بــ ــبت بــ ــتميك نســ ــابي سيســ ــت اكتســ   مقاومــ

P. s. pv. syringae    در ايـن  . در آرابيدوپسـيس شـده اسـت

تحقيق ثابت شده است كه مسير اصلي القاي مقاومـت، مسـير   

بـــا موتاســـيون مســـير   بـــوده و  (Salicylate)ساليســـيلات 

ــروز مقاومــت ايجــاد  (jasmonate)جاســمونات  ــي در ب ، خلل

بـراي اينكـه سيسـتم    . (Raacke et al., 2006)نخواهـد شـد   

SAR (systemic acquired resistance) دنبال آن، سـاير   و به

هاي مرتبط فعال شده و در برگ پخش شوند، حدود  واكنش

در . (Shulaev et al., 1995) ساعت زمان نيـاز اسـت   48-36

تـر در خصـوص    بررسي حاضر نيز براي حصول اطمينان بـيش 

ها، تعداد پاشـش،   هاي مقاومت در كل برگ گسترش سيگنال

سـاعت، بـراي    48سه بار تكرار شد و پس از هـر بـار پاشـش    

ــد    ــه آن فرصــت داده ش ــاه، ب ــت در گي ــتم مقاوم ــروز سيس . ب

قادرنـد تـا    ي مقاومـت در گيـاه،   مخمرها پس از القـاي اوليـه  

هـاي   سبب بيـان انـواع متفـاوتي از فيتوالكسـين و يـا پـروتيين      

عنـوان مثـال    بـه . شـوند  (PR-Protein)زايـي   مرتبط با بيمـاري 

ــين  ــزايش فيتوالكسـ ــكوپارين   افـ ــاي اسـ و  (Scoparone)هـ

، (Arras, 1996)در مركبـــات  (Scopoletin)اســـكوپولتين 

ــزيم ــا بيمــاري  افــزايش آن ــاز زايــي يعنــي هــاي مــرتبط ب  كيتين

(El-Ghaouth et al., 1998; El-Ghaouth et al., 2000; 

Ippolito & Nigro, 2000)  گلوكاناز و پراكسيداز در سيب ،

 ,El-Ghaouth et al., 2000; Ippolito & Nigro)و مركبات 

هـاي   كـه بـا اخـتلال در توليـد آنـزيم      هـايي  و يا آنزيم (2000

ــروز   ــاز بيمــارگر، ســبب ب ــاه ســلولاز و پكتين مقاومــت در گي

ســازي  فعــال. (Hashem & Alamri, 2009)خواهنــد شــد 

منظــور بــروز مقاومــت در برابــر  سيســتم مقاومــت در گيــاه بــه

ارتبــاط  تــأثيربيمارگرهــا، هميشــه يكنواخــت نبــوده و تحــت 

ــي     ــاي مختلف ــوده و فاكتوره ــارگر ب ــاه و بيم ــين گي ــل ب متقاب

 ,Elmer & Reglinski)گـذار باشـند   تأثيرتوانند روي آن  مي

هـاي   تواند تا حدي با ژنوتيپ رو كارآيي آن مي ازاين. (2006

با توجه بـه  . باشد بيمارگر، ميزبان و نيز شرايط محيطي مرتبط 

بـودن، قابـل    ي مخمرهـا نظيـر غيرسـمي     خصوصيات برجسـته 

ها جهـت   توان از آن تجزيه بودن در محيط و قيمت ارزان، مي

صـــورت گســـترده در  افـــزايش مقاومـــت در گياهـــان و بـــه

  .كشاورزي استفاده نمود
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Abstract 

Citrus blast caused by Pseudomonas spp. is one of the most important diseases in the northern 

citrus growing provinces of Iran which causes considerable losses to citrus orchards in conducive 

climatic conditions. In this study, we tried to isolate and introduce some yeast strains from citrus 

orchards with acceptable biological control potential against the disease. The evaluations were 

performed under green house conditions on sour orange seedlings. Yeast cell suspensions were 

sprayed three times with two-days intervals on seedlings before pathogen inoculation. Statistical 

analysis of the results was carried out using Randomized Complete Block experimental design and 

comparison of disease severity means was performed by Duncan's Multiple Range Test. For the 

identification of the effective yeast strains, ITS regions of their rRNA operon were amplified using 

universal primers (ITS1 and ITS4) by PCR and the amplified fragments were sequenced. Based on the 

above procedures and comparison of the sequences with those deposited in the GenBank, the effective 

yeasts were identified as Sporobolomyces ruberrimus, Cryptococcus albidus, C. magnus and 

Rhodotorula sp. According to the results, S. ruberrimus, was the most effective yeast and controlled 

the disease more efficiently than other species. 
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